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OZET

Bircok endistri alaninda cesitli krom (Cr) bilesiklerinin asir1 kullanimi, g¢evrenin bu elementle
kontaminasyonu konusunda endisenin artmasina neden olmaktadir. Kromun almimi ve fitotoksik
etkileri bu elementin oksidasyon durumuna baglidir. Kromun hem hekzavalent [Cr(VI)] hem de
trivalent [Cr(I11)] formu fitotoksiktir; fakat Cr(I11)’a gore Cr(VI) daha toksiktir. Bitkiler Cr igin spesifik
bir transport sisteminden yoksun oldugu icin stlfat ve demir gibi iyonlarin tasiyicilari tarafindan
alinmaktadir. Krom fitotoksisitesi tohum ¢imlenmesi ve fide bliylimesini inhibe etmekte, besin ve su
dengesini bozmakta, pigmentleri degrade etmekte, hem grubu enzimlerinin aktivitesini azaltmakta ve
cesitli metabolitlerin birikimini tesvik etmektedir. Krom; fotosentez ve solunum gibi fizyolojik
islevlerde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Krom oksidatif zarara neden olan reaktif oksijen
tdrlerinin olusumunu tesvik etmektedir. Reaktif oksijen tdrleri lipit peroksidasyonunu baslatma
kapasitesine sahiptir. Organik asitler, antioksidant enzimler, prolin birikimi, metallotiyoneinler,
alternatif oksidaz yolu ve stres proteinleri bitkilerde agir metal toleransi mekanizmalarmin bilesenleri
olarak dnemlidir ve toksik metallerin detoksifikasyonu ile iliskilidir. Bu derlemede, bitkilerde Cr
toksisitesinin etkileri ve muhtemel Cr detoksifikasyonu ve toleranst mekanizmalar: tartisilmastir.

Chromium toxicity and cellular responses in plants

ABSTRACT

The extensive use of various chromium (Cr) compounds in numerous industries has caused increasing
concern about environmental contamination with this element. The uptake and phytotoxic effects of Cr
depends on its oxidation state. Both hexavalent [Cr(VI)] and trivalent [Cr(lIl)] forms of Cr are
phytotoxic, but Cr(V1) is more toxic than Cr(lI11). Since plants lack a specific transport system for Cr, it
is taken up by carriers of essential ions such as sulfate or iron. Cr phytotoxicity inhibits seed
germination and seedling growth, disrupts nutrient and water balance, degrades the pigments, reduces
the activities of heme enzymes, and induces accumulation of various metabolites. Chromium causes
deleterious effects on plant physiological processes such as photosynthesis and respiration. Chromium
induces formation of reactive oxygen species, resulting in oxidative damage. The reactive oxygen
species have the capacity to initiate lipid peroxidation. Organic acids, antioxidant enzymes, proline
accumulation, metallothioneins, alternative oxidase pathway and stress proteins are important in plants
as components of tolerance mechanisms and are also involved in detoxification of toxic metals. In this
review, the effects of Cr toxicity and possible mechanisms of Cr detoxification and tolerance in plants
are discussed.

* Sorumlu yazar (Corresponding author) e-posta: : mustafa_yildizus@yahoo.com


mailto:mustafa_yildizus@yahoo.com

164

Yild:z ve ark., Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 27(2): 163-176 (2011)

1. Giris

Madencilik, kentsel veya endistriyel kati, gaz ve sivi atiklar,
pestisit ve yapay giibre kullanimi, boya sanayisi ve araba
egzoz gazlari dogaya asirt miktarda agwr metallerin
salinmasina neden olmaktadir. Cevresel Kirleticilerin neden
oldugu bu agir metal stresi, bitkilerde blylimeyi sinirlamakta
ve Urin verim ve kalitesini distrmektedir [1]. Bakir (Cu),
¢inko (Zn), demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikel
(Ni) ve kobalt (Co) gibi baz1 agir metaller bitki bliylime ve
gelisimi icin gerekli mikro besin elementleridir. Buna karsin,
arsenik (As), civa (Hg), kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve
krom (Cr) gibi bazi agir metaller ise bitki gelisimi igin
gerekli olmayan elementlerdir [2]. Mikro besin elementi
olsun ya da olmasin agir metallerin, atmosferde, suda ve
topraktaki konsantrasyonunun belli bir seviyenin {zerine
g¢ikmasi, tim canhlar icin ciddi problemlere neden
olmaktadir [3].

Krom (Cr), diinyada en fazla bulunan yedinci elementtir [4].
Kromun trivalent [kromik formu; Cr(lll) veya Cr™] ve
hekzavalent [kromat formu; Cr(VI) veya Cr*] olarak
adlandirilan ¢esitli fitotoksik formlart bulunur. Cr(VI), en
toksik form olup; kromat (CrO,?) veya dikromat (Cr,0;?)
oksianyonlar: seklinde genellikle oksijen ile iligkili olarak
olugmaktadir. Oldukga toksik olan Cr membran zararlarina,
organellerde yapisal degisimlere, metabolik aktivitede
bozulmalara ve bliyimede inhibisyona neden olmaktadir [5].
Krom stresine maruz kalan bitkilerde olusan tekli (singlet)
oksijen, superoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tirleri (ROT’lar) lipitler,
proteinler ve DNA gibi biyomolekillerde oksidatif zarara
neden olabilmektedir [6]. Krom fitotoksisitesi tohum
cimlenmesi ve fide gelisimini inhibe etmekte, besin ve su
dengesini bozmakta, fotosentetik pigmentlerde bozulmalara
ve antioksidant enzimlerin aktivitesinde degisimlere neden
olmaktadir [7-9]. Bununla birlikte, Cr gibi agir metaller ile
kirlenmis topraklarda blylyen bitkilerde Cr alinimy,
transportu, birikimi ve detoksifikasyonunu kapsayan temel
mekanizmalarin  yani1 sira  Cr’un  fizyolojik etkilerinin
molekdiler ve genetik teknikler ile anlagiimasinin oldukga
Onemli oldugu vurgulanmistir [10].

Bitkilerde agir metallere tolerans, bir genotip ve cevresi
arasindaki etkilesim ile belirlenen agir metal alinimindaki
azalma veya icsel alikoyma ile iliskilidir. Agir metallerin
detoksifikasyonunda potansiyel mekanizmalara sahip olan
bazi bitkiler agir metallere toleransh olarak ifade
edilmektedir [11]. Agir metallere kars: bitkiler tarafindan
gelistirilen korunma mekanizmalar: familya, cins, tir, alttir
ve cesit seviyesinde farkliliklar gosterebilmektedir [12, 13].
Agir metal toksisitesinden korunmak icin bitkilerin
gelistirdigi icsel savunma mekanizmalari henliz tam olarak
anlasilamamakla beraber, bu mekanizmalar arasinda
vakuolar kompartimanlagma, sicaklik soku proteinleri [11],
enzimatik ve non-enzimatik antioksidant sistemleri [14-16],
metallotiyoneinler gibi metal baglayici ligandlar [17]
gosterilmektedir. Bununla birlikte, agir metallerle kirlenmis
alanlarin fitoremediasyonu i¢in uygun tir veya cesitlerin
gelistirilmesinde metal toleranst ile ilgili molekiler
mekanizmalar ve genetik temellerin aydinlatiimasmnin 6nemli
oldugu vurgulanmigtir [18, 19].

Bu derlemede, bitkilerde Cr toksisitesinin bitki biylme ve
gelisimi, klorofil biyosentezi ve lipid peroksidasyonu tzerine

etkileri ve muhtemel metal detoksifikasyon mekanizmalar
hakkinda bilgi verilmistir.

2. Krom Fitotoksisitesi

2.1 Cevresel Kirletici Olarak Krom

Dinyada krom (Cr) dretimi yilda yaklasik 107 ton
civarindadir [20]. Metal sanayi ve kimya endustrisi gibi
alanlarinda yaygin kullannmindan dolayr Cr’un farkh
bilesikleri hizla gevreye yayilmaktadir. Krom bilesikleri deri
isleme, paslanmaz celik Uretiminde, boya pigmenti ve
kromik asit Uretiminde blyik olciide kullanilmaktadir [1].
Krom, periyodik cetvelin VI B grubunda yer alan bir gegis
metalidir. Bitki metabolizmasinda herhangi  bir rol
oynamayan Cr (7.2 g/cm?), bitkiler igin toksik bir element [4,
21] olup; toprak, su ve havada bulunmaktadir. Dogal olarak
olusan topraklarda Cr konsantrasyonu ana kayaya bagl
olarak 10-50 mg kg araliginda degismektedir [10].

Farkli oksidasyon durumlar1 goOsteren Cr’un trivalent
[Cr(1ID] ve hekzavalent [Cr(VI)] tdrleri tamamen farkl
kimyasal 6zellik gosteren en kararli formlaridir [1]. Kromun
hem trivalent hem de hekzavalent formlar: fitotoksiktir [21].
Daha toksik form olarak diisiintlen Cr(V1), kromat (CrO,?)
ve dikromat (Cr,0; %) seklinde iki oksianyon formu halinde
bulunmaktadir. Buna karsin daha az mobil ve toksik olan
Cr(l1); oksitler, hidroksitler ve silfatlar seklinde veya
toprakta ve sucul gevrelerde organik bilesiklere bagli halde
bulunmaktadir  [10].  Oksidasyon-rediiksiyon  (redoks)
reaksiyonlari hem toprak hem de sucul ortamlarda meydana
gelmektedir. Redoks  reaksiyonlar1  mobilite  ve
fitotoksisitenin degistirilmesinde 6nemlidir. Trivalent ve
tetravalent durumdaki mangan Cr(l11)’u Cr(VI)’a okside
ederken, topraktaki FeS ve organik maddeler Cr(VI)’u daha
kararh ve daha az fitotoksik olan  Cr(lll)’a
indirgeyebilmektedir [22].

2.2 Krom Alimimi, Tasinimi ve Birikimi

Metal alinimi ve tasmimi bitki tird ve metal cesidine gore
farklhiliklar gostermektedir. Bitkiler havada gaz halinde
bulunan agir metalleri stomalar1 araciligiyla [23, 24] ve
kolloidlere tutunmus, organik maddelere bagli ve toprak
¢ozeltisi icinde iyon halinde bulunan metalleri ise kokleri
araciligiyla almaktadir. Toprak sicakligi, organik madde
miktar1 ve diger metallerin varhg: gibi toprak ¢ozeltisindeki
metal konsantrasyonunu degistiren cevresel faktorler metal
alimmim etkilemektedir [25].

Bitkiler icin toksik bir element olmasi nedeniyle Cr alinim
icin spesifik bir mekanizma bulunmamaktadir. Krom alinimu,
bitki metabolizmasi icin zorunlu diger metallerin alimmminda
kullanilan tasiyicilar ile gerceklesmektedir. Kromun toksik
etkisi, bu metalin alinimi, tasinimi ve birikimini belirleyen
farkl iyonik formlarina baglidir (Sekil 1). Zayed ve ark.
[26], kromat (CrO,?%) seklinde absorbe edilen Cr’un
muhtemelen Fe(lll) rediktaz enzimleri ile koklerde toksik
olmayan Cr(I1l) formuna donustirualdiginu ileri stirmustdr.
Howe ve ark. [27], koklerde Cr(VI)’un Cr(Ill)’a tamamen
donusttrulemedigini ve  Cr’un  vaskuler  dokulara
girebildigini ve Cr(l1l) ve Cr(VI) olarak yapraklara kolayca
tasindigimi rapor etmistir. Bununla birlikte, hem Cr(VI) hem
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de Cr(Ill) simplast yol ile endodermisi ge¢cmek zorunda
oldugu icin  hicrelerdeki  Cr(VI), disik Cr(VI)
konsantrasyonunda kok korteks hicrelerinde tutulan
Cr(I11)’a kolaylikla indirgenebilmekte (Sekil 1) ve bu durum
Cr(Il)’un disuk toksisitesini kismen agiklamaktadir.
Vaskdler bitkiler Cr(\VI)-redikleyici enzimleri icermemesine
ragmen, bu enzimler bakteri ve funguslarda ¢ok yaygin
olarak bulunmustur [4].
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Sekil 1. Bitkilerde krom (Cr) alinimu ve tagmimu ile ilgili ileri

strilen  model (Shanker ve ark. [1]’den
degistirilerek)
Krom (VI) tasmm, sulfat gibi esansiyel anyonlarin

tasiyicilar ile gergeklesen aktif bir mekanizmadir [4]. Demir,
kukrt, fosforun tasiyiciya baglanmada Cr ile rekabet ettigi
bilinmektedir [28]. Cervantes ve ark. [4], Cr(VI) alinimmin
slilfat translokasyon tasiyicilaryla hizli ve aktif bir taginimla,
Cr(1) almminin ise pasif tasmimla oldugunu bildirmistir.
Bununla birlikte, arpada metabolik inhibitdrlerin Cr(VI)
almmni  azaltirken,  Cr(Ill)  almmmi  etkilemedigi
bildirilmistir [29]. Bu sonug, Cr(VI) ahnmmin metabolik
enerjiye bagl oldugunu gostermekle birlikte [29], arpada her
iki Cr turinin aktif mekanizma ile alindigi bildirilmistir
[30].

Bazi bitki turlerinde, Cr(ll1)’a gore Cr(VI) uygulamalarinin
daha fazla Cr birikimine neden oldugu bildirilmistir [26].
Bununla birlikte, farkli bitki dokularinda Cr birikimi
bakimindan farkhliklar oldugu gosterilmistir. Datura innoxia
bitkisinin govdesine gore kok dokusunda daha yiksek
konsantrasyonlarda Cr(VI)’un biriktigi saptanmistir [31].
Benzer olarak, Cr(lll) yerine Cr(VI)’a maruz birakilan
Brassica juncea ve Salsola kali bitkilerinin govdelerine gore
koklerinde Cr birikiminin daha yliksek oldugu bildirilmistir
[26, 32]. Golovatyj ve ark. [33], topragin ozelligine ve Cr
konsantrasyonuna bagli olmaksizin Cr’un kok dokusunda
fazla, toprak uUstli organlarda ise disiik seviyede biriktigini
ve bu nedenle de Cr dagilimmin kararh bir yap1 gosterdigini
ifade etmistir. Ornegin, fasulyede Cr birikiminin tohumlarda
%0.1 ve kok dokusunda ise %98 oldugu bulunmustur [34].

Kromun koklerden ksilem araciligi ile yapraklara disik
oranda tasmimi, bu metalin hiicre duvarindaki —COOH
gruplar1 ile kompleks olusturmasi ve kok hicrelerinin

vakuollerinde biriktirilmesinden kaynaklanabilmektedir [35].
Cr(lll)  hicre  membranlarinda  birikirken,  Cr(VI)
membranlari gecebilmekte ve sitoplazmadaki hicre—ici
materyallerle etkilesime girebilmektedir [36]. Agir metaller
enzimlerin  sulfidril  gruplarina  baglanma  egiliminde
oldugundan, esansiyel biyolojik bilesiklerin fonksiyon
gormesi baskilanmaktadir [37].

2.3 Bitki Biiylmesi

Bitkilerde Cr toksisitesi Fe*?, Mn*?, Cu*?, Zn*? gibi iyonlarin
degisen translokasyonu veya metal degis-tokusunun sonucu
olarak iyonik dengesizlige neden olmaktadir [1, 38]. Krom
blylme ve gelisme, enzimler ve diger bilesikler Uzerinde
etkili olarak fitotoksik etki gostermektedir [1, 6, 16, 31, 39,
40].

Toksik seviyelerde Cr’a maruz kalan bitkilerde, fotosentez
ve solunum gibi 6nemli metabolik olaylarin etkilenmesinden
dolayr bitki blylimesinde azalma gorilmektedir [1]. Krom
toksisitesi  bitkilerde tohum ¢imlenmesi ve radikula
buyumesini azaltmaktadir [41]. Cr toksisitesi o- ve -amilaz
aktivitesini azaltarak embriyo ekseninin gelisimi icin gerekli
sekerlerin tasimmmim engellemekte ve tohum cimlenmesini
inhibe etmektedir. Peralta ve ark. [42], tohum ¢imlenmesinin
ilk fizyolojik basamak olmas: nedeniyle Cr igeren bir
ortamda tohum c¢imlenme yeteneginin Cr toleransmin
belirlenmesinde indikator olabilecegini bildirmistir.

Karuppanapandian ve Manoharan [43], Cr(VI)’un fitotoksik
etkilerinin kokler kadar govde dokusunda da oldukca
belirgin oldugunu; oysa Cr(lll)’un sadece kok dokusunda
toksik oldugunu bildirmistir. Shanker ve ark. [1], diger agir
metallere gére Cr’un kok uzunlugunu daha fazla inhibe
ettigini bildirmistir. Cr stresi, kok hicrelerinde plazmolize ve
solmaya neden olarak bitki koklerini etkileyebilmektedir
[44]. Yiksek Cr konsantrasyonlarinda kok blyimesindeki

inhibisyon, besin ortaminda Cr’un varhginda kokler
tarafindan ~ suyun  yeteri  kadar  alinamamasindan
kaynaklanmaktadir [45]. Krom stresi altindaki piring

fidelerinin kok uzunlugu kontrole gore 100 puM Cr(VI)
uygulamasinda tim siirelerde azalmistir [13]. Pandey ve ark.
[46], bezelye bitkilerinde yiksek Cr(VI) konsantrasyonunda
(200 pM) kok uzunlugundaki azalmayr %18 olarak
belirlemistir. Cr(VI) konsantrasyonundaki bir artig (0-500
uM) ile Brassica juncea cv. Varuna’da bitki uzunlugunun
200 uM’da yaklagik %50 oraminda azaldigi saptanmustir
[40]. Krom stresinin neden oldugu kok blyimesindeki
inhibisyon kok hcrelerinin bdlinmesi ve uzamasindaki
inhibisyondan veya hicre déngisinin uzamasindan
kaynaklanabilmektedir ~ [1]. Bununla birlikte,  kok
hicrelerinin buylmesindeki inhibisyonun fotosentetik oran
tzerine Cr’un primer etkisi olarak dustnilmektedir [7]. Kok
blyumesindeki azalmanin kok yiizeyinin zarar gérmesinden
dolayr hiicre iceriginin disar1 sizmasindan ve kok taylerinin
ve epidermal hiicrelerin zarar gbrmesinden
kaynaklanabilecegi bildirilmistir [47]. Scoccianti ve ark.
[39], Cr’un hicre ceperi ve plazma membranindaki
baglanma bélgelerinden Ca™ gibi katyonlarin  yer
degistirmesine neden olarak hiicre fonksiyonlarinda
bozulmalara yol acabilecegini belirtmistir.

Yaprak blyumesi (yaprak yiizey alani gelisimi ve toplam
yaprak sayisi) bitki verimini belirlemektedir. Cr(VI)
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uygulamas: yaprak yiizey alan1 genislemesini negatif olarak
etkilemekte ve daha kigclik yaprak olusumuna neden
olmaktadir [21, 47]. Krom iceren deri sanayi atiklarmin
farkli konsantrasyonlarina (%25-100) maruz birakilan
Gossypium hirsutum, Vigna mungo, Vigna uniquiclata ve
Lycopersicon esculentum bitkilerinde yaprak yiizey alaninin
kontrole gore %25’lik konsantrasyonda artis gosterdigi, buna
karsin %75 ve 100’lik konsantrasyonlarda ise bitkilerin
oldugl bildirilmistir [49]. Bugdayda bitki basina yaprak
sayisi, besin ortammna 0.5 mM Cr ilave edildiginde %50
azalmistir [50]. Agir metal stresi altinda, yaprak yiizey
alanindaki azalmanin nedenini agiklamak igin muhtemel
mekanizmalardan biri su kullaniminin kisitlanmasidir [51].
Tripathi ve ark. [52], yaprak biiylime ozelliklerinin agr
metal kirliliginin uygun bir biyoindikatéri oldugunu ve
toleransli tdrlerin seleksiyonunda kullanilabilecegini ifade
etmiglerdir.

Bitkilerde yiiksek verim kuru agirhik bakimindan biyokitle
Uretiminde bir artistir. Bitkiler tarafindan dretilen toplam
kuru agirhgin  yaklagik %80-90'in1  karbon bilegikleri
olusturur [53]. Krom, kloroplast ve mitokondrinin yap1 ve
islevlerinde oksidatif zarara yol acarak kuru agirlik Gretimi
lizerinde dolayli bir etkiye sahiptir [21, 54]. Kromun toksik
konsantrasyonlarinda (0.1, 0.15 ve 0.25 mM), ekmeklik
bugdayin farkli dokularinda kuru agirhktaki azalmanin koke
gore govdede daha belirgin oldugu bildirilmistir [54]. Cr(V1)
konsantrasyonundaki bir artis (0-500 uM) ile Brassica
juncea cv. Varuna’da taze agirlik énemli diizeyde azalirken,
kuru agirlik kontrole gére 500 puM Cr uygulamasinda
yaklasik %57 daha yiksek bulunmustur [40]. Vallisneria
spiralis’de Cr birikimi ve biyokitle dretimi ile iliskili
toksisite degerlendirilmesinde, 2.5 pg/mL’nin Gzerindeki
Cr(VI) konsantrasyonlarinda kuru agirlik tretiminin olumsuz
etkilendigi belirtilmistir [6]. Zurayk ve ark. [55], Portulaca
oleracea bitkisinde tuzluluk ve Cr(VI) birikiminin kuru
agirlikta azalmaya neden oldugunu bildirmistir. Bununla
birlikte, sucul makrofit Salvinia turlerinde Cr stresinin kuru
agirlikta azalmaya neden oldugu bildirilmistir [56-58].

2.4 Klorofil Biyosentezi

Krom toksisitesi elektron tagmimi, fotofosforilasyon, CO,
fiksasyonu ve karbon indirgenme déngistindeki enzimlerin
aktivitesindeki degisikliklere neden olarak fotosentezi
olumsuz etkilemektedir [1, 38]. Krom Hill reaksiyonlarin
inhibe ederek fotosentezin hem 1s1tk hem de karbon
indirgeme reaksiyonlarimi1 etkilemektedir [59]. Yiksek
Cr(VI)  konsantrasyonlarinda (1  mM)  kloroplast
membranindaki  tam  bir  bozunma ile tilakoid
dizenlenisindeki ~ bozunmanmin  birlikte  gdzlenmesi,
hekzavalent Cr’un siddetli fitotoksik etkisini gostermektedir
[60].

Hem Cr(l11) hem de Cr(V1) klorofil igerigini azaltmakta ve
bdylece blyumeyi inhibe etmektedir [61-63]. Toplam
klorofil iceriginin bugday [54, 61], misir [64], 1spanak [65]
ve Vigna mungo [66] gibi bircok bitki tiriinde Cr stresine
bagli olarak azaldigi belirlenmistir. Diger taraftan, Cr
stresinin fasulye ve Brassica juncea bitkilerinde toplam
klorofil birikiminde ©nemli bir artisa neden oldugu
bildirilmistir [40, 59]. Bununla birlikte, Cr stresinin sucul
makrofit Salvinia minima ve S. natans bitkilerinde toplam
klorofil iceriginde degisiklige neden olmadig: bildirilmistir

[57, 58]. Mung fasulyesinin Cr’a toleransh cesitlerinde
(TARM-22 ve K-851) toplam klorofil iceriginin kontrole
gore Cr uygulamalarinda arttigi, hassas cesitlerde (PDM-54
ve Sujata) ise azaldigi belirlenmistir [67]. Cr(VI) stresinin
klorofil a ve b’de dnemli azalmalara neden oldugu ve
klorofil a’ya gore klorofil b’deki azalmanin daha fazla
oldugu saptanmistir [8, 54]. Krom stresi altindaki birgok
bitkide  klorofil  biyosentez ~ yolundaki  enzimlerin
inaktivasyonu  klorofil igerigindeki azalmaya neden
olmaktadir [1]. Krom stresinde klorofil a/b oranindaki
azalma, fotosentetik anten kompleksinin periferal kismmin
boyutundaki azalmadan kaynaklanmaktadir [68]. Klorofil b
icerigindeki azalmanmin periferal kistmdaki proteinlerin
degradasyonundan kaynaklanabilecegi belirtilmistir. Klorofil
a/b oranindaki azalma, klorofil b’ye gore klorofil a’nin daha
hizli bozulmasi ve klorofil a’nin sentezinin azalmasmin bir
sonucu olabilecegi vurgulanmistir [69, 70].

Krom stresinin Spirodella polyrrhiza ve Vallisneria spiralis
gibi sucul bitki tlrlerinde ve Brassica juncea’da
karotenoidlerin iceriginde bir artisa neden oldugu
bildirilmistir [6, 40]. Karotenoidlerin igeriginin disuk Cr
konsantrasyonlarinda arttigi, buna karsin yiksek Cr
konsantrasyonlarinda azaldigi belirtilmistir [14, 59]. Bir
antioksidant molekil olan karotenoidler reaktif oksijen
tarleri ile etkilesime girerek lipit peroksidasyonu gibi
oksidatif stres zararlarinin baslamasini engellemektedir [38].

Yuksek Cr konsantrasyonlarinda klorofil igerigindeki
azalma, klorofil biyosentezi ve Kklorofilaz aktivitesi ile
iliskilidir [37]. Krom, klorofil biyosentezinde gorev alan
onemli bir enzim olan &-aminoleviilinik asit dehidratazi
(ALAD) degrade edebilmekte ve bdylelikle 5-aminolevilinik
asit (ALA) kullanimini etkileyerek bitki dokularinda ALA
birikimine ve klorofil igeriginde azalmaya neden olmaktadir
[69]. Bu sonuclar, ALA sentezinin Cr stresine hassas
olmadigmi, buna karsin porfobilinojen (PBG) olusumunun
Cr stresine oldukca hassas oldugunu gostermektedir.
Kromun genellikle hekzavalent formu bir¢ok enzimin aktif
bolgesindeki Mg iyonlar: ile yer degistirmekte ve Kklorofil
icerigini azaltmaktadir [69]. Bir metalloenzim olan ALAD’1n
aktivitesi, Mg iyonlarmin kullanilabilirligine baghdir [71].
Ayrica, Cr stresi bitkilerde demir eksikligine neden olarak
klorofil biyosentezinde bozulmalara neden olmaktadir [45].
Demir eksikligi olan bitkilerde dlsiik Cr konsantrasyonlari
klorozun azalmasina [26] ve yiiksek Cr konsantrasyonlar
demir klorozuna neden olmaktadir [72]. Bununla birlikte, Fe
eksikligi hem grubu enzimlerin aktivitesini azaltmaktadir
[73]. Hekzavalent Cr’a maruz kalan bitkilerde demir
kullanimmin kisitlanmasindan dolayr Klorofil icerigindeki
azalma, porfirinlerin 6ncusi olan glisin ve siiksinil Co-A’dan
ALA’nin sentezi, koproporfirinojenin protoporfirin  1X’a
oksidasyonu veya Mg protoporfirinin  protoklorofillite
donlsturilmemesinden kaynaklanmaktadir [24].

3. Krom Stresi ve Reaktif Oksijen Turleri

Agir metaller, bitkilerde stres cevabi olarak reaktif oksijen
tirlerinin  (ROT’lar) olusumunu tesvik etmektedir [74].
ROT ’lar, serbest radikallerin en yaygin formu olan “serbest
oksijen radikalleri”dir. Molekiler oksijen, asir1 enerjiyle
eslesmemis elektronlarindan birinin ters dénmesiyle aktive
olabilmekte ve tekli oksijen (*O,) olusmaktadir (Sekil 2).
Bununla birlikte, molekiler oksijene bir, iki veya (g
elektronun transferi sonrasinda sirasiyla stiperoksit anyonu
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(0,7), hidrojen peroksit (H,0,) veya hidroksil radikali (OH)
meydana gelmektedir. Son asamada OH' radikaline bir
elektronun transferiyle birlikte su (H,O) olusmaktadir.
Hidroperoksil radikali (HO3), O, nun konjuge asidi olarak
reaksiyonda yerini almaktadir [75]. Bununla birlikte,
hiicrelerde yiikseltgenmis formda bulunan metal iyonlar:
(Fe*®, Cu'®, 0O, varhginda indirgenmekte ve béylece
Fenton ya da Haber-Weiss reaksiyonlari araciligiyla H,0,’in
OH ' radikaline doniisimi katalizlenmektedir (Sekil 2) [75].

1O2 HO;
\\
\\
s\ H
\\
e 2H H H
& - €, 2H e, H . eH
0, ——p 0 ——p H,0, ——p OH —— H,0
Fe®
Cu*
Haber-Weiss / Fenton
Reaksiyonu
Fe®
Cu

Sekil 2. Molekiiler oksijenden (O,) reaktif oksijen tirlerinin
olusumu ve Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu
(Vranova ve ark. [75]’den degistirilerek).

Hiicredeki oksidatif stresin seviyesi reaktif oksijen tlrlerinin
miktar: ile belirlenmektedir [76]. Abiyotik ve biyotik stresler
tarafindan olusturulan metabolik dengesizlige cevap olarak
hiicresel ROT dretimi artmakta ve surddriulmektedir [77, 78].
Bircok abiyotik ve biyotik stresin ortak sonucu olan
ROT’lar, Cr toksisitesinin sonucu olarak da olusmaktadir
[21, 60]. Cr(VI)’'un toksik etkisi, hiicre membranlarindaki
siilfat kanallarindan gegebilen negatif yikli Cr(VI) iyon
komplekslerinin etkisiyle olusan ROT’lardan kaynak-
lanmaktadir [79]. Stres kosullarinda ROT’larin artan Gretimi
hicreler icin bir tehdit olabilmekte; fakat ROT’larin stres
cevabr ve savunma yollarmin aktivasyonunda bir sinyal
molekilii olarak fonksiyon gordigi dustnilmektedir [80].
Bu nedenle, ROT’larin hiicresel stres indikatorleri ve stres-
cevap sinyal iletim yollarinda sekonder mesajci oldugu
belirtilmistir [81].

Reaktif oksijen tirleri kimyasal reaktivite, redoks
potansiyeli, yarilanma 6mrii ve hicresel kompartimanlar
arasinda hareketlilige bagli olarak hicre bilesenleri ile
reaksiyona girmektedir [82]. Bitkilerde ROT’larin Uretimi
icin  kloroplast ve mitokondrilerin elektron transfer
aktiviteleri ve peroksizomlardaki oksidatif metabolizma
potansiyel kaynaklar olarak gosterilmektedir (Sekil 3). Diger
bir ifadeyle, ROT’larin Gretimi fotosolunum, fotosentetik
aparatlar ve mitokondriyal solunum gibi metabolik yollardan
kaynaklanmaktadir [83, 84]. Agir metaller tasiyicilar
tarafindan hicre icine alinmakta ve agir metal redoks
aktivitesiyle wveya subseliler bolgeye 06zgl sekilde
metabolizmay1  etkileyerek  organellerde  ROT’larin
olusumuna neden olmaktadir (Sekil 3). Plazma membraninda
lokalize olmus NADPH oksidaz enziminin agir metal
bagimh aktivasyonu da ROT’larin Uretilmesine neden

olmaktadir. ROT’larin  asir1  Oretimi, bitki  blylmesi
inhibisyonuna ve hiicre zararina neden olabilen redoks
dengesizliklerine ve sinyal islevlerinde (MAPK vyollar1 gibi)
bozukluklara neden olmaktadir (Sekil 3).

. Apoplast &
o

.
e Sitosol \ -
o Vakuol .
. > Kioroplast T e C .. Y

Sekil 3. Agir metal bagimh reaktif oksijen tirlerinin (ROT)
uretim yollari. Siyah benekler, apoplastta ve hiicre
icinde agir metal (M) dagilmini gdstermektedir
(Sharma ve Dietz [82]’den degistirilerek).

Bircok okaryotik organizmada oldugu gibi bitki hiicrelerinin
peroksizomlari  hicre-ici  HyO,  Uretiminin ~ 6nemli
merkezleridir. H,O, okside edici ajan olarak fonksiyon
gorebilmekte ve Cr(lll)’u Cr(VI)’a okside edebilmektedir
[85]. Diger taraftan, L-sistein ve NADPH gibi biyolojik
rediktanlar tarafindan Cr(ll1) Cr(ll)’a indirgenebilmektedir.
Sonugcta, yeni olusan Cr(Il), kdklerde doku zararina neden
olan OH' radikalini olusturmak Uzere H,O, ile reaksiyona
girmektedir [86]. Krom stresine maruz kalan dar1 ve bezelye
bitkilerinin kok ve yapraklarinda H,O, seviyesinin arttig
bildirilmistir [8, 46, 87]. Krom stresine maruz kalan birgok
bitki tirinde yuksek oranda H,O, ve O, radikallerinin
olustugu ve bu metalin oksidatif stresin olusumundan
sorumlu oldugu bildirilmistir [15, 21, 43, 60].

Mitokondriler ~ tarafindan  metabolize  edilen  O,’in
yaklasik %1-5’i reaktif oksijen trlerine donusturilmektedir
[78]. Bitkilerde toksik ve orta seviyedeki Cr’un
mitokondrideki elektron transfer sistemine baglandigi [38]
ve eslesmemis elektron transfer zincirini inhibe ettigi [21]
bildirilmistir. Dixit ve ark. [21], Cr tarafindan elektron
transferindeki inhibisyonun, elektron tasiyicilarindaki Cu ve
Fe ile Cr’un etkilesime girmesinden kaynaklandigini
belirtmistir. Bu etkilesim elektron akisi sirasinda redoks
degisimlerine neden olmaktadir. Mitokondri sitokromlar:
elektronlar1 direkt olarak Cr’a transfer ederek Cr’u
indirgemekte veya sitokromlarin indirgenmis hem gruplarn
Cr baglanma bolgeleri olarak fonksiyon gormekte ve
elektron transferini bloke edebilmektedir. Sitokrom oksidaz
aktivitesinin asimr1 inhibisyonu, kompleks I1V’deki oksijen
bolgesi olan sitokrom a’e  Cr’un baglanmasindan
kaynaklanabilmektedir [21]. Diger bir alternatif mekanizma
mitokondrilerde stiperoksit radikalinin Gretimidir [75]. Farkh
konsantrasyonlarda Cr uygulamalarina maruz kalan bezelye
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bitkilerinde, kék mitokondrilerinin sitokrom b bélgesinde
(kompleks 111) superoksit dretiminin arttigi belirtilmistir
[21].

Bircok hiicresel islev sirasinda Uretilebilen siiperoksit (O,7)
bir dereceye kadar reaktif olup; biyolojik membranlardan
gecememektedir [7]. Kloroplast ve mitokondrilere benzer
olarak peroksizomlarda normal metabolizma sonucu O,~
radikallerini olusturmaktadir. Diger taraftan, ksantin oksidaz
ve NADPH bagimli oksidazin peroksizomal aktiviteleri
O,7’i olusturmakta ve glikolat oksidaz, flavin oksidaz ve -
oksidasyon ile katalaz tarafindan metabolize edilen H,0O,
Uretilmektedir  [88]. Ksantin  oksidaz, ksantin ve
hipoksantinin (rik aside oksidasyonunu Kkatalizler ve iyi
bilinen bir O,~ {reticisidir [86]. Krom stresi, bezelye
koklerinde NADPH oksidaz aktivitesi ve NAPDH bagimh
O, Uretimini arttirmaktadir [46].

3.1 Lipit Peroksidasyonu

Bitkilerde  Cr  stresi, oksidatif strese ve lipit
peroksidasyonuna neden olan reaktif oksijen tlrlerinin
olusumuna neden olarak metabolik degisikliklere yol
acmaktadir [1]. Hicre zari lipitlerinin peroksidasyonu,
membranlarin ~ fonksiyonu ve  bitinligini  olumsuz
etkilemekte ve hiicre fonksiyonunda geri doniisimsiiz zarara
neden olabilmektedir [21].

Lipit peroksidasyonu hiicre membrani ve yapisinda bulunan
doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur. Bu yag asitlerinin
peroksidasyonunun  bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
malondialdehit (MDA) gibi sitotoksik aldehitler DNA ve
proteinler Gzerinde 6nemli zararlara neden olmaktadir. MDA
icerigi, lipit peroksidasyonunun bir indeksi olarak kabul
edilmekte ve yiksek seviyede MDA birikimi asir1 lipit
peroksidasyonunu gostermektedir [38]. Krom stresine maruz
kalan piring, dart ve hardal bitkilerinin kék ve yaprak
dokularinda MDA igeriginin arttigi ve bu artisin yiksek O,
ve H,0, icerigi ve oldukga toksik olan OH' radikali ile iliskili
oldugu bildirilmistir [7, 15, 47, 87].

Krom stresine bagli olarak lipit peroksidasyonunda bir artisin
oldugu bildirilmistir [15, 21, 47]. Panda ve ark. [61],
bugdayda farkli Cr konsantrasyonlarinin (1, 10 ve 100 mM)
lipit peroksidasyonunu baslattigst  ve  malondialdehit
miktarmin konsantrasyon ve surenin artmasina bagli olarak
artigmi  bildirmigtir.  Krom stresi  uygulanmis bezelye
koklerinde, membranlarin zarar gérmesinin sonucu olarak
elektrolit ~ sizintismin ~ &zellikle 200 puM  Cr(VI)
uygulamasinda lipit peroksidasyonuna bagli olarak arttig:
bildirilmigtir  [46]. Farkli Cr(VI) Kkonsantrasyonu ve
uygulama slrelerine maruz birakilan piring bitkilerinin
koklerinde MDA iceriginin zamanin bir fonksiyonu olarak
arttigr bildirilmistir [15].

Hekzavalent Cr’a maruz kalan Amaranthus viridis bitkisinde
MDA igeriginin Cr birikimindeki artigla paralellik gosterdigi
bildirilmistir [16]. Bugday bitkisinin yaprak dokusunda
MDA iceriginin Cr(VI) konsantrasyonlari (0.10, 0.15 ve 0.25
mM) ve slrelerinin (8 ve 14 sa) artisina bagh olarak arttig
rapor edilmistir [54]. Farkl konsantrasyon (0-200 pM) ve
sirelerde (1-7 gun) Cr(VI) stresine maruz birakilan
hiperakimilatdr Brassica juncea’nin Vigna radiata’ya gore
daha fazla Cr biriktirdigi, buna karsin Brassica juncea

govdesinde MDA iceriginin daha duslik oranda (%) arttig:
belirtilmistir [90]. Aliminyuma toleransli Gebenia ve hassas
Shang 70-119 arpa ¢esitlerinde 100 pM  Cr(VI)
uygulamasmin kok ve yaprak dokularinda MDA igerigini
arttirdigi ve bu artisin hassas cesitte nispeten daha fazla
oldugu bildirilmistir [9]. Diger taraftan, Cr stresinin sucul
makrofit Salvinia natans bitkisinin MDA igeriginde
degisiklige neden olmadig: bildirilmistir [57]. Krom stresine
bagli olarak lipit peroksidasyonundaki artisa reaktif oksijen
tdrlerinin Uretimindeki artis neden olmaktadir [15, 38].

4. Krom Detoksifikasyon Mekanizmalari

Bitkiler agir metallerin detoksifikasyonu ve bu metallere
karst toleransi saglayan birgok kompleks hicresel
mekanizmaya sahiptir. Agir metallerin koklerden salinan
organik asitler tarafindan tutulmasi, metal baglayici ligandlar
olarak adlandirilan metallotiyoneinler (MT’ler) tarafindan
agr metal iyonlarmin selatlanmas: ve alikonulmasi, metal
stresi ile iliskili proteinler (Sekil 4), antioksidant enzimler,
prolin birikimi ve alternatif oksidaz yolu bu mekanizmalar
arasinda gosterilmektedir [11, 17, 81].
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Sekil 4. Bitki hicrelerinde agir metal detoksifikasyonu ve
toleransinda  potansiyel — mekanizmalar. (1)
Mikorizalar tarafindan koklere metal hareketinin
azaltilmasi. (2) Hucre ceperi ve kok salgilarina
baglanma. (3) Plazma membran: tarafindan hicre
icine agir metal aliminin azaltiimasi. (4) Apoplasta
aktif olarak agir metallerin atilmasi. (5) Cesitli
ligandlar ile agir metallerin sitosolde selatlanmasi.
(6) Plazma membraninin korunmas: ve onarimu.
(7) Vakuollere PC-Cd komplekslerinin transportu.
(8) Agirr metallerin vakuolde biriktirilmesi
(Marschner [24]’den degistirilerek).

4.1 Organik Asitler

Kokler, toprakta c¢Oziinmez formda bulunan metallere
baglanan organik asitler icermektedir. Sitrik asit ve malik
asit gibi karboksilik asitler ve histidin gibi amino asitler
metaller icin potansiyel ligandlardir ve detoksifikasyon ve
toleransta dnemli rol oynayabilmektedir [91, 92]. AI" ve
Ni*? detoksifikasyonunun diizenlenmesinde sitrik asidin rolil
acikca belirlenmistir [93]. Bununla birlikte, organik asitler
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toprakta hareketsiz halde bulunan metallerin
ekstraksiyonunun arttirilmasinda kullaniimaktadir [94]. Kok
sizintillar;, eser metallerle kompleksler olusturan ve bu
metallerin redoks davranislarini etkileyen énemli ajanlardir
[95, 96]. Kok sizintilari Cr bilesikleri ile kompleksler
olusturarak bitki ahnimi igin kullanilabilir hale getiren
organik asitler icermektedir [97].

Lycopersicum esculentum bitkilerinde karboksilik asit ve
amino asitlerin varhginda Cr almminin arttigi gosterilmistir
[98]. Bununla birlikte, amino asitlerin Cr transportunda daha
az etkili oldugu bulunmustur [98]. Sitrik asit, aspartik asit ve
oksalik asit gibi organik asitler inorganik Cr’u bagli Cr’a
donustirerek daha uzun sire ¢dzinebilir ve dolayisiyla bitki
icin kullanilabilir hale getirmektedir [97]. Krom stresine
maruz kalan piring bitkilerinin kok dokularindan salinan
oksalik, malik ve sitrik asidin rizosfer pH’ i1 arttirdig: ve bu
durumun Cr birikimini arttirdig: bildirilmistir [99]. Bununla
birlikte, Albizzia amara, Casuarina equisetifolia, Tectona
grandis ve Leucaena luecocephala gibi bazi agag tirlerinde
20 mM sitrik asit uygulamasmin kék dokusunda Cr(l1l) ve
Cr(VI) birikimini arttirdig: bildirilmistir [1]. Benzer olarak,
Cr stresine maruz kalan Datura innoxia bitkilerinde sitrik
asidin Cr almim wve birikimini arttiran bir selatér oldugu
bildirilmigtir [100].

4.2 Antioksidant Enzimler

Bircok aerobik organizmada, cevresel streslerin sonucu
olarak olusan toksik reaktif oksijen tirlerinin (ROT lar) etkin
sekilde elimine edilmesi  gerekmektedir.  Hiicresel
fraksiyonlardaki ROT’larin seviyesi, ¢oklu ROT dreten
metabolik yollar (solunum, fotosentez, NADPH oksidaz,
amin oksidaz ve hicre ceperine bagli peroksidaz) ve temel
ROT dongisinu  olugturan temizleme mekanizmalari
arasindaki etkilesim ile belirlenmektedir [81, 101].

Reaktif oksijen tdrlerinin seviyesini kontrol etmek ve
hicreleri oksidatif zarardan korumak icin bitkiler tarafindan
gelistirilen karmasik antioksidant savunma sistemi cesitli
enzimleri ve enzimatik olmayan molekdlleri icermektedir
[75]. Bitkilerdeki antioksidant enzimler siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol
peroksidaz (POD), glutatyon rediktaz (GR), dehidroaskorbat
redilktaz (DHAR) ve monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) gibi dusik molekdl agirlikli  enzimleri
icermektedir [102]. Diger taraftan, indirgenmis glutatyon
(GSH), askorbik asit (AsA), a-tokoferol, lipoik asit,
antosiyanin ve karotenoidler gibi enzimatik olmayan
antioksidantlarin oksidatif strese karsi koruma sagladig
bilinmektedir [103].

Slperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerinin
tesviki ve aktivasyonu bitkilerdeki  6nemli  metal
detoksifikasyon mekanizmalarindandir [1]. SOD ve CAT
enzimlerinin kombine etkisi oksidatif stresin etkilerini
hafifletmede 6nemlidir. Clinkii SOD enzimi O, in diger bir
reaktif ~ aract  olan  hidrojen  peroksite  (H,0,)
dondstirilmesinde ve peroksizomlarda lokalize olan ve hem
grubu iceren CAT enzimi ise H,0,’in H,O ve Oje
dondstirilmesinde etkilidir [101, 104]. Dusuk Cr(VI)
konsantrasyonu (1 puM) uygulamalarinin kék ve yaprak
dokusunda SOD aktivitesinde énemli artisa neden olmasi, bu
enzimin savunma mekanizmasindaki rolind gostermektedir.
Katalaza benzer olarak peroksidazlar (APX ve POD),

H,0,’in temizlenmesinde fonksiyon gormektedir; fakat bu
temizlemeyi ¢esitli organik ve inorganik indirgenmis ko-
substratlarin  (askorbik asit, glutatyon) oksidasyonu ile
gerceklestirmektedir [81].

Kloroplastlar ve diger hicresel bilesenlerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan askorbik asit (AsA) ve glutatyon
(GSH) gibi antioksidantlar bitkilerin oksidatif strese karsi
olan savunma sisteminde olduk¢a énemlidir [102]. Bitkilerde
yuksek seviyede indirgenmis/ylkseltgenmis AsA ve GSH
oranlarmin sirdirilmesi hiicrelerde etkin sekilde ROT’larin
temizlenmesi icin zorunludur. Bu oran indirgeyici guc olarak
NADPH kullanan glutatyon rediktaz (GR), dehidroaskorbat
rediktaz (DHAR) ve monodehidroaskorbat rediktaz
(MDHAR) enzimleri tarafindan saglanmaktadir (Sekil 5)
[81, 102]. Bitkilerde GSH, H,0, seviyesinin kontrol
edilmesinde fonksiyon gérmektedir [103].

Artan stres kosullarinda zamana bagli olarak gézlenen daha
yuksek GR aktivitesine karsin indirgenmis glutatyon (GSH)
ve toplam glutatyonun tliketimi artmaktadir. Ayni1 zamanda,
askorbik asidi olusturan DHAR ile GSH’un okside
glutatyona (GSSG) donisiiminiin artmasiyla antioksidant
savunma mekanizmas: gerceklesmektedir. DHAR ile Uretilen
askorbik aside ilave olarak MDHA’nin orantisiz, enzimatik
olmayan doénusimi ile olusturulan askorbik asit, APX
tarafindan H,0,’in direkt olarak detoksifikasyonunda
kullanilabilmektedir (Sekil 5) [81]. Agir metal stresinde,
APX ekspresyonunun artisinda GSH bir sinyal aracisi olarak
fonksiyon gérmektedir [105].

X MDHA

AsA + DHA

NAD(P)H
MDHAR

NAD(P

GSSG NAD(P)*
DHAR X
NAD(P)H
Sekil 5. Bitkilerde ROT uzaklastiran askorbat-glutatyon

déngust  (Mittler [81]’den modifiye edilerek
alinmustir).

Bazi antioksidant enzimlerin (SOD, CAT, APX, GPX ve
GR) aktivitesi (izerine Cr stresinin etkisi bazi bitki turlerinde
degerlendirilmistir [15, 54, 61, 67]. Piring bitkisinde 50-100
uM Cr(V1) uygulamalarmin kék dokusunda SOD aktivitesini
arttirchigi, buna karsin GPX ve GR aktivitesinde azalmaya
neden oldugu bildirilmistir [15]. Bununla birlikte, 14 giin
stireyle 0.10, 0.15 ve 0.25 mM Cr(VI) stresine maruz kalan
bugday fidelerinin gdvde dokusunda SOD aktivitesinin
arttigi; ancak CAT, APX ve GR aktivitesinin azaldigi
saptanmistir [54]. Bugdayin kok ve gévde dokusunda SOD
ve CAT aktivitesinin azaldigi ve POD aktivitesinin kok
dokusunda azaldigi, ancak gbévde dokusunda arttig
bildirilmistir [106]. Panda ve ark. [61], bugday fidelerinin
yaprak dokusunda SOD aktivitesinin disuk
konsantrasyonlardaki (0.1 ve 1 mM) Cr uygulamalarinda
artarken yiksek konsantrasyonlarda (10 ve 100 mM)
azaldigini; fakat CAT aktivitesinin tim Cr uygulamalarinda



170

Yild:z ve ark., Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 27(2): 163-176 (2011)

azaldigini belirtmistir. Ganesh ve ark. [107], sucul Pistia
stratiotes  bitkilerinin  kok ve yaprak dokularindaki
peroksidaz aktivitesinin Cr(VI) konsantrasyonundaki (5-200
ppm) artisla énemli dizeyde arttigini, buna karsin CAT
aktivitesinin azaldigini rapor etmistir. Sucul Salvinia natans
bitkilerinin yaprak dokusunda APX, POD, GR, MDHAR ve
DHAR aktivitesinin Cr stresine bagh olarak arttigi, CAT
aktivitesinin ise degismedigi bildirilmistir [57]. Dixit ve ark.
[21], bezelye koklerinde 20 uM Cr(VI) uygulamasinin SOD
aktivitesini arttirdigi, 200 uM Cr(VI) uygulamasmin ise
SOD aktivitesinde énemli bir inhibisyona neden oldugunu
bildirmistir. Krom stresine karsi hassas mung fasulyesi
cesitlerinde (PDM-54 ve Sujata) SOD, CAT ve APX
aktivitesinin belirgin bir sekilde arttigi, buna karsin toleransh
cesitlerde (TARM-22 ve K-851) ise enzim aktivitelerinin
azaldigi rapor edilmistir [67]. Diger taraftan, 1.5 ppm Cr
stresine maruz kalan Echinochloa colona bitkilerinde CAT
ve APX aktivitesinin hassaslara gore toleransl kalluslarda
daha vyiiksek oldugu bildirilmistir [108]. Aliminyuma
toleransli Gebenia ve hassas Shang 70-119 arpa ¢esitlerinde
100 uM Cr(VI) uygulamasmin kok ve yaprak dokularinda
SOD, APX, POD, CAT ve GR aktivitelerinde 6énemli artisa
neden oldugu bildirilmistir [9]. Diwan ve ark. [90], farkl
konsantrasyon (0-200 puM) ve siirelerde (1-7 gin) Cr(VI)
stresine maruz birakilan ve fazla Cr biriktiren Brassica
juncea ve daha az Cr biriktiren Vigna radiata bitkilerinde
SOD ve CAT aktivitesinin arttigini bildirmistir. Bununla
birlikte, APX ve GR aktivitesinin B. juncea bitkisinde tim
Cr(VI) uygulamalarinda arttigi, buna karsin V. radiata
bitkisinde sadece bir ginlik uygulama siresinin sonunda
arttigr belirlenmistir. Cr(111) ve Cr(VI) stresine maruz kalan
Vigna mungo L. Hepper cv. Co4 koklerinde CAT enziminin
H,O, indirgenmesine katilmadigi, buna karsin SOD
enziminin O, ~’in temizlenmesinde aktif olarak fonksiyon
gosterdigi bildirilmistir [43]. Ayni arastiricilar, Cr(l11l) ve
Cr(VI) stresine maruz kalan bitkilerde olusan H,O,’in
parcalanmasinda APX aktivitesinin CAT enzimine gore daha
etkin oldugunu belirtmislerdir. Bu durum, Willekens ve ark.
[109] tarafindan APX’in bir hiicreyi bastanbasa gecebilmesi
ve bir indirgeyici olan askorbik asit varhiginda yiksek
substrat afinitesine sahip olmasina karsin, CAT’in
peroksizomlarda lokalize olmasi ve disik substrat
afinitesine sahip olmasi ile agiklanmistir. Vigna mungo
koklerinde 100 pM Cr(VI) uygulamasinin zamana bagli
olarak DHAR, MDHAR ve GR aktivitelerinde énemli artisa
neden oldugu rapor edilmistir [43]. Bu arastirma sonuglarina
gore Cr(lll) veya Cr(VI) uygulanmis Vigha mungo
koklerinde MDHAR aktivitesinde bir artis olmamasina
karsin, DHA iceriginde dnemli bir artis olmasinin nedeni
Noctor ve Foyer [102] tarafindan bildirildigi gibi bu
metabolitin enzimatik olmayan yolla olusmasidir. Bu durum
monodihidroaskorbatin (MDHA) kisa omirli olmasindan
veya Cr tarafindan MDHAR enziminin inhibisyonundan
kaynaklanabilmektedir [43]. Cr(VI) stresi altinda DHAR
aktivitesindeki artis, bu enzimin ve dolayisiyla AsA
konsantrasyonunda artigla sonucglanan asirt ROT dretimi ile
iliskili olabilmektedir. Cr(VI) uygulamalarinda artmis AsA
icerigi  DHAR enziminin  ddngusel fonksiyonu ile
aciklanabilmektedir [43].

Reaktif oksijen tirlerinin (serbest radikal) olusumu ve
savunma mekanizmalari arasindaki denge, bitkilerin yasam
donglerini  strdlrebilmeleri icin  olduk¢a  6nemlidir.
Antioksidant enzimlerin aktivitesindeki artis, elektron tasima
zincirinin ~ Cr-tegvikli inhibisyonu ile olusan serbest

radikallere direkt bir cevap olabilmektedir. Bununla birlikte,
Cr konsantrasyonunun artisina bagli olarak antioksidant
enzimlerin aktivitesindeki azalma enzim sistemleri Uzerine
Cr iyonlarmin inhibe edici etkisinden kaynaklanabilmektedir

[1].
4.3 Prolin Birikimi

Bitkilerde prolin birikiminin tuzluluk, kuraklik, yiksek
sicaklik, dlstk sicakhk, agir metal, patojen enfeksiyonu,
besin kithgi, atmosferik kirlenme ve UV 1sima gibi stres
durumlarinda genellikle arttig1 bildirilmistir [31, 110, 111].
Prolinin agir metal stresi sonucu olusan reaktif oksijen
tdrlerinin  detoksifikasyonunda fonksiyon gorerek stresi
azalttigi vurgulanmigtir [112].

Bitkilerde yaygin olarak bulunan ve diger amino asitlere
oranla daha fazla miktarda biriken prolin, kullanilabilir azot
birikimini dizenlemektedir [113]. Bitki dokularinda prolin
birikimi, (1) prolin degradasyonundaki azalma, (2) prolin
biyosentezindeki artma, (3) protein sentezindeki veya prolin
kullanimindaki azalma, (4) proteinlerin hidrolizinden
kaynaklanabilmektedir [114].

Lipit peroksidasyonunun neden oldugu hicre zarar,
membran gegirgenligini degistirerek su stresine benzer
kosullar olusturmakta ve bu durum prolin sentezini tesvik
etmektedir [115]. Selatlama o©zelligi ile prolinin metal
iyonlarini baglayabilmesi, bitkilerin agir metal stresi altinda
hayat dongulerini tamamlayabilmesine katkida
bulunmaktadir [116]. Prolinin, proteinlerin yapismi stabilize
eden molekiler saperonlar olarak fonksiyon gordugi ve
prolin birikiminin sitosolik pH’1 ve hicrenin redoks
durumunu dengede tutabildigi distnulmektedir. Prolin
birikimi stres cevabini etkileyen stres sinyalinin bir parcast
olabilmektedir [117, 118].

Prolin Cr gibi bir¢ok agir metal stresine cevap olarak yuksek
miktarlarda bitki dokularinda birikmektedir [31, 119]. Krom
stresine maruz kalan Datura innoxia’nin kok ve yaprak
dokusunda prolin birikiminin Cr konsantrasyonuna bagl
olarak arttigt ve bu artigin Cr(lll)’a gore Cr(VI)
uygulamasinda daha fazla oldugu bildirilmistir [31]. Ayni
arastiricilar, prolin birikiminin Cr toleransmin bir gostergesi
olmadigi, aksine Cr toksisitesinin bir semptomu oldugunu
ileri sirmustur. Diger taraftan, Cr’a toleransh soya fasulyesi
(Glycine max L. Merr.) genotiplerinde prolin igeriginin
yiksek oldugu ve Cr konsantrasyonundaki artiga baglh olarak
prolin iceriginin kademeli olarak arttigi belirtilmistir [119].
Ozmotik duizenleme, sitoplazmik enzimlerin korunmasi, stres
sonrast biyume icin karbon ve azot kaynagi olmasi,
membranlarin daha kararli hale getirilmesi, protein
sentezinde gorev almas: ve redoks potansiyeli diizenlenmesi
gibi bircok fonksiyona sahip olmasindan dolayr prolin
birikimi Cr toksisitesinin tstesinden gelebilmek icin bitkiler
tarafindan gelistirilmis bir adaptasyon stratejisi olarak
dustinilmektedir [59, 119].

4.4 Metallotiyoneinler: Metal Baglayicr Ligandlar

Metallotiyoneinler (MT’ler) mRNA translasyon Grinleri
olup; sisteince zengin dusuk molekiler agirlikli metal
baglayic1 proteinlerdir [120]. Metallotiyoneinlerin bir sinifi
olan fitoselatinler (PC’ler) ise gen Urini olmayip, yuksek
oranda metal derisimlerine maruz kalan bitkilerde fitoselatin
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sentetaz enzimi ile glutatyondan sentezlenen polipeptidlerdir
[18]. MT’lerin antioksidantlar gibi fonksiyon gorerek metal
metabolizmasinda veya plazma membranlarinin onarim
mekanizmalarinda rol oynadiklar1 distinilmektedir [121].
Krom stresi sonucu olusan reaktif oksijen tirleri, MT’lerin
sentezini tesvik eden sinyal molekilleri olarak rol
oynayabilmektedir. MT’ler bitkilerde Cr detoksifikasyonun-
da muhtemel bir role sahiptir ve Cr stresine maruz kalan
Sorghum cesitlerinde (duyarli K 10 ve tolerant CO 27) MT
benzeri proteinlerin eksprese edildigi rapor edilmistir [35].
Ayni arastiricilar, Cr’a toleranshi ve hassas Sorghum
cesitlerinde  MT3 geninin ekspresyonu {izerine Cr(VI)
etkisini degerlendirdiginde, hassas ¢eside gore toleransh
cesitte ilgili gene ait bant yogunlugunun daha fazla oldugunu
gostermislerdir. Bu durum, Cr stresine kars: toleransh cesitte
MT geninin ylksek transkripsiyon oranina sahip oldugu
seklinde yorumlanmistir. Cr uygulamasi sonucu olusan
reaktif oksijen tdrlerinin, MT mRNA transkripsiyonunu
tesvik eden tetikleyici bir sinyal olabilecegi ileri stirilmustir
[35]. Hekzavalent Cr’a maruz birakilan Brassica juncea ve
Vigna radiata bitkilerinin kok ve goévde dokularinda PC
iceriginin arttign ve PC’lerin, sentezlenen antioksidant
enzimlerle birlikte Cr toleransina katkida bulunabilecegi
bildirilmistir [90]. Benzer olarak, musir bitkilerinde Cr
konsantrasyonunun  artisina  baghi  olarak  MT’lerin
seviyesindeki artigin Cr stresine karsi tolerans sagladig
bildirilmigtir [121]. MT’ler Cr iyonlarina baglanip, onlar
non-toksik hale getirerek bitkilerdeki Cr
detoksifikasyonunda énemli bir rol oynamaktadir [38]. Cd,
Hg ve Cu gibi agir metaller ile mukayese edildiginde
bitkilerde Cr detoksifikasyonunda MT’lerin roli ile ilgili
olarak ilave calismalara gereksinim vardir.

4.5 Alternatif Oksidaz Yolu

Bitkilerde mitokondriyal solunum, sitokrom yolu ve
alternatif oksidaz (AOX) olarak adlandirilan alternatif bir
yoldan olusmaktadir [122]. Reaktif oksijen tarlerinin Gretimi,
alternatif  oksidaz (AOX) tarafindan kloroplast ve
mitokondriyal elektron transport zincirindeki elektronlarin
alternatif bir yola sokulmasiyla azaltilabilmektedir. AOX,
elektron transport zinciri boyunca hareket eden elektronlar:
saptrmakta ve bu elektronlari,  oksijenin  suya
indirgenmesinde kullanmaktadir (Sekil 6). Boylelikle, O,’in
O, ’e indirgenmesi icin gerekli elektronlarin dnlenmesi ve
ROT’larin olusumu igin substrat olan O,’in seviyesinin
azaltilmasi ile ROT dretimi azalmaktadir. Mitokondriyal
AOX miktarindaki azalma bitkilerin oksidatif strese
hassasiyetini arttirmaktadir [123]. AOX, sitosolik enerji
yikinun yiksek oldugu durumlarda Krebs doéngusinin
sirddriilmesi  veya oksidatif strese karsi  hicrelerin
korunmasinda muhtemel bir role sahiptir [124]. APX
ve/veya CAT enzimlerinden yoksun transjenik bitkilerde ve
asirt 1s1ga maruz kalan normal bitkilerde kloroplastik
AOX’un tegvik edildigi belirtilmistir [125]. Hekzavalent
Cr’un farkl konsantrasyonlarina (0—10 mg L™) maruz kalan
Salvinia minima  bitkilerinin  yapraklarinda ~ AOX
kapasitesinin arttigi bildirilmistir [58]. Agir metal stresi,
alternatif solunum yolunun ¢alisma kapasitesini arttirmasina
karsin [58, 126], AOX ile agir metal stresi arasindaki iligki
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur [127].
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Sekil 6. Reaktif oksijen tirlerinin (ROT) olusumunun
onlenmesinde  alternatif ~ oksidazin  (AOX)
fonksiyonu. (a) Mitokondri ve (b) kloroplasttaki
elektron transfer zincirinde, O,’nin 0O, ’e
indirgenmesinde  kullamilan elektronlar  AOX
tarafindan alinmakta ve bu elektronlar O,’nin
H,O’ya indirgenmesinde kullanilmaktadir
(Mittler [81] den degistirilerek).

4.6 Agir Metallerle fliskili Stres Proteinleri

Agir metal stresine kars1 hiicresel cevaplarla iliskili olarak
metallotiyonein [128], tiyoredoksinler [129], glutatyon
metabolizmasinin proteinleri [130], antioksidant enzimler
[131] ve sicakhik soku proteinleri [132] gibi agir metal
tesvikli genlerin teshisi, agir metal detoksifikasyonu ve
toleranst bakimindan énemli katkilar saglamustir.

Agir metallere maruz kalan bitkilerde sicaklik soku
proteinlerinin  (Heat Shock Proteins, HSP'ler) artan
Uretiminin bir agir metal cevabi oldugu bildirilmistir [11].
Molekdler agirliklar: 10 ila 70 kDa arasinda degisen birgok
stres proteininin agir metallerce tesvik edildigi belirtilmistir
[133]. Sicaklik soku proteinleri, bircok abiyotik stres
sirasinda zarar goren proteinlerin  korunmasi, onarmmi
ve/veya degradasyonunda fonksiyon goren genel stres
proteinleridir [134-136].

Agir metallere cevap olarak HSP70 ve kigik HSP’lerin
biriktigi ve bu proteinlerin  hiicre membranlarinin
korunmasinda fonksiyon gordiigi belirtilmistir [11]. ilging
olarak, agir metal stresinden once kisa sireli yiiksek sicaklik
uygulamasmmin membran zararini engelleyerek agir metal
toleransini  tegvik ettigi rapor edilmistir [137]. Piring
bitkilerinde disik molekiler agirlikli HSP (16-20 kDa)
mRNA seviyelerinin yiiksek sicaklik ve agir metal stresinde
arttigr  bildirilmistir  [138]. Bununla birlikte, Armeria
maritima, Silene vulgaris ve Lycopersicon peruvianum
bitkilerinde HSP17’nin agir metal stresine cevap olarak
biriktigi bildirilmistir [137-139]. Krom stresine maruz kalan
domates fidelerinde sicaklik soku proteini HSP90-1e ait
genin ekspresyon seviyesinin arttigi ve HSP90-1 proteini
hasarinin iyilestirilmesi ve hiicresel dengenin korunmasinda
rol oynadig1 belirtilmistir [140]. Sicakhik soku proteinleri
(HSP), hicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde goérev
yapan normal proteinlerin  katlanmasinda  molekuler
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saperonlar olarak fonksiyon goérmekte ve supramolekiiler
yapilarin olusturulmasinda veya polipeptitlerin ¢dkelmesinin
engellenmesinde onemli fizyolojik rol oynayabilmektedir
[141].

Abiyotik ve biyotik streslere cevap olarak ifade edilen gen
veya proteinlerin teshisi stres toleransi ile iliskili molekiler
mekanizmalarin  anlagilmast  icin  temel  basamag:
olusturmaktadir. Agir metallere maruz kalan bitkilerde
proteomik calismalara az rastlanmaktadir [121, 142]. Bu
caligmalarda, bitkilerin metal toleransinda GSH-bagimli yol
ile iligkili proteinler, antioksidant proteinler ve HSP’lerin
onemli rol oynadig1 bildirilmistir. Labra ve ark. [121], 300
ppm K,Cr,0; uygulamasina maruz kalan musir fidelerinde
antioksidant, detoksifikasyon ve glikolitik yol ile iliskili
proteinlerin seviyesinde artis oldugu saptanmustir. Ayrica,
musir fidelerinde Cr stresinin bir sonucu olarak seviyelerinde
artis belirlenen glioksalaz 1 enziminin ve
metallotiyoneinlerin - Cr’un detoksifiye edilmesinde rol
oynadig bildirilmistir [121].

5. Sonug

Bitkiler, hiicresel seviyede agir metallerin detoksifikasyonu
ve toleransimi kapsayan bir dizi potansiyel mekanizmaya
sahiptir [143]. Bitkilerin agir metallere cevabu ile iligkili bazi
genlerin teshisi molekiler yaklasimlar ile ortaya konmustur.
Kromun fizyolojik etkileri ile birlikte Cr alinimi, tagmimi,
birikimi, detoksifikasyonu ve toleransmi igeren temel
mekanizmalarin anlasilmasi, Cr ile kirlenmis alanlarin
fitoremediasyonu icin oldukga 6nemlidir. Bununla birlikte,
Cr ile kirlenmis alanlarin etkin sekilde fitoremediasyonu igin
kullanilabilecek hiperakiimilator tirlerin belirlenmesi, bu
bitkilerin Cr stresine karst gosterdikleri biyokimyasal ve
molekiler cevaplarin hicresel diizeyde arastirilarak agir
metal detoksifikasyonu ve toleransinda fonksiyon goren
metallotiyoneinler ve diger stres proteinlerini ifade eden
genlerin teshisi 6nemli olacaktir. Gelecek arastirmalarda,
agir metal detoksifikasyonu ve toleransi mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda agir metal, hiperakiimilator bitki ve
fitoremediasyon kapsaminda proteomik ve genomik
caligmalarin yapilmas: énemli veriler saglayacaktir.
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