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OZET

Bu arastirmada 6-7 haftalik Ispanak (Spinacia oleraceae L. cv. Gladiator) filizleri pestisit,
hormon ve pestisit+hormon spreylemesi sonrasinda 15 giin biiyiitiildii ve ekstrakte edilen yapraklarda
karbonik anhidraz ( CA ) enzim aktiviteleri tayin edildi. Bulunan CA aktiviteleri kontrol ve muamele

edilen bitkilerde karsilastirldl..

CA aktivitesinin biitiin pestisitler tarafindan inhibe edildigi belirlendi. 10" M absisik asit
(ABA) ve 10" M kinetin (KIN) haricinde ii¢ farkli konsantrasyonda uygulanan biitiin hormonlar CA
aktivitesini azalth. Pestisitler tarafindan meydana getirilen inhibisyon etkisinin ise degisik hormon

konsantrasyonlari ile ortadan kaldirildigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler : Karbonik anhidraz, pestisitler, bitkisel hormonlar.

ABSTRACT

In this study, the 6-7 weeks old spinach (Spinacia oleraceae L. cv. Gladiatér) seedlings were
grown up for 15-days after pesticide, hormone and pesticide+hormone had sprayed, and carbonic
anhydrase activities were established in the extracted leaves. The established carbonic anhydrase (CA)

activities, were compared with treated plants and control plants.
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We determined that CA activity was inhibited by all pesticides. All hormones which were applied
in three different concentrations except 10" M ABA and 10 M KIN, decreased the CA activity. It is

determined that the inhibition effect made by pesticides, removed with different hormon concentrations.

Key Words: Carbonic anhydrase, pesticides, hormones.

GIRIS
Karbonik anhidraz (=Karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz EC 4.2.1.1), CO,'nin
doniisiimlii  hidrasyonunu Kkatalizleyen ve Zn™® iceren bir enzimdir. Omurgalilarda,

omurgasizlarda, yliksek bitkilerde, alglerde ve bazi bakterilerde suirekli olarak bulunur (1).

Turnover sayisi en yiiksek olan enzimdir (2, 3). Canlilarda asagidaki reaksiyonu katalizler;

Co, + H,, << HCO, = H + HCO,

Karbonik anhidraz (CA), bitkisel dokularda en ¢ok yapraklarda bulunur (4). C, tipi
fotosentez yapan bitkilerin yapraklarinin hiicre kloroplastlarinda, C4 tipi fotosentez yapan bitki
yapraklarinda ise hiicre sitoplazmalarinda bulunur (5-8). Yapilan arastirmalarda bitki CA'sinin
¢oziinlr ve baglh olmak lizere iki formu bulundugu bildirilmistir. Coziinlir-CA, kloroplast
granalarinda daha ¢ok bulunurken hiicre sitoplazmalarinda daha azdir. Buna karsilik bagli-CA,
kloroplast tilakoitlerinde lokalize olmustur (9-11). Bitkilerde CA'nmin fonksiyonu onun

lokalizasyonu ile yakindan iligkilidir. Bu lokalizasyona bagli olarak fotosentezde elektron
transportuna Kkatilir ve elektron transport zincirinde (ETZ) elektron vericisi olan HCO",

iyonlarini temin eder (10, 12). Stroma tilakoitlerine bagli -CA, fotosentez esnasinda CO,
fiksasyonuna katilirken (13, 14), sitoplazmik CA ise CO,'yi transfer ederek hiicrede bikarbonat

havuzunu devam ettirir (13).

CA aktivitesi lizerine pestisitlerin ve hormonlarin etkilerinin arastirildigi calismalar
olduk¢a sinirlidir. Bir herbisit olan diuronun (13) ve siklohegzimidin (15, 16) CA aktivitesini
inhibe ettigi literatiirlerde kaydedilmistir. Ayrica bitkisel hormonlardan absisik asit(ABA),
indol asetik asit(IAA), zeatin ve benzil edeninin CA regiilasyonu iizerine etkili olduklar1 da

rapor edilmistir( 16,17).
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Bu caligmada, trin artist saglamak amacryla tarimsal miicadelede oldukga sik
kullamlan pestisitlerin; Uretimi artirllmak istenen bitkide CO, metabolizmasim etkileyip
etkilemeyecegi, olast aksakliklarin ise  bitkisel hormonlar tarafindan  diizeltilip
dizeltilemeyecegi arastirlldi. Bu amagla CO, metebolizmas: uzerinde etkin rol oynayan
karbonik anhidraz enzimi tlizerinde calisildi. Bu arastirma sonuclarinin pestisit ve hormon

kullanimina 1sik tutacagi inancindayiz.

MATERYAL VE YONTEM

Deneylerimizde kullandigimiz pestisitlerden deltametrin ve diklofop metil, Hoechst
(Agr Evo); siflutrin ve tiram, Bayer; benomil, Gilirkim A.S.; bitkisel hormonlar, Sigma
Chemical Company; diger kimyasal maddeler Fluka, Sigma ve E. Merc A.G.; 1spanak (Spinacia

oleraceae L. cv. Gladiator) tohumlari, Asgrow Seed Company'den temin edilmistir.

Deney Bitkilerinin Muamele Edilmesi : Ispanak tohumlan, acgik araziden temin edilen
humusca zengin toprak ve yikanmis kum (2:1 oraninda) karisimina ekilerek sera sartlarinda
¢imlendirildi. Deneylerin ilk serisinde 6-7 haftalik olan ¢imenlere (5) ticari olarak sebzeler igin
onerilen dozlarda hazirlanan pestisitler (deltametrin: 12.5 ppm, siflutrin: 25 ppm, benomil: 300
ppm, tiram: 1600 ppm ve diklofop metil: 550 ppm) spreylendi. Deneylerin ikinci serisinde
bitkisel hormonlardan absisik asit (ABA), giberellik asit (GA), indolasetik asit (IAA) ve kinetin
(KIN) ii¢ farkh konsantrasyonda (107, 10” ve 10" M) spreylendi. Deneylerin ucgunci
serisinde ise birinci seride uygulanan konsantrasyondaki pestisit ¢oOzeltilerine ayri ayri
olmak iizere son konsantrasyonlar1 10™ M ABA ve 10” M GA, IAA, KIN olacak sekilde ilave
edilerek spreylendi. Cozeltiler, % 0.01 oraninda tween-80 ilave edilerek hazirlandi ve
spreylemeye yapraklardan damlayincaya kadar devam edildi (18). Muamelenin 15. giiniinde
yapraklar Kesilerek aliiminyum posetlere 0.5 g tartildiktan sonra sivi azot (-60, -70 °C)
icerisinde dondurulup -30 °C'ta deneyler yapilincaya kadar saklandi. Biitiin kesme ve tartma
islemleri miimkiin oldugunca kisa zaman araliginda gergeklestirildi (en fazla 30 dakika) ve

biitiin deney serilerinde bir grup kontrol olarak ayrilip bu gruba yalnizca su verildi.

Ekstrakt Hazirlanmasi ve Aktivite Tayini : 1 g yaprak soguk havan icerisinde bir havan eli
yardimiyla oviitiildii. Oviitiilerek un haline getirilen yaprak ornekleri iizerine 0.001 M EDTA,

0.005 M 2-Merkaptoetanol iceren 0.025 M veronal tamponundan (pH=8.2) 5 ml ilave edilerek
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ornekler tampona alindi. 15000 x g'de 4 °C'ta 5 dakika santriflij edildikten sonra siipernatantlar
ayr1 ayr tiiplere alimarak agizlarn kapatildi ve aktivite ol¢iimii yapilincaya kadar 0-4 °C'ta

sakland1 (5, 19-21).

CA Aktivitesi, "C02-hidrataz aktivitesi" Ol¢iilmek suretiyle belirlendi. Bu metod
calismamizda, Wilbur-Anderson Yonteminin (Wilbur ve Anderson, 1948) Rickli ve ark. (1964)
tarafindan modifiye edildigi sekilde uygulandi1 (22, 23). Aktivite tayin islemlerinde su prosediir
takip edildi: 0.025 M veronal tamponundan (pH = 8.2) 2 ml, %0.04'liik brom timol mavisi
¢ozeltisinden 0.2 ml alinarak karistirildi. Bu karistma enzim ekstraktindan 0.2 ml ve doygun
CO, cozeltisinden 2 ml ilave edildi. CO, ¢oOzeltisi katildig1 andan itibaren indikatoriin mavi
renginin sarimsi yesil renge doniismesi (pH = 6.3) igin gecen siire (tc) belirlendi. Ayni siire
enzim ekstrakti olmaksizinda belirlendi (to). Enzim iinitesi (EU), 10 (tc/to) - 1 formiiliinden
hesapland1 (21) ve seyrelme faktérii olan 5 ile carpilarak EU/g yaprak olarak ifade edildi.
Kontrol grubu ve muamele gruplar i¢cin 3 tekerrur ile sonuglar verildi. Biitiin veriler Minitab

Paket Programu ile teste tabii tutularak ortalama, SS ve P degerleri tespit edildi.

SONUC VE TARTISMA
Bu arastirmada 6-7 haftalik 1spanak cimenleri, pestisitler ve bitkisel hormonlar ile
muamel edilmis ve karbonik anhidraz enzim aktiviteleri tayin edilmistir. Muamele edilen

bitkilerden ve kontrol bitkilerden elde edilen veriler Tablo 1-3'te sunulmustur.

Cesitli pestisit gruplarma ait 5 farkli pestisitin (insektisitler: Deltametrin, siflutrin;
fungusitler: Benomil ve tiram; herbisit: Diklofop metil) CA aktivitesi lizerine etkilerini gosteren
sonuclar Tablo 1'de gosterildi. Elde edilen verilerden, biitiin pestisitlerin degisen oranlarda CA
aktivitesini azalttig1 tespit edildi. Bu sonuclara gore bir insektisit olan deltametrin'in ve bir

fungusit olan tiram'in ¢ok 6nemli oranda (P<0.01) aktiviteyi azalttig1 sonucuna varildi.



Ankara Ecz. Fak. Derg., 30 (4) 19-29, 2001 23

Tablo 1. Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi lizerine pestisitlerin etkisini gosteren

sonuglar.
Pestisitler CA aktivitesi (EU/g yaprak)
Ort. %
Insektisitler Deltametrin 141.7 £ 7.5 ** 57.7
Siflutrin 180.0 £ 19,5 73.4
Fungusitler Benomil 208.3 £ 144 85.0
Tiram 42.3 £ 4.0 ** 17,3
Herbisit Diklofop 154.0+ 19,3 62.9
KONTROL 235.0 + 17,3 100.0

P>0.05(6nemsiz), **P<0.01(¢cok 6nemli)

Arastirmamizda bitkisel hormonlar (bliylimeyi engelleyici hormonlardan: Absisik asit
(ABA); biiyiimeyi tesvik eden hormonlardan: GA, IAA ve KIN 107, 107 ve 10° M
konsantrasyonlarinda uygulandi. Bitkisel hormonlar ile muameleye iligkin veriler Tablo 2'de

sunuldu.

Tablo 2'de sunulan veriler, ABAmin 107 ve 10° M konsantrasyonunda Onemsiz
(P>0.05) bir inhibisyona sebep oldugunu, 10" M'da ise aktiviteyi etkilemedigini;
GA'nin 107 ve 10"™ M konsantrasyonda énemli (P<0.05), 10° M'da ise 6énemsiz (P>0.05) bir
inhibisyona sebep oldugunu; IAA'nin biitiin konsantrasyonlarda aktiviteyi azalttigini ve bu
azalmanin seyrelen konsantrasyona paralel oldugunu; KIN'in 107 ve 10° M konsantrasyonda
aktiviteyi etkilemezken, 10" M'da aktiviteyi dnemsiz oranda azalttigin1 gostermektedir. Bu
sonuclara gore: ABA'min seyreltik konsantrasyonda; GA, IAA ve KIN'in ise derisik

konsantrasyonlarda aktivite lizerinde daha az etkili olduklar1 sonucuna varildi.
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Tablo 2. Karbonik anhidraz enziminin aktivitesi lizerine bitkisel hormonlarin etkisini gosteren
sonuglar.

CA aktivitesi (EU/g yaprak)

Hormon Konsantrasyonlari

Ort. %
ABA 10-7 M 142 £ 16.5 88.9
10-9 M 135 = 14.5 84.4
10-11 M 162 £ 10.4 101.2
GA 10-7 M 105 £ 14.7 * 66.0
10-9 M 133 £ 17.9 83.4
10-11 M 104 £ 2.3 * 65.3
IAA 10-7 M 137 £ 5.8 * 85.5
10-9 M 132 £ 8.1 % 82.8
10-11 M 122 £ 6.9 * 76.4
KIN 10-7 M 164 £ 12.0 102.5
10-9 M 159 = 0.0 99.3
10-11 M 135 £ 8,7 84.5
KONTROL 160 + 10.4 100.0

P>0.05(6nemsiz), *P<0.05(6nemli)

Pestisitler ile birlikte ABA 10-11 M; GA, IAA ve KIN 107 M konsantrasyonlarda
uygulandi. Sonuclar Tablo 3'te gosterildi. Pestisitler ile birlikte uygulanan ABA, tim
muamelelerde %22-55 oraninda inhibisyona sebep olurken GA, biitiin muamelelerde % 19-49
oraninda bir inhibisyona sebep oldu. IAA; insektisit siflutrin ve herbisit diklofop ile birlikte
uygulandiginda %24 oraninda aktiviteyi azaltirken fungusit tiram ile birlikte %5, insektisit
deltametrin ile birlikte %15.1 ve fungusit benomil ile birlikte %98 oraninda CA aktivitesini
arttirdl. Diger taraftan KIN, biitiin muamelelerde %4-49 oraninda aktiviteyi azaltirken insektisit
deltamethrin (%6) ve fungusit benomyl (%4) ile birlikte uygulandiginda meydana gelen

inhibisyonun 6énemsiz (P>0.05) oldugu tespit edildi.
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Tablo 3. Pestisitler ile birlikte uygulanan bitkisel hormonlarin karbonik anhidraz aktivitesi
uzerine etkileri.

Honmon+Pestisit Muamelesi CA aktivitesi (EU/g yapral)
Ort. %
Insektisitler Deltametrin 380 £0.0 77.7
+ Siflutrin 308 +£0.00* 63.0
=  Fungusiter Benonil 219 + 17.9%* 4438
< Tiram 141 + 104 ** 28,9
Herbisit Diklofop 233 + 15,0 ** 477
KONTROL 488 + 44.5 100.0
Insektisitler Deltametrin 154 +0.0 73.7
N Siflutrin 170 + 135 81.1
é Fungusitler Benomil 127 £20.5%* 60.8
Tiram 151 + 18,8 722
Herbisit Diklofop 107 £ 11.0* 51.0
KONTROL 209 +27,1 100.0
Insektisitler Deltametrin 388+ 1.007* 115.1
N Siflutrin 257 + 16.17** 76.2
p: Fungusitler Benomil 669 £70.40%* 198.5
= Tiram 355+ 1.00** 105.3
Herbisit Diklofop 259 + 1.00%* 76.8
KONTROL 337+ 0.58 100.0
insektisitler Deltametrin 318 +26,6 94.4
i Siflutrin 180+ 20.2 * 534
Z Fungusitler Benomil 21 +283 95.2
. Tiram 238 + 32,9 * 70.6
Herbisit Diklofop 172 + 17.5 ** 51.0
KONTROL 337+ 0.0 100.0

P>0.05(8nemsiz), *P<0.05(6nemli), **P<0.01(cok nemli)

Bu arastirmada uygulanan biitiin pestisitlerin karbonik anhidraz aktivitesini degisen
oranlarda inhibe ettikleri belirlendi (Tablo 1). Pestisitler igerisinde bir fungusit olan tiramin en
yiiksek oranda, insektisitlerden deltametrin ve siflutrin ile herbisit diklofop'un degisen

oranlarda ve fungusit benomylin en diisiik oranda aktiviteyi azalttig1 tespit edildi.
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Karbonik anhidraz aktivitesi tizerine etkilerini arastirdigimiz pestisitler ile ilgili olan
caligmalarin yapildig1 literatiir kayitlarina rastlanmamistir. Ancak fotosentez inhibitorleri
siklohegzimid ve kloramfenikol (16) ve herbisit diuron (13) ile bezelye yapraklarinin; bir
herbisit olan atrazin (24) ile karanlikta misir yapraklarinin muamele edilmesi sonucunda CA
aktivitesinin azaldig1 rapor edilmistir. Ayrica bir insektisit olan siflutrinin sigir (BCA) ve insan
CA izoenzimleri (CAI ve CAII) lizerine in vitro inhibisyon etkisi gosterdigi literatiirlerde
kayithdir (25). Bulgularimiz, uygulanan pestisitlerin CA aktivitesini inhibe etmek suretiyle
dolayl yoldan fotosentez lizerinde olumsuz etkiye sahip olabileceklerine isaret etmektedir. Zira
CA, fotosentezin 1sik reaksiyonlarina katilir (26) ve spesifik inhibitorleri fotosentezi de inhibe
eder (21, 26, 27). Diger yandan uygulanan pestisitlerin herbirinin farkli kimyasal yapiya sahip

olmast nedeniyle CA aktivitesini degisen oranlarda inhibe ettikleri kanaatindeyiz.

Arastirmamizda bitkisel hormonlardan ABA, GA, IAA ve KIN ii¢ farkh
konsantrasyonda uygulandi. Hormonlardan yalnizca ABA'nin seyreltik (10" M) ve KIN'in
derisik (10) konsantrasyonda CA aktivitesini etkilemezken diger biitiin konsantrasyonlarda
uygulandiklarinda CA aktivitesini azalttiklar tespit edildi (Tablo 2). Bizim ABA ve IAA ile
ilgili bulgularimiz Sugiharto ve ark. (1992)'min musirda yaptiklart calismadan elde ettikleri
bulgular ile benzerlik gostermektedir (17). Bu arastirmacilar, ABA ve IAA'min karbonik
anhidraz mRNA'sin1 bir miktar azalttigim gostermiglerdir. Bu calisma 1siginda ABA ve
IAA'nin, DNA'dan mRNA sentezini engellemek suretiyle CA aktivitesini azalttiklar

soylenebilir.

Arastirmamizin son béliimiinde 10" M ABA; 107 M GA, IAA ve KIN hormonlar
pestisitler ile birlikte 1spanak c¢imenlerine spreylendi. ABA, pestisitlerin azalttigit CA
aktivitesini deltametrin haricinde daha da azaltti. GA, tiramin azaltti§i CA aktivitesini 4 kat
arttirmasina ragmen artig kontrol seviyesine ulasmadi. TAA; deltametrin, benomil ve tiram
tarafindan azaltilan CA aktivitesini arttirarak kontrol seviyesinin tizerine cikarirken KIN'm de
IAA'ya benzer etki gosterdigi tespit edildi (Tablo 3). Fotosentez inhibitorlerinden
siklohegzimid ile muamele edilen bezelye yapraklarinda meydana gelen CA inhibisyonunun
ABA muamelesi ile cok az miktarda kontrole yaklastigi, fakat kloramfenikol ile muamele edilen
yapraklarda CA aktivitesinin ABA vasitasiyla azaldig: literatiirlerde kaydedilmistir (16). Tiram
ve deltametrin tarafindan meydana getirilen CA inhibisyonunun pestisitler ile birlikte
uygulanan biitiin hormonlar tarafindan azalmasi, buna mukabil 10" M IAA tarafindan kontrol

seviyesine gelmesi, bu arastirmanin en dikkate deger sonucudur.
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Bu arastirmaya dayanarak, insektisitlerden deltametrinin ve fungusitlerden tiramin

tarimsal alanlarda kullanimi esnasinda 107 M IAA ile birlikte kullanimmin faydali olacagini

oneriyoruz. Misir CA'st lizerindeki regiile edici etkisi g6z Oniine alinarak zeatin (17)

hormonunun 1spanakta pestisitler ile birlikte uygulanarak CA aktivitelerinin belirlenmesi ile

hem daha olumlu neticeler alinabilecegini, hem de CA regiilasyonunun aydinlatiimasi ile ilgili

onemli bir mesafe alinacagini diisliniiyoruz.
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