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OzET

Bu arastirmada, brokoli bitkisinin tohum ve fidelerinde degisen konsantrasyonlardaki nikelin etkisi ve birikimi
incelenmistir. Tohumlarda ¢imlenme yiizdesi, bitkinin kok-gévde uzunluklari, agirlik miktarlari, klorofil,
karotenoid, total ¢6ziinebilir protein ile MDA igerikleri, POD aktiviteleri ve Ni birikimi belirlenmistir. 100 uM
NiSO; (in tohumlarda ¢imlenmeyi inhibe ettigi gdzlenmistir. Ni’nin bitylimeyi etkiledigi, agirlik miktarlarinda da
degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. 9 giinliik fidelerin klorofil icerikleri 1 uM NiSO4 de artarken, 30
giinliik fidelerde ise 0.1 uM NiSOs de artis tespit edilmistir. Fidelerdeki total ¢6ziinebilir protein igeriginde 10 ve
100 uM NiSO4 de azaliglar gozlenirken, POD aktivitesinde artislar gozlenmistir. Ayrica, nikelin 6zellikle
koklerde biriktigi belirlenmistir. Nikelin brokolinin ¢imlenme ve bilylime-gelismesi (izerine olan etkileri ile ilgili
olarak, diisiik konsantrasyonlardan (0.01, 0.1 ve 1 uM) bitkinin olumlu etkilendigi, yiiksek konsantrasyonlarin
ise (10 ve 100 pM) toksik etkilere neden oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nikel, Cimlenme, Bitki biytimesi, Brokoli, Brassica oleracea L. var. italica, Metal birikimi

The Effects of Nickel on Seed Germination and Seedling
Development in Broccoli (Brassica oleracea L. var. italica)

ABSTRACT

In this research, the effect and accumulation of nickel in varying concentrations in broccoli seeds and seedlings
were investigated. Germination rate of seeds, root-stem length of the plant, weight amounts, contents of
chlorophyll, carotenoid, total soluble protein and MDA, POD activities and Ni accumulation were determined. It
was observed that 100 uM NiSOg inhibited germination in seeds. It has been determined that Ni affect growth
and also cause changes in weight amounts. While the chlorophyll content of 9-day-old seedlings increased in 1
UM NiSO4 was applied, an increase was found in 0.1 uM NiSOg4 in 30-day-old seedlings. While decreases were
observed in 10 and 100 uM NiSOy in total soluble protein content in seedlings, increases in POD activity were
observed. In addition, it was determined that nickel accumulated especially in the roots. Regarding the effects of
nickel on the germination and growth-development of broccoli, it was determined that plant is affected positively
in low concentrations (0.01, 0.1 and 1 uM), while high concentrations (10 and 100 uM) caused toxic effects.
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|. GIRIS

Bitkilerde mevcut olan kimyasal elementlerden bazilarinin normal biiylime i¢in gerekli esas elementler
olduklar1 saptanmistir. Bu elementlerden herhangi birinin yoklugu durumunda bitkilerin yasam
dongiilerini tamamlayamadiklari goriilmektedir. Bu elementler; karbon, hidrojen, oksijen, potasyum,
kalsiyum, magnezyum, azot, fosfor, kiikiirt, mangan, ¢inko, bakir, klor, bor, molibden, nikel ve
demirdir ve bitki biytmesi igin gerekli, esas elementler olarak belirtilmektedirler [1]-[3]. Nikel (Ni),
bitkilerin normal bir sekilde buyimeleri ve gelismeleri igin 6nemli oldugu bilinen mikro
elementlerden bir tanesidir ve bircok metabolik siirecte gereklidir [4],[5]. Optimum Ni dozlarinin, bazi
fizyolojik siiregleri etkileyerek bitki biiyiimesini tesvik ettigi bildirilmistir [6]. Nikel, bitkilerdeki tireaz
ve hidrojenaz enzimlerinin yapisi ve aktivitesi i¢in gerekli olan ve azot metabolizmasi i¢in gerekli olan
temel bir elementtir. Nikelin bitkiler icin temel bir metal olmasi1 ve bitki metabolizmasinda onemli
roller oynamasina ragmen [4], [7], artan endiistriyel kullanim1 nedeniyle Ni toksisitesi ciddi bir endise
yaratmaktadir. Bitkilerde ¢ok diisiik miktarlarda yararli oldugu halde; sanayi faaliyetlerin artisi,
glbreler, kimyevi ilaglar, yerlesim yeri ve sanayi atiklari ile ekolojik ¢evrede miktar1 birikme sonucu
artis gostermekte bunun neticesi olarak pek ¢ok fizyolojik olay iizerine olumsuz etkiler yapmaktadir
[51,[8],[9]. Nikelin asirt konsantrasyonlarinin bitkilerde fotosentez ile solunuma ket vurmasi, hiicre
zarmin gegirgenligini azaltmasi, fotosentetik elektron tagimimini engellemesi, hicrede Ureaz
aktivitesini azaltmasi, protein sentezlenmesini, klorofil ile azot seviyelerini diisiirmesi, hiicrenin su
dengesini degistirmesi gibi pek ¢ok fizyolojik ve biyokimyasal slreclerin aksamas: gibi olumsuz
etkileri bulunmaktadir [10]-[12].

Tohum, dollenme olayindan sonra gelisen tohum taslagi igerisindeki embriyo ve besi dokusundan
meydana gelen, neslin devamini saglayan, tohumlu bitkilerin iireme ve yayilma orgamidir [13].
Tohum, olgunlastiktan ve cevreye yayildiktan sonra dormansi (uyku hali) olarak adlandirilan bir
siirece girmektedir. Dormansi, metabolik hizin ¢ok yavas, biliylime ve gelismenin durgun oldugu bir
donemdir. Tohumun bir sonraki biyiime mevsimine kadar uygun olmayan kosullarin atlatilmasina
yardimcr olmak igin gegirdigi uyku donemi dormansidir [14],[15]. Tohum dormansisi olumsuz
cevresel kosullarda ¢imlenmeyi engelleyerek tohumun hayatta kalma sansini artirmaktadir. Dormansi
degisik sekillerde kirilip ortadan kaldirilabilmektedir. Dormansinin sona ermesi ile birlikte bitki
¢cimlenme durumuna gelebilir. Cimlenme biyolojik anlamda, elverisli kosullarda tohum
embriyosundan normal bir bitkiyi meydana getirebilme yeteneginde olan yapilarin ortaya ¢ikmasidir.
Tohum, ¢imlenme ve fide asamasinda olumsuz g¢evresel kosullara karsi olduk¢a duyarlt olup, hasara
ugradig1 takdirde bitkilerin yasam dongiisii daha baslamadan son bulabilmektedir [16]. Tohumun
cimlenme sireci, tohuma suyun alinmasi ile baslayan ve sonrasinda embriyonik eksenin (genellikle
radikula) testadan disariya cikisi ile neticelenen bir seri siirecler olarak ifade edilir [17].

Tohum ¢imlenmesi ve erken fide biiylimesi, gelecekteki fizyolojik ve biyokimyasal siiregleri genis
oOlglide yansitan bir bitkinin hayatindaki ilk olaylardir. Tohum ¢imlenmesi tizerine Ni’nin etkisinin,
bitkiye ve ortamdaki Ni konsantrasyonuna bagli olarak degisebildigi baz1 ¢aligmalarda gdsterilmistir.
Ni(NOs). ve NiSO; soliisyonlariim Triticum tohumlarinin ¢imlenmesini hizlandirdigi gézlenmistir.
Diisiik seviyedeki Ni(NOgz)2 1n, dormant Phyleum pratense tohumlarinin ¢imlenmesini tegvik ettigi,
ancak 58,71 ppm Ni iyonunun toksisiteye neden oldugu gortlmiistiir [18]. Ekim dncesinde 2.68 ile
26.3 ppm konsantrasyon araliginda NiSOs soliisyonunun uygulanmasinin, Pisum sativum, Phaseolus
vulgaris, Triticum ve Ricinus communis tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine tesvik edici etkisinin oldugu
[19]; 26.3 ppm ve daha yiiksek konsantrasyonlarin ise bu tohumlarm ¢imlenmesini inhibe ettigi
gortilmiistiir. Diisiik konsantrasyondaki NiSO, soliisyonlarinin Lupinus albus bitkisinin ¢imlenmesi
tizerine yararli etkilere sahip oldugu da belirlenmistir [20]. Singh [21] tarafindan, Ni’nin disiik
konsantrasyonlarinin Cicer bitkisinde tohum ¢imlenmesini tegvik ettigi ileri siiriilmiis ve tohum
cimlenmesi (zerine Ni’nin etkisinin, tiirlere ve ortamdaki Ni konsantrasyonuna bagli oldugu bu
calisma ile agikga gosterilmistir. Tohum ¢imlenmesi tizerine Ni’nin etkilerinin fizyolojisi ile ilgili
caligmalar yapilmustir. Oryza tohumunun cimlenmesi ve fidelerdeki bazi oksidatif enzimlerin
aktivitesinin Ni ile tesvik edildigi ortaya g¢ikarilmistir [22]. Welch [23]’e gore, ¢imlenmenin Ni
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tarafindan tesvik edilmesinin iireazin metal bileseni olarak Ni’nin gorev almasina dayali olabilecegi
rapor edilmistir [24].

Yiiksek bitkiler i¢in nikelin esas element oldugu Brown ve dig. [5] tarafindan ileri siiriilmiis ve bir
besin elementi olarak kabul edilmistir [25], [26]. Yapilan pek ¢ok ¢alisma, Ni uygulamasinin tarim
bitkilerinin verimini artirdiginm1 gostermektedir. Pinus fideleri ile yapilan deneylerde, Ni’nin blyiime
icin gerekli bir element oldugu kanitlanmistir [27]. Eragaria ve Gossypium verimindeki artigin,
topraga Ni ilavesi ile oldugu bildirilmistir [28]. Nikel uygulamasi, pamuk bitkisinin toprak istii
kistmlarimin yani sira kok kitlesini de artirmaktadir. Ekim oOncesinde Ni uygulanmis Triticum
tohumlarinda kék ve gévdenin maksimum biiylime goésterdigi ancak konsantrasyonun 250 ppm den
yiiksek oldugu durumda biiyiimenin genellikle inhibe edildigi bulunmustur [29]. Paprika (Capsicum
frutescens L.) ve domates (Lycopersicon esculentum L.) bitkilerinin biiyiime ve gelismesinin, diisiik
konsantrasyonda Ni uygulamasi ile tesvik edildigi, yiiksek konsantrasyonlarin ise bu bitkiler igin
toksik oldugu rapor edilmistir [30]. Ni uygulamalar1 soya fasulyesi verimini de artirmaktadir [10].
Etiyole bezelye bitkisinin hipokotil kisimlarinin 1s1ga duyarsiz biiylimesi de Ni tarafindan tesvik
edilmektedir [10]. Bazzaz ve dig. [31] Ni’nin, Helianthus annuus hipokotilinin uzamasini ve taze
agirligini 6nemli dlgiide artirdigini bildirmislerdir. Gordon ve dig. [32], Lemna paucicostata bitkilerini
tek azot kaynagi olarak iire bulunan ortamda biiyiitmiisler ve 2 uM’1n tizerindeki seviyelerde NiSO.
ilavesinin biiyiimeyi 6nemli Olgiide tesvik ettigi ve 50 uM NiSO4 Un vejetatif biiyiime oranini iki
katina ¢ikardig1 goriilmiistiir. Nikelin ayn1 zamanda dane olgunlagmasi ve bitki senesensinde de temel
fonksiyonlara sahip olabildigi rapor edilmistir [5]. Bu arastirmalar, Ni’nin yiiksek bitkilerin normal
bliylime ve gelismesi {izerinde 6nemli etkilerinin oldugunu gdstermektedir.

Bu aragtirmada, {ilkemiz ve diinya ekonomisi i¢in biiylik 6neme sahip olan ve son yillarda tiiketimi
oldukca artan Brassica oleracea L. var. italica (brokoli) bitkisi tizerine nikelin etkileri aragtirtlmustir.
Bu ¢alismanin baslica amaci, Ni’nin brokoli bitkisinin tohum ¢imlenmesi ve bitki buylimesi (izerine
olan fizyolojik etkilerini saptamak ve bu bitkinin ¢esitli kisimlarindaki nikel birikimlerini
belirlemektir. Boylece Nikel ve brokolinin, ¢evre ile insan sagligi a¢isindan giivenle tiiketilebilirliginin
ortaya konmasi amaglanmustir.

II. MATERYAL VE YONTEM

A. BITKi MATERYALI VE KULLANILAN BESi COZELTISI

Bu arastirmada deney materyali olarak, Brassica oleracea L. var. italica (brokoli) tohumlari
kullanilmistir. Brokoli bitkisinin deney materyali olarak se¢ilmesinde; ekonomik degerinin yiiksek
olmasi, epigeik c¢imlenme Ozelligi gostermesi, su kiiltlirii (hidroponik kiiltiir) c¢alismalarinda
yetistirilmeye elverigli olmasi, nikel uygulamasi sonucunda meydana gelen fizyolojik degisimlerin
kolay izlenebilmesi ve brokolide nikel birikimi ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamis olmasi
etken olmustur. Brokoli tohumlar1 ¢imlenme ve gelismelerinin her asamasinda nikelin (NiSOs)
degisen konsantrasyonlarini igeren Hoagland besi ¢ozeltileri [33] ile muamele edilmistir. Analizlerde
kullanilan Ni konsantrasyonlari 6n denemelerden sonra belirlenmistir. 100 uM Ni den daha yiiksek
konsantrasyonlarda tohum ¢imlenmesinin inhibe edildigi gézlenmis ve bu nedenle kullanilan NiSO4
konsantrasyonlar1 0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM olarak uygulanmistir. Nikel icermeyen Hoagland besi
¢ozeltisi kontrol olarak kullanilmistir. Brokoli tohumlart %2-3 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde steril
edildikten sonra distile sudan ge¢irilmistir. Tohumlar, kontrol (Hoagland) ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM
NiSO4 ortamlarinda 24 saat imbibisyona birakilmistir. imbibisyon ortamlaridan alinan tohumlar her
bir petriye 30’ar tane olmak {izere 1.5 cm araliklarla ekilmistir. Petriler 16 saat aydinlik, 8 saat
karanlik fotoperiyotlarinda 20+1°C de ve 8000 Iux 1sik siddeti kosullarindaki biiyiime odasina
yerlestirilmistir.
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B. CIMLENME YUZDESI

Kontrol (Hoagland) ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO4 ortamlarinda 24 saat imbibisyona birakilan ve
daha sonra petrilere aktarilan brokoli tohumlarindan kontrol grubunun ¢imlenmeleri sabit kalana kadar
(1. glinden 5. giine kadar) giinliik olarak izlenmis ve ¢imlenme oranlari yilizde olarak ifade edilmistir.
Radikulanin testadan disar1 ¢ikmasi ¢gimlenme kriteri olarak alinmigtir. Yapilan gézlemler sonucunda
cimlenme ylizdesinin 5. glinden sonra degismedigi saptanmistir. Bu nedenle tohum ¢imlenmesi 5 giin
siireyle izlenmis ve sonuglar kaydedilmistir.

C. BiTKi BUYUMESI

Su kiltard deneyleri icin kurulan diizenekte yuzey sterilizasyonuna tabi tutulup distile sudan gecirilen
tohumlar Hoagland besi suyu ile slatilmis perlit ortamina ekilerek Hoagland besi ¢ozeltisi ile
sulanmigtir. 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik fotoperiyotlarda 20+£1°C de 8000 lux 151k siddeti
kosullarindaki biiylime odalarina yerlestirilmistir. Cimlenme giiniinden itibaren perlitte 15 giin tutulan
ve hemen hemen birbirine yakin boylarda olan fideler Hoagland besi ¢6zeltisi igeren 7 1t’lik su kiltarl
kaplarina yani hidroponik ortama almmustir. 7 giin boyunca hidroponik ortamda biiyiitiilen 22 glinluk
bitkiler i¢inden esit biiylime evresinde olan oOrnekler uygulama yapilmak iizere segilerek kontrol
(Hoagland) ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOs iceren besi ¢ozeltilerinin bulundugu 1 It’lik kaplara
transfer edilmistir. Deney siiresince su kiiltlirii kaplarinda diizenli olarak havalandirma saglanmistir.
30 giin boyunca yetistirilen brokoli bitkisine Ni uygulamasi, her 1 It’lik polietilen kaba bir bitki olacak
sekilde yapilmistir. Her deney kabi igin toplam hacmi 1 It olacak sekilde hazirlanan Hoagland besi
cozeltisine, NiSO, ¢ozeltisinden hesaplanan miktarlarda metal ilavesi yapilarak farkli
konsantrasyonlarda uygulama ortami hazirlanmistir. Ni uygulanmayan kontrol bitkileri i¢in Hoagland
besi ¢Ozeltisi uygulama ortami olarak kullanmistir. 7 glin boyunca metal uygulamasinin sonunda 30
glnluk olan kontrol ve deney bitkilerine analizler yapilmistir.

D. KOK VE HiPOKOTIL UZUNLUGUNUN OLCULMESI

Kontrol (Hoagland) ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 UM NiSO4 igeren Hoagland besi ¢6zeltilerinde yetistirilen
9 ve 30 giinliik brokoli fidelerinin kék ve hipokotil uzunluklart milimetrik taksimath cetvel
kullanilarak olgtilmiistiir. 9 glnluk fidelerde, kok uzunlugu 6lgiimiinde primer kokler kullanilirken;
hipokotil uzunlugu kokiin bittigi yer ile kotiledonlarin ¢iktigi kisim olarak ifade edilmistir

E. TAZE VE KURU AGIRLIK MiKTARININ OLCULMESI

Kontrol (Hoagland) ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO; igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen
fideler daras1 6nceden belirlenmis aliiminyum folyo {izerinde tartilarak taze agirliklar1 alindiktan sonra
80°C etiivde agirlik sabit kalincaya kadar (3-4 giin) bekletilerek kuru agirliklar tespit edilmistir [34].

[IPRL)

Taze ve kuru agirlik miktarlar1 “g” cinsinden ifade edilmistir.

F. KLOROFIL VE KAROTENOID TAYINi

Klorofil ve karotenoid tayini yapilacak olan bitki kisimlarinin (kotiledon ve yaprak) taze agirhigi
alinarak %90 aseton igeren havan icerisinde ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstreler 3000 g de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Daha sonra supernatantlarin spektrofotometrede 630, 645, 665, 480 ve 750 nm
dalga boyundaki absorbsiyon degerleri belirlenmistir [35]. Bu degerlerin birim taze agirliktaki klorofil
a, klorofil b, total klorofil ve karotenoid igerikleri hesaplanmistir. Klorofil ve karotenoid miktarlari
“ug/g.T.A.” olarak ifade edilmistir.

G. TOTAL PROTEIN MIiKTARI TAYINIi

Taze agirlign alman materyal sodyum fosfat tamponunda soguk havanda ekstre edilmistir.
Homojenatlar 13.000 devir/dakika 30 dakika santriflij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij sonunda
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suda ¢6zlnen proteinleri igeren tist s1v1 (supernatant) alinmistir. Bitki kisimlarindaki total ¢6ziinebilir
protein miktarimin kantitatif tayini igin Bradford [36] metodu kullanilmigtir. Orneklerin 595 nm dalga
boyundaki absorbsiyonu spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir. Elde edilen absorbsiyon degerleri dnceden
hazirlanan bovine serum albumin (BSA) protein standartina gore hesaplanarak total ¢oziinebilir
protein miktar1 belirlenmistir. Total protein miktar1 “pg/ml” tiirlinden ifade edilmistir.

H. PEROKSIDAZ (POD) AKTIiVITESININ SPEKTROFOTOMETRIK TAYINI

Taze agirligi aliman materyal protein miktar1 tayinindeki sekilde sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile
ekstraksiyon yapilarak santrifiij edilmistir. POD aktivitesinin belirlenebilmesi igin 0.1 M sodyum
fosfat tamponu lzerine 5 mM H;0, ve 15 mM guaiakol ilave edilmesi ile tampon taze olarak
hazirlanmigtir.  POD  aktivitesinin = spektrofotometrik Ol¢limii i¢cin 470 nm dalga boyunda
spektrofotometrede 6lgiim yapilmistir (Shimadzu UV-1601) [37]. Elde edilen absorbans degerlerine
gore POD enzim aktivitesi “AA/g. T.A.dk.” cinsinden ifade edilmistir.

|. LIPIT PEROKSIDASYONUNUN OLCULMESI

Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan malondialdehid (MDA) gibi firiinlerin Ol¢iimii Heath ve
Packer [38] yontemine gére yapilmigtir. Kok, govde ve yaprak kisimlarinin taze agirliklart alindiktan
sonra %S5 trikloroasetik asit (TCA) igeren soguk havanda homojenize edilmistir. Ekstraktlar 10000
rpm de 15 dakika santrifiij edilmislerdir. Esit hacimlerde alinan supernatant 0zerine %0.5
tiyobarbitiirik asit (TBA) igeren %20 TCA eklenmis, karisim 96°C de 30 dakika inklbe edildikten
sonra ¢ok hizli bir sekilde buz banyosunda sogutulmus ve 10000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Supernatantlarin absorbansi 532 nm de Ol¢iilmiistiir. Herhangi bir bulanikliktan kaynaklanan 6l¢iim
degerlerinin elimine edilmesi amaciyla 600 nm deki absorbans alinarak Onceki absorbanstan
¢ikarilmistir. Lipit peroksidasyon iirlinleri bu sekilde MDA yontemiyle oOlgiilerek sonuglar “nmol
MDA g taze agirlik” olarak ifade edilmistir.

J. NIKEL ANALIZi

Hidroponik ortamda kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOs uygulanarak yetistirilen 9 ve 30 giinliik
brokoli fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki nikel miktarinin saptanmasi igin EPA [39] metodu
kismen degisiklikler yapilarak kullanilmigtir. Kuru olarak muhafaza edilen parcalara ayrilmig bitki
numuneleri ezilerek metal iceriginin homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Kuru agirlik olarak
alinan numuneler %65°lik HNO3 ve H,0; ile ¢dzlinme islemine tabi tutulmustur. ICP-MS ¢ok sayida
elementin niteliksel ya da niceliksel olarak hizla, hassas ve dogru bir sekilde 0l¢iilmesine imkan veren
bir elementel analiz yontemidir. Numunelerdeki Ni birikim miktar1 “mg/kg kuru agirlik” olarak ifade
edilmistir.

K. ISTATISTIKSEL HESAPLAMALAR

Bu aragtirmada yapilan tiim denemelerde, her 6rnek igin kendi iginde 3 tekrar1 olan 3 farkli deney
yapilmis olup, standart sapmalar SPSS programi kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen tiim
Olgtimleri istatistiksel olarak anlamlandirmak igin t-testi uygulanmustir. p<0.05 diizeyindeki farkliliklar
anlamli olarak kabul edilmistir.

1. BULGULAR

A. CIMLENME YUZDESI

Kontrol ve degisen NiSO4 konsantrasyonu igeren petrilerde 1. giinde ¢imlenme meydana gelmedigi ve
biitiin petrilerde ¢imlenmenin 2. giinden itibaren bagladigi izlenmistir. Kontrol grubunda ¢imlenme
oraninin 5. giinde %98.46 oldugu ve ¢imlenme yiizdesinin maksimum degere ulastigi goriilmiistiir.
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0.01, 0.1 ve 1 uM NiSO; iceren besi ¢ozeltisindeki tohumlarin ¢gimlenme yiizdeleri kontrol grubuna
yakin bulunmus olup artan Ni konsantrasyonlar: ile birlikte tohumlarin 5. giinde ¢imlenme
yiizdelerinin azaldig1 goriilmistiir. En diisiik ¢cimlenme yiizdesinin 100 uM NiSO4 konsantrasyonunda
oldugu ve 5. giinde ¢imlenmenin %82.91 oraninda kaldig1 goriilmistiir (Sekil 1).

—+—EKontre]l —®#—001pl —*—0,1pd ——1pk —+—10pM 100 p2d

120 ~

100 -

80 -

60 -

%% Cimlenme

40 A

20

1. Gin 2. Glin 3. Gin 4. Giin 5. Glin

Cimlenme Siiresi (Giin)

Sekil 1. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100uM Ni igeren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli tohumlarinin
cimlenme ytizdeleri

B. BITKi BUYUMESI

Brokoli fidelerinin 9. glindeki kok ve hipokotil uzunluklarina ait sonuglar Sekil 2°de sunulmustur.
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Sekil 2. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSQ, iceren Hoagland serileri uygulanan 9 glinlik brokoli
fidelerinin kék ve hipokotil uzunluklart (mm)
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9 giinliik brokoli fidelerinde kontrole kiyasla biitiin konsantrasyonlarin kok biiyiimesini tegvik ettigi
goriilmiis ve bu biiylimenin en fazla %39 orani ile 1 uM NiSOs igeren besi ortaminda yetisen fidelerde
oldugu belirlenmistir (p<0.05). 0.01, 0.1 ve 100 uM NiSOQs igeren besi ortaminda ¢imlenen tohumlarin
hipokotil uzunluklarinin ise, kontrole gore az bir oranda inhibe edildigi goriilmiistiir (p<0.05). En fazla
artisin %2 orami ile 1 pM konsantrasyonda meydana geldigi tespit edilmistir. Degisen Ni
konsantrasyonlari ile azalan hipokotil uzunluklar1 0.01 uM NiSO4 uygulamasinda en az degeri vermis
(p<0.05) ve kontrole gore %5°lik bir azalma oldugu belirlenmistir. Ayrica 100 uM NiSO4 den daha
yuksek konsantrasyonlarda tohumlar cimlense bile, hipokotil ve kok biyimesi izlenememis ve
bitkilerin dldiikleri goriilmiistiir (Sekil 3).

Kontrol 0.01 pM NiSO4 0.1 uM NiSO4
1 uM NiSOq 10 uM NiSO4 100 uM NiSOg4

Sekil 3. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO4 i¢eren Hoagland serileri uygulanan 9 ginliik brokoli
fidelerinin genel gorinumleri

Brokoli fidelerinin 30. giindeki kok ve govde uzunluklarina ait sonuglar Sekil 4’te sunulmustur.
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Sekil 4. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO. iceren Hoagland serileri uygulanan 30 glinliik brokoli
fidelerinin kok ve govde uzunlukiar: (mm)

Kontrol ve NiSO, iceren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliik brokoli fidelerinin 1 uM
NiSOs konsantrasyonunda yetistirilen fidelerde kok uzunlugunun en yiiksek degerde oldugu tespit
edilmigtir. 10 pM NiSO; igeren besi ¢ozeltisinde yetistirilen fidelerde artan gévde uzunlugunun, 0.01
uM NiSO4 konsantrasyonunda azaldigi gozlenmistir (p<0.05). Kontrol grubuna gére 1 uM NiSOs
uygulamasinda kdk uzunlugunda %20’lik bir artisin oldugu tespit edilmistir. Minimum kék uzunlugu
ise 0.01 uM NiSOs serisinde Olglilmiis ve %14°liik bir azalma belirlenmistir. Maksimum goévde
uzunlugu 10 uM NiSO; konsantrasyonunda saptanmis ve kontrole kiyasla %14 oraninda bir artig
kaydedilmistir. Minimum gévde uzunlugu 0.01 uM NiSO4 uygulamasinda olup kontrole yakin bir
deger gosterdigi gozlenmistir. Kontrol ve 0,01, 0,1, 1, 10, 100 pM NiSO, iceren Hoagland serileri
uygulanan 30 giinliik brokoli fidelerinin uygulama 6ncesi ve uygulama sirasindaki goriiniimleri Sekil
5’te sunulmustur.

Sekil 5. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOs i¢eren Hoagland serileri uygulanan 30 giinliik brokoli
fidelerinin uygulama oncesi ve uygulama sirasindaki goriiniimleri
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C. TAZE VE KURU AGIRLIK MiKTARLARI

Kontrol ve NiSOs igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 9 giinliik brokoli fidelerinin kok,
hipokotil ve kotiledonlarinin taze ve kuru agirlik miktarlari tespit edilerek Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO, iceren Hoagland serileri uygulanan 9 gunlik brokoli
bitkisinin kok, hipokotil ve kotiledonlarimin taze ve kuru agirliklart (g) ( + degerler, standart sapmayi
goOstermektedir)

Taze Agirhk (g)
Seriler (UM) Kok Hipokotil Kotiledon
Kontrol (H) 0.0081 + 0.0002" 0.0124 + 0.002" 0.0121 + 0.0005"
0.01 uM 0.0088 + 0.0002" 0.0126 + 0.003" 0.0131 + 0.0004"
0.1 uM 0.0095 + 0.0003" 0.0128 + 0.006" 0.0123 + 0.0004"
1uM 0.0086 + 0.0006" 0.0118 + 0.002" 0.0125 + 0.0009"
10 uM 0.0081 + 0.0002" 0.0115 £ 0.007" 0.0124 + 0.0001"
100 uM 0.0078 +0.0005" 0.0118 + 0.007" 0.0118 + 0.0009"

Kuru Agirhk (g)
Seriler (UM) Kok Hipokotil Kotiledon
Kontrol (H) 0.00037 + 0.0009" 0.00395 + 0.0002" 0.00066 + 0.0002"
0.01 uM 0.00038 + 0.0008" 0.00449 + 0.0003" 0.00070 £ 0.0007"
0.1uM 0.00041 + 0.0003" 0.00416 + 0.0006" 0.00065 + 0.0006"
1uM 0.00039 + 0.0001" 0.00404 + 0.0001" 0.00066 + 0.0006"
10 uM 0.00036 + 0.0001" 0.00252 + 0.0001" 0.00069 + 0.0002"
100 uM 0.00023 + 0.0004" 0.00252 + 0.0007" 0.00055 + 0.0006"

*p<0.05 degerleri, kontrol grubuna gére anlaml farklilik gdsteren deney serilerini gostermektedir.

Fidelerin koklerinde taze agirlik miktarlart 0.1 uM NiSO4 konsantrasyonu disinda diger tiim serilerde
kontrole yakin degerler verdigi gorilmiistiir. 0.1 uM NiSO4 konsantrasyonunda kontrole gore %17
oraninda artig tespit edilmistir. Hipokotillerdeki maksimum taze agirhk 0.1 uM NiSO,
konsantrasyonunda gozlenmis ve kontrole gore bu artisin %3 oraninda oldugu bulunmustur. 10 uM
NiSO; uygulamasinda ise hipokotilde %7’lik bir azaligin oldugu belirlenmistir. 0.01 uM NiSO; iceren
besi ¢ozeltilerinde yetistirilen fidelerin kotiledonlarinin taze agirlik miktarlarinin maksimum degerde
oldugu saptanmis ve kontrole gore %8 oraninda bir artis kaydedilmistir. Minimum taze agirlik
degerinin ise 100 uM NiSO, konsantrasyonlarinda oldugu %3 oranindaki azalisla tespit edilmistir.

Genel olarak degisen NiSO4 konsantrasyonlarinda 9 giinliik fidelerin kok, hipokotil ve kotiledonlarinin
kuru agirlik miktarlarina bakildiginda, kok kuru agirhiginda minimum kuru agirlik miktar1 100 pM
NiSO, konsantrasyonunda bulunmus ve %38 oraninda bir azalma kaydedilmistir. En yiiksek kok kuru
agirligi ise 0.1 uM NiSO4 konsantrasyonu uygulanan fidelerde ve kontrole gore %10 oraninda oldugu
tespit edilmistir. Hipokotilde ise en disiik kuru agirlk miktarn1 10 ve 100 pM NiSO4
konsantrasyonunda belirlenmis ve kontrole kiyasla %36’lik bir azalmanin oldugu belirlenmistir.
Fidelerin kotiledonlarinda ise en yiiksek kuru agirlik miktart 0.01 uM NiSO4 konsantrasyonun
gozlenmistir ve kontrole gore %6 oraminda artan kuru agirlik miktarinin 100 uM NiSO, da %17
oraninda azaldig1 saptanmustir.

Kontrol ve NiSO. igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliikk brokoli fidelerinin kok,
govde ve yapraklarinin taze ve kuru agirlik miktarlari tespit edilerek Tablo 2°de sunulmustur.
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Tablo 2. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSQ, iceren Hoagland serileri uygulanan 30 ginlik brokoli
bitkisinin kék, gévde ve yapraklarinin taze ve kuru agirliklar (g) ( + degerler, standart sapmay1 gostermektedir)

Taze Agirlik (g)
Seriler (UM) Kok Govde Yaprak
Kontrol (H) 0.0247 £ 0.004" 0.0176 + 0.004" 0.0489 + 0.0003"
0.01 uM 0.0220 + 0.006" 0.0162 + 0.004" 0.0445 + 0.0007"
0.1uM 0.0246 + 0.006" 0.0168 + 0.001" 0.0430 + 0.0006"
1uM 0.0289 + 0.0001" 0.0200 + 0.005" 0.0593 + 0.0009"
10 uM 0.0188 + 0.0001" 0.0168 + 0.004" 0.0453 + 0.0003"
100 uM 0.0222 + 0.0001" 0.0166 + 0.003" 0.0267 + 0.0008"

Kuru Agirhik (g)
Seriler (UM) Kok Govde Yaprak
Kontrol (H) 0.00142 + 0.0002" 0.00133 + 0.0003" 0.0049 + 0.0008"
0.01 uM 0.00127 + 0.0001" 0.00132 + 0.0003" 0.0046 + 0.0009"
0.1uM 0.00132 + 0.0002" 0.00144 + 0.0003" 0.0048 + 0.0005"
1uM 0.00163 + 0.0002" 0.00158 + 0.0005" 0.0054 + 0.0007"
10 uM 0.00137 £ 0.0003" 0.00146 + 0.0002" 0.0051 + 0.0005"
100 uM 0.00139 + 0.0004" 0.00145 + 0.0006" 0.0043 + 0.0004"

*p<0.05 degerleri, kontrol grubuna gére anlaml farklilik gdsteren deney serilerini gostermektedir.

1 pM NiSOy igeren besi c¢ozeltilerinde yetistirilen fidelerin kok, govde ve yapraklarinin taze agirlik
degerlerinin kontrol ve diger Ni iceren besi c¢ozeltilerinde yetistirilen fidelerden daha fazla oldugu
bulunmustur. 1 uM NiSO4 uygulamasi yapilmis fidelerin taze agirlik miktarlarinda koklerde %17,
govdede %14 ve yapraklarda %21°lik artiglarin oldugu saptanmistir. Kuru agirlik miktarlarina
bakildiginda en yiiksek kuru agirligin yine 1 uM NiSOs4 konsantrasyonunda oldugu belirlenmistir. Bu
artislarin sirastyla kokte %15, govdede %19 ve yaprakta ise %10 oranlarinda oldugu tespit edilmistir.

D. KLOROFIL iCERIiGi

Kontrol ve NiSOs iceren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 9 giinlik brokoli fidelerinin
kotiledonlarindaki total klorofil miktarlar1 Sekil 6°da gésterilmistir.
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Sekil 6. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOs i¢eren Hoagland serileri uygulanan 9 gunliik brokoli
fidelerinin kotiledonlarmin igerdikleri total klorofil miktarlar:
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En yiiksek total klorofil igeriginin 1 uM NiSO, uygulamasi yapilmis fidelerde ve kontrole gore %4
oraninda artig oldugu belirlenmistir. En diisiik total klorofil igeriginin ise %24 oraninda bir azaligla
100 uM NiSOs igeren besi ¢ozeltilerinde yetistirilen fidelerin kotiledonlarinda oldugu tespit edilmistir
(p<0.05).

Kontrol ve NiSO4 igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 gilinliik brokoli fidelerinin
yapraklarindaki total klorofil miktarlar1 Sekil 7°de gosterilmistir.

2000
1800 -
1600
-~
-
= 1400 4
Ll
& 1200 -
S
2 1000
%]
=
= 800 -
e
2 600 -
4
E 400 -
(=]
[_4
200 -
0 n T T T T T
Kontrol (1)  0.01pM 0,1pM 1M LOopM 100pM
Ni Konsantrasyonlari

Sekil 7. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOys iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinliik brokoli
fidelerinin yapraklarinin igerdikleri total klorofil miktarlar:

Kontrol ve NiSOs4 igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliik brokoli fidelerinin
yapraklarinin total klorofil igeriklerine bakildiginda, 0.01 uM NiSOy serisindeki azalmanin ardindan
0.1 uM NiSO; serisindeki artig1 diger serilerdeki kademeli olarak diistis takip etmistir. Maksimum
klorofil miktar1 degerleri 0.1 uM NiSO4 uygulamasi yapilmis fidelerin yapraklarinda gézlenmis ve
kontrole gore total klorofil miktarinin ise %15 oraninda artis oldugu belirlenmistir (p<0.05). En diisiik
klorofil icerigi ise 100 uM NiSO; konsantrasyonunda bulunmustur (p<0.05). Bu konsantrasyondaki
azaligin total klorofil i¢eriginde %26 oraninda oldugu saptanmistir.

E. KAROTENOID iCERIiGi

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOs igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 9 giinlik
brokoli fidelerinin kotiledonlarindaki karotenoid miktarlar1 Sekil 8’de gosterilmistir.
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Sekil 8. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO. iceren Hoagland serileri uygulanan 9 gunliik brokoli
fidelerinin kotiledonlarinin icerdikleri karotenoid miktarlari

Bulgulardan da anlasildig: iizere, en yiiksek karotenoid igeriginin 1 pM NiSO4 uygulamasi yapilmis
fidelerde ve bu artisin kontrole gore %5 oraninda oldugu belirlenmistir (p<0.05). 100 uM NiSO,

uygulanan deney grubundaki miktarin ise kontroliin icerdigi karotenoid miktarindan diisiik oldugu ve
%25 oraninda bulundugu tespit edilmistir (p<0.05).

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO4 igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliik
brokoli fidelerinin yapraklarindaki karotenoid miktarlar1 Sekil 9’da gdsterilmistir.
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Sekil 9. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO. iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinlik brokoli
fidelerinin yapraklarinin icerdikleri karotenoid miktarlari. Karotenoid i¢erigi (ug/gT.A) olarak verilmistir
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Kontrol ve NiSO. igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliik brokoli fidelerinin
yapraklarindaki karotenoid igeriklerine bakildiginda, 0.1 uM NiSOs konsantrasyonunda artan
karotenoid igeriginin, diger NiSOs4 serilerinde kontrole yakin degerler verdigi saptanmistir.
Yapraklardaki maksimum karotenoid igerigi 0.1 uM NiSO.; uygulamasinda gozlenirken (p<0.05),
minimum deger 0.01 uM NiSO4 konsantrasyonunda belirlenmistir (p<0.05). 0.1 uM NiSOj, serisindeki
artig kontrole gore %12’dir. 0.01 uM NiSO, konsantrasyonundaki azalis miktarinin ise %18 oraninda
oldugu tespit edilmistir.

F. TOTAL COZUNEBILIiR PROTEIN iCERIGI

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 puM NiSOs igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 9 giinlikk
brokoli fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki total protein miktarlar1 Sekil 10°da
gosterilmistir.
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Sekil 10. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOg iceren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli
fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki total protein miktarlari

Kontrol ve NiSO;, igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 9 giinliik brokoli fidelerinin kok,
kotiledon ve hipokotillerindeki protein miktarlarmma bakildiginda, 0.01 ve 0.1 uM NiSO,
konsantrasyonlarindaki fidelerin koklerindeki total ¢oziinebilir protein iceriginde kontrole gore ¢ok az
bir azalma tespit edilmistir. En yiiksek protein igeriginin 1 uM NiSOs uygulamasi yapilan fidelerin
koklerinde oldugu (p<0.05) ve bu artisin kontrole kiyasla %29 oraninda oldugu belirlenmistir. En
diistik protein igerigi ise 100 uM NiSO, konsantrasyonundaki fidelerin koklerindedir ve bu azalmanin
kontrole gore %43 oraninda oldugu saptanmistir (p<0.05). Kontrol ile deney gruplar
karsilastirildiginda ise en dusiik protein igeriginin 10 uM NiSO. konsantrasyonundaki hipokotillerde
oldugu belirlenirken (%42 azalma) (p<0.05), en yuksek igeriklerin 0.1 ve 1 uM NiSO,
konsantrasyonlarinda oldugu saptanmistir (p<0.05). 0.1 uM NiSO4 uygulamasinda %93 oraninda, 1
uM NiSO4 uygulamasinda ise %38 lik artiglarin oldugu kaydedilmistir. Total protein igerigi en az 0.01
uM NiSO, serisi fidelerinin kotiledonlarinda bulunmustur (kontrole gore %10 azalis) (p<0.05).
Degisen NiSO4 konsantrasyonlarina bagl olarak kontrole gore protein igeriklerinde artiglar olmustur
ve 1 uM NiSO; konsantrasyonunda protein igeriklerinin en yiiksek degere ulastigi saptanmistir
(p<0.05). Maksimum protein igerigi tespit edilen 1 pM NiSO4 uygulamasinda kontrole gore %24
oraninda bir artisin oldugu tespit edilmistir.
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Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO; igeren besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliik brokoli
fidelerinin kok, govde ve yapraklarindaki total protein miktarlar1 Sekil 11°de gosterilmistir.
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Sekil 11. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOy iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinlik brokoli
fidelerinin kék, gévde ve yapraklarindaki total protein miktarlart

Kontrol ve artan NiSOs serileri uygulanmig 30 giinliik brokoli fidelerinin koklerindeki protein
miktarlarinda dikkate deger artislar gézlenmistir. Maksimum total protein igeriginin 0.1 UM NiSO4
iceren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen fidelerde oldugu ve bu oranin %53 oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). En diistik total protein igeriginin 100 uM NiSO4 uygulanan serilerde oldugu ve
kontrole gore %15 oraminda bir azalma bulunmustur (p<0.05). Kontrol ve Ni serileri uygulanmis
brokoli fidelerinin govdelerindeki protein miktarlarina bakilacak olursa, 0.1 pM NiSO4
konsantrasyonunda kontrole gore %16 artan protein igerigi, 100 uM NiSO,; uygulanan seride %30
azalarak kontroliin altinda bir deger vermistir (p<0.05). Total protein igeriginin 0.01 ve 1 uM NiSO.
konsantrasyonlarinda da artislar goriilmiis ve 0.1 uM daki degere yakin sonuglar verdigi saptanmustir.
Bulgular incelendiginde degisen NiSO, konsantrasyonlarinda yetistirilen fidelerin yapraklarinda, en
yiiksek protein igeriginin 0.1 UM NiSO; iceren besi ¢ozeltisinde oldugu saptanmistir (p<0.05). 10 ve
100 uM NiSO, konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile hemen hemen yakin degerde olan protein
miktarinin 0.1 pM NiSO4 uygulamasinda protein igeriginin %13 oraninda artis ile maksimum deger
gosterdigi kaydedilmistir.

G. PEROKSIDAZ (POD) AKTIVITESI

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO; igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 9 giinliik
brokoli fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki peroksidaz (POD) enzimi aktiviteleri ile ilgili
veriler Sekil 12-14’te verilmistir.
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Sekil 12. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO4 iceren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli
fidelerinin koklerindeki peroksidaz enzim aktivitesi

Elde edilen bulgulara gore, 100 uM NiSO; igeren bitkiler disinda, diger tiim konsantrasyonlarin
koklerindeki POD aktivitesinin kontrol bitkilerine kiyasla diisiik oldugu gortilmiistiir. 100 uM NiSO,
iceren deney grubu bitkilerin koklerindeki POD aktivitesinin kontrole gore %54 artmus oldugu
saptanmustir. En disiik aktivitenin 1 uM NiSO4 konsantrasyonunda oldugu tespit edilmis ve kontrol
grubu ile kiyaslandiginda %18 oraninda bir azalma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 13. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOg iceren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli
fidelerinin hipokotillerindeki peroksidaz enzim aktivitesi
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Bulgulara gére, 10 uM NiSQO4 grubu hipokotillerindeki POD aktivitesi diger serilere gore diisiik
bulunmustur. Bu azalmanin, kontrol bitkilerin hipokotillerindeki POD aktivitesi ile karsilastirildiginda
%34 oraninda oldugu tespit edilmistir. 100 uM NiSOs iceren besi ¢6zeltilerinde yetistirilen fidelerde
maksimum degere ulagan POD aktivitesinin %104°liik bir artis gosterdigi belirlenmistir (p<0.05).
0.01-0.1 pM NiSO4 konsantrasyonunda kontrole yakin degerlerde oldugu gézlenen aktivitenin, 1 pM
NiSO4 uygulamasinda biraz azaldig: tespit edilmistir.
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Sekil 14. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOg iceren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli
fidelerinin kotiledonlarmmdaki peroksidaz enzim aktivitesi

Kontrol grubu bitkilerin kotiledonlarimdaki POD aktivitesi degeri deney serilerinin arasinda bir deger
almig, 0.01-0.1 M NiSO, konsantrasyonlarinda azalmig, 1 uM NiSOs konsantrasyonunda hemen
hemen esit deger vermis ve 10-100 pM NiSOs konsantrasyonlarinda ise tekrar artmustir.
Kotiledonlardaki en diisiik enzim aktivitesi 0.01 uM NiSO4 uygulamasinda belirlenmis ve kontrole
gore %38 oraninda bir azalma (p<0.05), en yiksek enzim aktivitesi ise 10 UM NiSOs uygulamasinda
saptanmig ve kontrole kiyasla %47°1ik bir artis tespit edilmistir (p<0.05).

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOs igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliik

brokoli fidelerinin kok, gévde ve yapraklarindaki peroksidaz (POD) enzimi aktiviteleri ile ilgili veriler
Sekil 15-17’de verilmistir.
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Sekil 15. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOy iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinlik brokoli
fidelerinin kdklerindeki peroksidaz enzim aktivitesi

0.01-1 uM NiSO4 konsantrasyonlarinda kontrole gore azalan peroksidaz enzim aktivitesi, 10 ve 100
UM NiSOs uygulanan fidelerin koklerinde belirgin sekilde artislar gostermistir. 1 uM NiSO4
konsantrasyonunda kontrole gore %33 oraninda azalan aktivitenin, 100 uM NiSO4 konsantrasyonunda
maksimum degere ulastigi ve kontrole kiyasla %95 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 16. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOy iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinlik brokoli
fidelerinin govdelerindeki peroksidaz enzim aktivitesi

100 puM NiSO4 uygulanan fidelerin govdeleri disinda, uygulanan diger tiim konsantrasyonlardaki
fidelerin peroksidaz aktivitesi deger olarak kontroliin altinda kalmigtir. 1 uM NiSO4 uygulanan
fidelerdeki enzim aktivitesi minimum deger vererek kontrole gore %57°lik bir azalma gdstermistir
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(p<0.05). En yiiksek enzim aktivitesinin ise %31 oraninda bir artis ile 100 uM NiSO; serisinde yetisen
fidelerin govdelerinde oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 17. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOy iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinlik brokoli
fidelerinin yapraklarindaki peroksidaz enzim aktivitesi

Kontrol grubunda da diisiik olan peroksidaz aktivitesi 0.01-10 uM NiSO; serilerinde daha da azalmis,
ancak 100 uM NiSO. konsantrasyonunda kritik bir sekilde artis géstermigtir. Maksimum aktivite
degeri gosteren 100 uM NiSO; serisinde kontrole gore %456 oraninda artigin oldugu tespit edilmistir
(p<0.05).

H. MALONDIALDEHIT (MDA) iCERIiGi

Nikel uygulamalarimin brokoli fidelerinin ¢esitli kisimlarindaki lipit peroksidasyonu iizerindeki
etkileri, yikim iiriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA) miktarinin dlgiilmesi ile tespit edilmistir.
Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOs igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 9 giinlikk
brokoli fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki malondialdehit (MDA) igerigi ile ilgili veriler
Sekil 18-20de verilmistir.
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Sekil 18. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOg iceren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli
fidelerinin kéklerindeki malondialdehit (MDA) i¢erigi

100 uM NiSO; igeren bitkiler diginda, diger tim konsantrasyonlarin koklerindeki MDA igeriginin
kontrol bitkilerine kiyasla diisiik oldugu goriilmistiir. 100 uM NiSO, igeren deney grubu bitkilerin
koklerindeki MDA igeriginin kontrole gore %29 artmis oldugu saptanmistir. En diisik MDA
iceriginin 0.01 pM NiSO, konsantrasyonunda oldugu tespit edilmis ve kontrol grubu ile
kiyaslandiginda %34 oraninda bir azalmanin oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 19. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOg iceren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli
fidelerinin hipokotillerindeki malondialdehit (MDA) igerigi

9 glnlik brokolide, 0.01 uM NiSO4 grubu hipokotillerinde MDA igerigi diger serilere gore diisiik
bulunmustur. Bu azalmanin, kontrol bitkilerin hipokotillerindeki MDA igerigi ile karsilastirildiginda
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%7 oraninda oldugu tespit edilmistir (p<0.05). 10 pM NiSOs igeren besi ¢ozeltilerinde yetistirilen
fidelerde maksimum degere ulagsan MDA igeriginin %21’lik bir artis sergiledigi belirlenmistir.
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Sekil 20. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOg iceren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli
fidelerinin kotiledonlarindaki malondialdehit (MDA) igerigi

9 gunlik kontrol grubu bitkilerinin kotiledonlarindaki MDA igerigi deney serilerinin arasinda bir
deger almis, 0.01-0.1 pM NiSOs konsantrasyonlarinda azalmis ve 1-100 pM  NiSOs
konsantrasyonlarinda ise tekrar artmistir (p<0.05). Kotiledonlardaki en diisik MDA 0.01 puM NiSO4
uygulamasinda belirlenmis ve kontrole gore %40 oraninda bir azalma, en yiiksek MDA igerigi ise 10
MM NiSO4 uygulamasinda saptanmis ve kontrole kiyasla %2611k bir artis tespit edilmistir.

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOs igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliik
brokoli fidelerinin kok, gévde ve yapraklarindaki malondialdehit (MDA) igerigi ile ilgili veriler Sekil
21-23’te verilmistir.
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Sekil 21. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOy iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinliik brokoli
fidelerinin kéklerindeki malondialdehit (MDA) i¢erigi

30 glnluk brokoli fidelerinin koklerindeki en yiksek MDA igeriginin 100 uM NiSO,
konsantrasyonunda oldugu saptanmigtir (p<0.05). 0.01 uM NiSO. konsantrasyonunda kontrole gore
%20 oraninda azalan MDA igeriginin (p<0.05), 100 UM NiSO4 konsantrasyonunda maksimum degere
ulastig1 ve kontrole kiyasla %21 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 22. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOy iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinlik brokoli
fidelerinin govdelerindeki malondialdehit (MDA) icerigi

1 uM NiSO4 konsantrasyonunda azalan MDA igerigi, 10 pM NiSO, uygulanan 30 glnluk fidelerin
govdelerinde belirgin bir sekilde artis gostermistir (p<0.05). 1 uM NiSO4 konsantrasyonunda kontrole
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gore %44 oraninda azalan MDA nin, 10 pM NiSO4 konsantrasyonunda maksimum degere ulastigi ve
kontrole kiyasla %61 oraninda artis gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 23. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSOy iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinlik brokoli
fidelerinin yapraklarindaki malondialdehit (MDA) igerigi

0.01 ve 0.1 uM NiSO; konsantrasyonlarinda diisiik olan MDA igerigi 1, 10 ve 100 pM NiSO,
konsantrasyonlarinda artig gostermistir (p<0.05). 0.01 uM NiSO4 konsantrasyonunda kontrole gore
%46 oraninda azalan MDA nin, en yiiksek degerinin 10 pM NiSO4 serisinde ve kontrole gore %68
oraninda artis oldugu tespit edilmistir.

I. NIKEL iCERIGi

Nikel igerigi, dormant (imbibisiyon olmadan), kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 pM NiSO; igeren
Hoagland besi ¢ozeltilerinde 24 saat tutulan brokoli tohumlarinda belirlenmistir. Sonuglar Tablo 3’te
verilmistir.

Tablo 3. Dormant, kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO, iceren Hoagland serilerinde 24 saat tutulan
tohumlardaki Ni i¢erigi (mg/kg kuru agirlik) (£ degerler, standart sapmay: gostermektedir)

Seriler (UM) Ni Icerigi (mg/kg kuru agirhk)
Dormant Tohum 5.25.10% + 3.77.10%"
Kontrol (H) 4.75.10°+ 2.87.10°"

0.01 pM 1.66.10° + 6.02.10°°"
0.1 uM 2.15.10°+1.30.10°"
1uM 6.22.10°+5.72.10°
10 uM 3.64.10* + 3.81.10°%"
100 uM 5.16.10° + 1.68.10*"

"p<0.05 degerleri, kontrol grubuna gére anlaml farklilik gdsteren deney serilerini gostermektedir.

Kullanilan brokoli tohumlarinda 5.25.10° mg/kg kuru agirlik Ni bulunmustur. Dormant ve kontrol
grubu brokoli tohumlarinda nikel igerigi neredeyse birbirine yakin oldugu tespit edilmistir. Bununla
birlikte, uygulama yapilan brokoli tohumlarinda artan nikel konsantrasyonuna paralel olarak biriken
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Ni miktar1 da artis gostermistir. En diisiik Ni miktar1 kontrol grubu bitkilerin tohumlarinda, en yiiksek
Ni birikim miktarinin ise 100 pM NiSQOj serisinde oldugu tespit edilmistir.

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO; igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 9 giinliik
brokoli fidelerinin kok, hipokotil ve kotiledonlarindaki Ni birikim miktarlar ile ilgili veriler Sekil
24’°te verilmistir.
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Sekil 24. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOg iceren Hoagland serileri uygulanan 9 giinliik brokoli
fidelerinin kék, hipokotil ve kotiledonlarindaki nikel birikim miktarlar: (mg/kg kuru agiriik)

Nikelin en ¢ok koklerde birikim gosterdigi ve igeriginin kontrolde hipokotilden 1.8 Kat,
kotiledonlardan ise yaklasik 6 kat fazla oldugu saptanmistir. Her bir bitki kisminda konsantrasyona
bagli olarak artan nikel igeriginin en fazla 258.3 mg/kg kuru agirlik olmak iizere 100 pM NiSO4
uygulanan 9 giinliik brokoli fidelerinin koklerinde bulundugu belirlenmistir. Nikelin, 100 uM NiSO4
konsantrasyonunda kontrole gore sirasiyla koklerde 44.6 kat, hipokotilde 13.3 kat, kotiledonlarda ise
25.18 kat artiga neden oldugu tespit edilmistir.

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSO4 igeren Hoagland besi ¢ozeltilerinde yetistirilen 30 giinliik

brokoli fidelerinin kdk, govde ve yapraklarindaki Ni birikim miktarlar ile ilgili veriler Sekil 25°te
verilmistir.
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Sekil 25. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOy iceren Hoagland serileri uygulanan 30 giinlik brokoli
fidelerinin kék, gévde ve yapraklarindaki nikel birikim miktarlar: (mg/kg kuru agirlik)

30 giinliik brokoli fidelerinde, 9 giinliik bitkilerde oldugu gibi nikelin en ¢ok koklerde birikim
goOsterdigi ve igeriginin kontrolde gévdeden 1.4 kat, yapraklardan ise yaklasik 3.2 kat fazla oldugu
saptanmustir. Nikel iceriginin en fazla 839.1 mg/kg kuru agirlik olmak tizere 100 uM NiSO, uygulanan
30 giinliik brokoli fidelerinin koklerinde bulundugu belirlenmistir. Nikelin, 100 uM NiSO,
konsantrasyonunda kontrole gore sirasiyla koklerde 81.5 kat, govdede 27.18 kat, yapraklarda ise 48.11
kat artisa neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica, 100 uM NiSO4 konsantrasyonunda gévde ve
yapraktaki Ni birikim oranlarinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir.

V. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada, Brassica oleracea L. var. italica bitkisinin ¢cimlenme ve fide evresindeki kok, govde
ve yapraklarindaki nikel birikimi ve bunun biiyiime, gelisme ve pigment igerigi iizerindeki etkileri
fizyolojik yonden incelenmistir. Bitkiler tohumun ¢imlenme ve erken fide gelismesi sirecinde
farklilasan cevresel kosullara karsi oldukca hassas olup hasara ugradigi takdirde bitkilerin yasam
dongiisii daha baglamadan son bulabilmektedir [40], [41]. Agir metallerin bitkilerin hicre ile
dokularinda gosterdigi dagilim ortamdaki konsantrasyonlarina, etki etme surelerine, fiziksel ve
kimyasal oOzelliklerine gore degismektedir [42], [43]. Marschner [1] tarafindan, asir1 nikel
konsantrasyonlarinin, bitkilerin ¢imlenme evresinden baslayarak biiylimeleri ve gelismeleri
doénemlerinde cesitli toksik etkilerinin bulundugu bildirilmistir. Brokoli bitkisinde artan NiSO4
konsantrasyonlarina bagli olarak cimlenme yiizdesinin azaldigi saptanmustir. 5. giinde kontrol
grubunda %98.46 olan ¢imlenme yiizdesinin, 100 uM NiSO4 konsantrasyonunda bulunan tohumlarda
kontrole gore %84 oraninda azaldigi goriilmistiir. Bu sonuglar, brokolide tohum ¢imlenmesinin
NiSOy’iin diisiik konsantrasyonlarindan fazla etkilenmezken; 1 uM NiSO4 konsantrasyonundan sonra
cimlenmede inhibisyonlarin meydana geldigini ortaya koymaktadir. Bu diisiisiin konsantrasyona bagl
olarak giderek arttig1 kaydedilmistir. Tohum ¢imlenmesi iizerine nikelin toksik etkilerine dair pek ¢ok
caligma bulunmaktadir. Espen ve dig. [44] tarafindan Raphanus sativus ile yaptiklar1 bir ¢alismada
tohumlara artan konsantrasyonlarda nikel uygulamasinin, ¢imlenmenin yani sira bitkinin biiyiime ve
gelismesinin de olumsuz yonde etkilendigi belirlenmistir. Bir diger ¢alismada, Brassica juncea
tohumlarinin ¢imlenmesinin nikel uygulamasi ile 6nemli 6lgiide azaldig1 goriilmistiir [45]. Citterio ve
dig. [46] tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, yiiksek oranda nikel bulunan ortamda g¢imlenen
Cannabis sativa tohumlarinda, c¢imlenmenin azaldigi saptanmistir. Nikelin artan dozlarmin,
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Helianthus annuus bitkisinde c¢imlenmeyi olumsuz yonde etkiledigi yapilan bir arastirmada
gosterilmistir [47]. Bununla birlikte, Oryza sativa L. [48] ve Medicago sativa L. [49] bitkilerinde
nikelin diisilk dozlarinin ¢imlenmeyi tesvik edici ama artan dozlarinin geriletici etkileri de rapor
edilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda Ni uygulamasimin Helianthus annuus fidelerinde ¢imlenme
oranini 6nemli dl¢iide tesvik ettigi gosterilmistir [50]. Echinochloa colona ile yapilan bir ¢alismada,
Ni bulunan ortamlarda yetisen bitkilerin ¢imlenme ve biiylime oraninin kontrol grubuna gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir [51]. Yapilan bu arastirmada da Brassica oleracea L. var. italica
bitkisinde nikelin 1 uM NiSO4 den yiiksek konsantrasyonlarda ¢imlenmede inhibisyonlar meydana
getirdigi ve buna bagli olarak ¢imlenmeyi etkileyebilecegi sdylenebilir.

Metallerin degisik sekillerde kok, govde ve yaprak blyimesine mani olabildigi, bu durumun bitkinin
tird ve yetistirilme kosullarma gore farklilasabildigi rapor edilmistir [52]. Ortamdaki soliisyonla
dogrudan temasta olan kdklerin, gévdenin ve yapragin blyime oranina gore daha cok etkilenmesi
olagan karsilanmaktadir. Bitkilerin agir metalllerin yarattig: stresi hafifletebilmek i¢in ¢esitli tolerans
ve diren¢ mekanizmalarindan birinin metallerin kokte tutularak govdeye dagilmasinin engellenmesi
oldugu bildirilmistir [53], [54]. 9 gunlik brokoli fidelerinde nikelin biitiin konsantrasyonlarinin kok
bliylimesini tesvik ettigi goriilmiis ve bu blyimenin en fazla 1 pM NiSOs igeren besi ortaminda
yetisen fidelerde oldugu belirlenmistir. Hipokotil uzunluklarinda ise, en fazla artisin 1 puM
konsantrasyonda meydana geldigi tespit edilmistir. Degisen NiSO. konsantrasyonlari ile hipokotil
uzunluklart en az degeri 0.01 uM NiSOs uygulamasinda verdigi belirlenmistir. Ayrica 30 giinliik
brokoli fidelerinde de kok uzunlugunun en yiiksek degerinin 1 uM NiSOs igeren besi ¢ozeltilerinde
yetistirilen fidelerde oldugu tespit edilmistir. En fazla govde wuzunlugu 10 pM NiSOq
konsantrasyonunda saptanmustir. En diisiik k6k ve govde uzunlugunun ise 0.01 pM NiSOs serisinde
oldugu belirlenmistir.

Brokoli fidelerinde artan nikel konsantrasyonlarinin biiyiime {izerine olan olumsuz etkileri daha 6nce
yapilmis diger calismalardaki bulgularla benzerlik gostermektedir. Cannabis sativa’da tohum
cimlenmesi, surgun-kok uzunluklari, siirgiin-kok taze agirliklarinda inhibisyonlarin oldugu [46];
Silene paradoxa’da [55], Zea mays’ta [56] ve Zea mays, Glycine max ve Triticum bitkilerinin [57] kdk
biiylimesinde 6nemli derecede inhibisyonlarin oldugu yoniinde bulgular vardir. Yang ve dig. [58] nin
bulgulari, Ni’nin Brassica oleracea L. ve Lolium perenne L. bitkilerinde gdvde ve kok biyimesini
ayni derecede azaltirken, Zea mays ve Trifolium repens L.’in koklerinin artan Ni konsantrasyonlarina
kars1 govdeden daha duyarli olduklarint gostermektedir. Ayrica bu bulgularin aksine Rahmatullah ve
dig. [59] tarafindan, nikelin Lycopersicon esculentum’un siirgiin ve kok biiylimesini tesvik ettigi
gosterilmistir. Arastirma sonuglarina gore de degisen NiSO4 konsantrasyonlarnin brokoli fidelerinin
bliylimesini etkiledigi s6ylenebilir.

Arabis paniculata, Brassica juncea gibi agir metallere karsi toleransli olan bitkiler disinda bazi agir
metallerin bitki blyumesini azalttigi yoniinde ¢alismalar bulunmaktadir [60],[61]. 100 puM NiSO4
iceren seride yetistirilen 9 giinliik brokoli fidelerinin kdk, hipokotil ve kotiledonlarinin taze agirlik
miktarlarinin  diger serilerden diisik c¢ikmasi yapilan c¢aligmalardaki sonuglar ile paralellik
gostermektedir. Gajewska ve dig. [62], bitki agirligindaki azalmanin kismen igsel su dengesindeki
bozukluklar ve bitki dokularinin su icerigindeki azalma ile baglantili olabilecegini belirtmislerdir.
Taze agirlik miktarlarindaki bu azalmanin yiiksek agir metal konsantrasyonlarindaki su igerigindeki
azalmanin yani sira protein yikiminin tesvik edilmesinden kaynaklandig1 da disiiniilmektedir [63, 64].
Ay zamanda fidelerin kok ve hipokotillerinde 10 ve 100 uM NiSOg4 serilerinde kuru agirlik
miktarlarinin azaldigi, kotiledonlarinda ise 100 uM NiSO4 serisinde azalma gosterdigi tespit edilmistir.
Bu sonuglar, Athar ve Ahmad’in [65] yiiksek konsantrasyonda Ni uygulanan bugday fidelerindeki
bliylime ile ilgili yaptiklari calismadan elde ettikleri veriler ile benzerlik gostermektedir. 10 ve 100 pM
NiSO; serilerinde yetistirilen 30 giinliik brokoli fidelerinin taze agirlik miktarlari kontrole gore diisiik
bulunmus, yapraklar haricinde kuru agirlik miktarlarinin 1 uM NiSO4 konsantrasyonu disinda diger
serilerde azaldig1 kaydedilmistir. Rahman ve dig. [66] nin arpa bitkisi ile yaptiklar1 bir ¢alismada, Ni-
eksik bitkiler ile karsilastirildiginda, bitkilerin kuru agirhigt 10 pM Ni konsantrasyonuna kadar
artmistir, ancak en yiiksek degerler 1 uM Ni de elde edilmistir ve bu veriler 1s18inda 1-10 uM Ni’nin
arpa bitkilerinin optimum buylmesi i¢in gerekli oldugu disiiniilmiistiir. Elde edilen bulgular, yapilan
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bu ¢alisma ve Brown ve dig. [67] nin sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Bu bulgular, agir metaller
tarafindan hiicre boliinmesinin ya da hiicre uzamasmin inhibe edilmesi ya da her ikisinin birlikte
kombinasyonu ile dogrudan kok ve siirgiin bilylimesinin inhibe edildigini géstermektedir [68, 69].
Sonug olarak, biiylime parametreleri dikkate alindiginda, 10 ve 100 uM NiSO4 konsantrasyonlarinda
bitki biiylime ve gelismesinin inhibe edildigi goriilmiistiir.

Agir metallerin bitkiler lizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla en sik yapilan ¢aligmalardan birisi
bitkideki klorofil igeriginin belirlenmesidir [62], [66], [70], [71]. Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM
NiSO; serileri uygulanan 9 ve 30 giinlik brokoli fidelerinin kotiledon ve yapraklarindaki total klorofil
ve total karotenoid miktarlari incelenmis ve nikel konsantrasyonu artisinin pigment igerigi lizerinde
onemli etkileri oldugu gozlenmistir. 9 giinliik brokoli fidelerinin total klorofil igerigi {izerine 100 uM
NiSOs konsantrasyonunun toksik etkiler meydana getirdigi gozlenmistir. Fide gelisiminin en iyi
oldugu konsantrasyonun 1 uM NiSOs oldugu belirlenmistir. En disiik total klorofil igeriginin ise 100
UM NiSOs igeren besi ¢ozeltilerinde yetistirilen fidelerin kotiledonlarinda oldugu tespit edilmistir. 30
giinliik brokoli fidelerinin yapraklarinin total klorofil igeriklerine bakildiginda ise, 0.01 pM NiSO4
serisindeki azalmanin ardindan 0.1 pM NiSOs serisindeki en yiiksek artis1 diger serilerde kademeli
olarak diisiis takip etmistir. En diisiik total klorofil igerigi ise 100 pM NiSOs konsantrasyonunda
bulunmustur. Bazi arastiricilar tarafindan nikele baglh olarak, farkli bitki tiirlerinde klorofil miktarinda
azalis oldugu bildirilmistir. Cu-Ni bulunduran toprakta yetisen Empetrum nigrum’un klorofil
iceriginin kontrol bitkilerine kiyasla azaldig1 kaydedilmistir [72]. Yapilan bir ¢alismada, Raphanus
sativus bitkisine artan nikel siilfat konsantrasyonlar1 uygulandigi zaman, klorofil a, klorofil b ve
karotenoid iceriklerinde 6nemli azalmalarin oldugu gosterilmistir [73]. Bu durum, yuksek bitkilerde
klorofil biyosentezinin metaller tarafindan inhibe edildigini gostermektedir [74],[75]. Fotosentetik
pigmentler iizerine agir metallerin etkisi, kloroplast membranlarinin peroksidasyonu ile oksidatif stres
ve sonrasinda hasara neden olan lokal olarak yaprak kloroplastlarinda asir1 biriken agir metaller
nedeniyle olabilmektedir [61]. Ayrica, agir metaller, dogrudan enzimlerin -SH gruplarina baglanarak
kloroplastin yapis1 ve fonksiyonunu tahrip edebilirler ve klorofil biyosentezini etkileyebilirler [76].
Agir metal stresinde klorofil igeriginde belirlenen azalis, klorofilin biyosentez reaksiyonunda gorev
alan enzimlerin agir metaller tarafindan engellendiginin bir neticesi olabilir. Serbest radikallerin
olusumunda agir metallerin etkisinin bulundugu ve bu sekilde tilakoid membran lipitlerinin oksidatif
yikimina sebebiyet verdigi goriilmistiir [77], [78]. Bu ve benzeri durumlara klorofil yitkimindaki artis
ya da sentezinin engellenmesi ile klorofil miktarinin azalmis olabilecegi diistiniilmektedir [63]. Diger
yandan nikelin klorofil igerigini artirdigina yonelik ¢alismalarda mevcuttur [110]. Albizia lebbek
bitkisinde nikelin, kok ve siirgiin biiylimesi, yaprak alani ve biyokiitlesi ile yapraklardaki klorofil,
protein, karbonhidrat ve seker iizerine tesvik edici etkilerinin oldugu Tripathi ve dig. [79] tarafindan
gosterilmistir. Misir ve yulaf bitkilerine ekim oncesinde Ni uygulamasinin total klorofil ve karotenoid
miktarlarinda artisa neden oldugu gézlenmistir [70], [80]. Ekim oncesinde diisiik konsantrasyonlarda
Ni uygulanan patates tuberlerinde klorofil, karoten ve ksantofil sentezinin arttig1 tespit edilmistir [70],
[81].

Karotenoidler antioksidan ozelligi olan, hiicreyi stres ile olusan sitotoksik radikallerin oksidatif
zararlarindan koruyan diisiik molekiil agirlikli pigmentlerdir [82]. Antioksidan savunma sisteminde
onemli yeri olan karotenoid pigmenti miktariin belirlenmesi bitkinin strese karsi cevabinda 6nemli
olup, 9 giinliik brokoli fidelerinin kotiledonlarinin karotenoid iceriklerinin 0.1 ve 1 pM NiSO,
konsantrasyonlarinda arttigi, 0.01, 10 ve 100 pM NiSO, konsantrasyonlarinda ise azalma gosterdigi
tespit edilmistir. 30 giinliik fidelerin yapraklarmin karotenoid igeriklerine bakildiginda ise, en fazla
artisin 0.1 UM NiSO4 uygulanan fidelerde oldugu goriilmiistiir. En disiik karotenoid igerigi ise yine 9
gunlik bitkilerde oldugu gibi 100 uM NiSO4 uygulanan brokoli fidelerinde tespit edilmistir. Bu
artiglar, Kirbag-Zengin ve Munzuroglu’nun [52] Ni uygulanmis fasulye fidelerinin yapraklarindaki
karotenoid igerigindeki artis ve bezelye bitkilerinde Ni uygulamas: ile karotenoid olusumunun tesvik
edildiginin gosterildigi [83] calismalar ile benzerlik gostermektedir. Bu sonuglar ile ilgili olarak, farkli
konsantrasyonlarda Ni uygulanmis 9 ve 30 giinliik fidelerin kotiledon ve yapraklarinda olgiilen
karotenoid igeriklerinin bitkinin organlarina ve Ni konsantrasyonuna bagli olarak degisebilecegi
soylenebilir.
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Ni uygulanan 9 ve 30 giinliik brokoli fidelerinin farkli kisimlarindaki protein miktarlar1 da analiz
edilmistir. Elde edilen bulgulara gore 9 giinliik brokoli fidelerinin kdklerindeki total protein igeriginin
0.01 ve 0.1 pM NiSO; serilerinde azaldigi, 1 pM NiSOs serisinde arttigi, 10 ve 100 pM NiSOq
konsantrasyonlarinda ise tekrar azaldigi belirlenmistir. 30 giinliik brokoli fidelerinin kdklerindeki total
protein igeriginin ise 0.01 ve 0.1 UM NiSO; serilerinde arttigi, 1 pM NiSOs serisinde kontrole yakin
oldugu, 10 ve 100 uM NiSO. konsantrasyonlarinda ise tekrar azaldigi tespit edilmistir. 9 giinliik
fidelerin hipokotil bulgularina gore, 0.01, 0.1 ve 1 uM NiSO; serilerinde artig gorilurken, 10 ve 100
MM NiSO; serilerinde protein igeriginde azalmalarin oldugu tespit edilmistir. 30 giinliik fidelerin
govde bulgulariin, 9 giinliik bitkilerin hipokotil bulgular1 ile benzer oldugu goriilmiistiir. 9 giinliik
brokoli fidelerinin kotiledonlariin protein igerigi koklerindeki bulgularla benzer olup 1 pM NiSO4
konsantrasyonu disinda diger tiim serilerde azalmalar kaydedilmistir. Degisen NiSO4 uygulamalarinda
30 giinliik fidelerin yapraklarindaki protein igeriklerine gore, 0.01, 0.1 ve 1 uM NiSO, serilerinde
yetisen fidelerin yapraklarinda artig goriiliirken, 10 ve 100 uM NiSOs besi ¢Ozeltilerindeki fidelerin
yapraklarinda protein igeriginde azalmalarin oldugu tespit edilmistir. Total ¢oziinebilir protein
iceriginin bitkilerde Ol¢lilmesi, agir metal toksisitesi gibi cesitli stres kosullari altinda hiicrelerin
fizyolojik durumlarinin belirlenmesinde 6nemli bir kriterdir [64], [84]. Ni eksikligi sirasinda gozlenen
fizyolojik anormallikler Ni’nin bir¢ok fizyolojik olayda rol oynayabilecegini disiindiirmektedir.
Bununla ilgili olarak Ni’nin metabolik etkiler ile baglantili oldugunu gosteren c¢aligmalar
bulunmaktadir [5], [85]. Ni’nin en belirgin etkilerinden biri protein metabolizmasi {izerinedir. Nikel,
musir ve yulaf bitkilerinde total protein ve total azot igerigini artirmigtir [23], [70]. Alyssum bitkisine
NiSOs ¢ozeltisi piiskiirtiildiigiinde yapraklarinin serbest amino asit i¢eriginin arttigi goriilmiistiir [86].
Senesens geciren kesik piring yapraklarinda, Mishra ve Samal [83], NiCl; nin protein yikiminin
durdurulmasinda etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢aligmalarin sonuglari incelendiginde, ortamda
agir metal artisina bagli olarak bitkilerde diisiik metal konsantrasyonlarinda protein miktarinda artis
olurken, artan konsantrasyonla protein sentezinin engellendigi, buna bagli olarak protein iceriginde
diisiis meydana geldigi gozlenmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar, bu aragtirmanin sonuglar
ile paralellik gostermektedir.

Peroksidaz (POD) enzimi antioksidan bir enzimdir ve stres kosullarinda aktivitesi artmaktadir [87].
Peroksidaz (POD, EC 1.11.1.7.), hiicre metabolizmasinin toksik radikallerini ortadan kaldirmakta [88]
ve fenolik bilesikler gibi bazi indirgeyici maddeleri kullanarak H>O; yi azaltmaktadir [89]. Bitki
peroksidazlarinin biiytime ve gelisme [90], huicre ceperlerindeki lignin biyosentezi [91] ve cevresel
streslere verilen cevaplarda rol oynadigi bilinmektedir [92]. Agir metalleri igeren farkli stres
faktorlerine karsi bitkilerin cevabinda, POD aktivitesinin tesvik edildigi gozlenmistir [11], [93]. Bu
enzimin bitkilerde 6ldiiriici metal toksisitesi i¢in olasi bir belirte¢ oldugu ileri siiriilmektedir [68].
Brokoli fidelerinde yapilan analizlerde, 9 giinliik fidelerin kok ve hipokotillerinde kontrole gore en
yiiksek POD aktivitesinin 100 uM NiSO, konsantrasyonunda oldugu, en diisiik aktivitenin ise kokte 1
MM NiSOs de, hipokotilde ise 10 pM NiSOs de oldugu belirlenmistir. 9 giinlik bitkilerin
kotiledonlarinda ise POD aktivitesinin 10 uM NiSOs konsantrasyonunda arttigi goriilmistiir. 30
ginluk brokoli fidelerinin kok ve govdelerindeki POD aktivitesi 9 ginlik bitkilerin kok ve
hipokotillerindeki bulgularla benzerlik gostermekte ve en yiksek aktivitenin 100 pM NiSO4
belirlenmistir. 30 giinliik brokoli bitkilerinin yapraklarina bakildiginda, yine en yiiksek aktivitenin 100
MM NiSO; de oldugu, en disiik aktivitenin ise 0.01 pM NiSOs uygulanan fidelerde oldugu
goriilmiistiir. Gajewska ve dig. [62] nin bir ¢aligmasinda 10 ve 200 uM Ni uygulamasina maruz kalan
Triticum bitkilerinin govdelerindeki POD aktivitesi 10 uM da azalirken, 200 uM konsantrasyonda
birka¢ kat artis gostermistir. Benzer sekilde, Boostani, Najaf-Ghiri ve Mirsoleimani [112]’nin
arastirmasinda da peroksidaz aktivitesi Ni uygulama seviyeleri ile artis gostermistir. Ni igeren agir
metallerin bitkilere uygulanmasindan sonra enzim aktivitesinde goriilen artis daha dnceki ¢aligsmalarda
da bildirilmistir [11], [93]. Metal stresi altinda POD aktivitesinin artmasi, H,O, nin bertaraf edilmesi
gibi [94] hiicre igine giren toksik metallere karsi fiziksel bariyer olusturulmasindaki rolii ile
aciklanmaktadir [93]. Bu arastirmadaki POD aktivitesinin tesviki, Diaz ve dig. [93] tarafindan elde
edilen sonuglarla uyumludur. POD un katalizledigi lignifikasyon tarafindan hiicre duvan
plastisitesinin azaltilmasinda ve bunun sonucunda biiyiime inhibisyonunda POD un yer aldigi
diisiiniilmektedir. Ayrica, deney esnasinda POD faaliyetindeki artisin, Gabbrielli ve dig. [95]
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tarafindan bildirilen bitki dokularindaki Ni’nin tesvik ettigi senesens ile iligkili olabilecegi
diisiinilmektedir. Genel olarak peroksidaz (POD) aktivitesindeki artis, stres altindaki bitki
yapraklarinda hiicre membran biitlinliigliniin korunmaya calisildigini ve hiicre ¢eperinin mekaniksel
ozelliklerinin diizenlendigini gostermektedir [96]. Brokoli fidesinin farkli kisimlarinda artan Ni
konsantrasyonlarina karst gelisen savunma cevabinda POD aktivitelerinin 10 ve 100 pM
konsantrasyonlarinda artig gosterdigi sdylenebilir.

Kontrol ve 0.01, 0.1, 1, 10, 100 uM NiSOs serilerinde yetistirilen 9 ve 30 giinliik brokoli fidelerinin
farkli organlarinin membranlarinda meydana gelen lipid peroksidasyonu belirlemek icin
peroksidasyon sonucu olusan iiriinlerden biri olan malondialdehit (MDA) miktarlar1 dl¢iilmistiir [97],
[98]. 0.01 uM NiSOs igeren besi ¢ozeltisinde yetistirilmis 9 giinlik fidelerin koklerinde MDA
iceriginin minimum diizeyde oldugu, 100 pM NiSOs uygulamasinda ise miktarinin arttig
gozlenmistir. 0.1 uM NiSO4 uygulanmis fidelerin hipokotillerinde MDA igeriginin arttigi gézlenmis,
0.01 pM NiSOs serisinde ise kontrole gore azalma oldugu izlenmistir. 9 giinliik bitkinin
kotiledonlarinda ise 10 uM NiSOs uygulamasinda MDA igerigi artarken, 0.01 ve 0.1 uM NiSO4
serilerinde azalmalarin oldugu saptanmistir. 30 giinliik fidelerin koklerinde 100 uM NiSO4 igeren besi
¢ozeltilerinde artan MDA igerigi, 0.01 uM NiSOs ¢ozeltisinde azalmigtir. Govdelerde ise, 1 uM NiSO4
iceren besi ¢ozeltisinde yetistirilmis fidelerin MDA igeriginin minimum diizeyde oldugu, 10 pM
NiSO4 uygulamasinda ise miktarinin arttigi gézlenmistir. Yapraklarda en yiiksek MDA igeriginin 10
UM NiSOys, en diisiik MDA igeriginin ise 0.1 pM NiSO, uygulamasinda oldugu tespit edilmistir. Nikel
uygulanan bitki gruplarinda MDA igerigindeki artis, lipid peroksidasyonunun artisinin bir belirtisidir.
Genel olarak 10 ve 100 uM NiSO4 uygulanan bitkilerde MDA igeriginin kontrole kiyasla daha yiiksek
ciktigi goriilmektedir. Bu durum 10 ve 100 uM NiSO4 konsantrasyonlarinin lipid peroksidasyonunu
artirdigint gostermektedir. Cesitli stres kosullarina karsi artan peroksidaz aktivitesi, bitkilerin genel
olarak gosterdigi bir cevaptir [11], [93]. Buna bagli olarak, 10 ve 100 uM NiSO4 uygulanan gruplarda
kontrole kiyasla antioksidan bir enzim olan peroksidazin uyarildigi ve aktivitesinin arttigt da
gorulmektedir. Genel olarak 0.01, 0.1 ve 1 uM NiSO; uygulanan bitkilerde kontrole kiyasla MDA
iceriginde bir azalma vardir ve bu durum ise ilgili serilerin lipid peroksidasyonunu azalttiginin bir
isaretidir. Azalan lipid peroksidasyonuna bagli olarak peroksidaz aktivitesi de azalmistir. Bu sonuclara
gore, MDA igerigi ve peroksidaz (POD) aktivitesi arasinda bir iliski oldugu ilgili literatiirlerle
paralellik gostermektedir [11], [63], [99]. Pigment sistemi de stres kosullarindan etkilenmektedir.
Karotenoid seviyesindeki azalma membran lipidlerinin peroksidasyonuna yol agmakta ve buna bagh
olarak lipid peroksidasyonunun artmasina neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonun artmasi membrani
peroksidasyondan koruyan antioksidan enzimlerin indiiklenmesine neden olmaktadir [100]. Yapilan
bir ¢alismada, Zn ve Ni toksisitesinin Cajanus cajan L. bitkisinin kok ve gdvdesinde MDA birikimini
artirdigi gosterilmistir [101]. Diger bazi c¢alismalarda, Brassica napus ve Brassica oleracea
bitkilerinde, uygulanan kadmiyum sonucu yapraklardaki MDA miktarinin arttigi [102], ¢inko stresine
bagli olarak klorofil ve karotenoid igeriginin azaldigi bunun sonucunda da lipid peroksidasyonun
arttigi [100] bildirilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglari ile elde edilen bulgular birbiriyle paralellik
goOstermektedir [111]. Sonuglar incelendiginde, MDA igerigindeki artiglarin, uygulanan yiiksek
dozdaki nikelin (10 ve 100 uM NiSO4) brokoli bitkisinde lipid peroksidasyonuna neden olarak
membran hasarina ve membran biitlinliiglinlin bozulmasina yol agabilecegini ve bu derisimlerin bitki
tarafindan tolere edilmesi gii¢ olan toksik seviyeler olabilecegini diisiindiirmektedir.

Genel olarak artan nikel konsantrasyonlarina bagl olarak organlardaki nikel birikiminde de artislarin
oldugu kaydedilmistir. Nikelin daha ¢ok koklerde biriktigi, boylece asir1 miktardaki nikelin gévde ve
yapraklara gegisinin engellendigi belirlenmistir. 9 ve 30 giinliik brokoli bitkisinde, nikelin en ¢ok
koklerde depo edildigi ve 10 uM NiSOa den itibaren kéklerdeki nikel birikiminin oldukca yiksek bir
artis gosterdigi gorilmiistiir. Uygulanan konsantrasyonlarda bitkideki birikim degerlerinin kontrole
gore yiksek oldugu tespit edilmistir. Verilere gore, her bir bitki kisminda konsantrasyona bagli olarak
artan nikel iceriginin en fazla 100 pM NiSO4 uygulanan fidelerin koklerinde bulundugu belirlenmistir.
Birgok arastirici, hareketlilikleri farkli olsa da metallerin genellikle koklerde, toprak iistii organlara
gore daha fazla biriktirildigini bildirmigler ve bunun nedenini; kdk hiicrelerine gecen metallerin
merkezi silindire ulagsmasinin, bariyer gibi davranan endodermis hiicreleri tarafindan biiyiik oranda
engellenmesi ve bitkinin diger kisimlarina tasinmasinin kisitlanmasi  [103],[104] seklinde
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aciklamuslardir. Lavado ve dig. [57] tarafindan Zea mays, Glycine max ve Triticum bitkilerindeki
metal konsantrasyonlar1 ve dagilimlarini inceledikleri bir ¢alismanin sonuglarina gore, bitkilerin
degisik organlarinda farkli metalleri biriktirebilme egiliminin oldugu bildirilerek nikelin en ¢ok
birikim gosterdigi bitki organinin kdkler oldugu belirlenmistir.

Nikel en az birkag hayvan turd, mikroorganizmalar ve bitkiler icin gerekli temel besin elementidir ve
bu nedenle cok az ya da ok fazla nikel alindiginda sirasiyla eksiklik ya da toksisite belirtileri
meydana gelmektedir. Nikelin hiicresel etkilerinin belirlenmesine ragmen, insanlardaki eksikligi
durumu heniiz tanimlanmamustir [105], [106]. Yapilan bazi ¢alismalar, nikel aliminin son derece
degisken oldugunu ancak bu metalin giinlikk alimimnin birgok iilkede 100-300 pg/giin gida araliklarinda
belirlendigini gostermektedir [107], [108]. Diinya Saglik Orgiitii (W.H.O.)’de nikelin giinliik alim
miktarim1 100-300 pg arasinda 6nermektedir [109]. Bu nedenle son yillarda oldukg¢a giincel ve ticari
degere sahip olan brokoli (Brassica oleracea L. var. italica) gibi sikga tiiketilen bitkilerin ne miktarda
agir metal biriktirdiginin bilinmesi faydali olacaktir. Nikelin brokoli bitkisinin govde ve yaprak gibi
toprak Ustii organlarindan ¢ok 6zellikle koklerinde birikim gosteriyor olmasi da bitkinin giivenli bir
sekilde tiiketilmesi yoniinde umut vericidir. Sonug olarak, bitkiler icin temel bitki besin elementi
olarak kabul edilen, bununla birlikte ¢ok kiciik miktarlarda bile toksik etki gdsteren nikelin artan
konsantrasyonlarinin brokoli (Brassica oleracea L. var. italica) bitkisinin tohum c¢imlenmesi ve
blyume-gelisme siiregleri iizerine olan etkileri ile ilgili bulgular incelendiginde, diisiik
konsantrasyonlarda (0.01, 0.1 ve 1 uM NiSQOs) bitki gelisiminin olumlu sekilde etkilendigi, yiiksek
nikel konsantrasyonlarinin ise (10 ve 100 uM NiSOys) toksik etkilere neden oldugu tespit edilmistir.

TESEKKUR: Bu c¢alisma Istabbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri tarafindan
desteklenmistir (Proje no: 2265).
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