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OZET

Anahtar kelimeler: Tere(Lepidium Sativum), sUperoksit dismutaz, katalaz,
peroksidaz, polifenol oksidaz, Fe, Cu, Co, Pb, Cd

Bu aragtirmada, tere bitkisinde stperoksit dismutaz (SORatalaz (CAT),
peroksidaz (POD) ve polifenol oksidaz (PPO) aktieti Uzerine bitki icin esas
elementlerden olan Fe, Cu ve esas olmayan elemdeleolan Co, Pb ve Cd'nin
etkileri incelenmgtir. Bitkilerin blyutuldigi ortama 2 gun ara ile farkli
konsantrasyonlarda FeCICuSQ, Pb(NQ),;, CoCL ve CdC} cozeltileri stres
faktorleri olarak uygulanngtir. Bitkiler, 4-5 yaprak, belirli bir buylkige ersince
hasat edilmitir. Bitki yapraklari ekstrakte edilerek enzim elddilmitir. Bu
enzimlerden SOD, CAT, POD ve PPO aktiviteleri ahgigtar.

Fe, Cu, Co, Pb ve Cd stresleri sonucunda SOD, GZaD, PPO aktivitelerinin
arttigi belirlenmgtir. Bitkideki strese cevapta, SOD, CAT, POD, PPQimlerin
onemli rolleri old@gu bilinmektedir. Sonuc¢ olarak, bu enzimlerin Fe, Co, Pb ve
Cd stres etkilerinin uzakjirilmasinda da dnemli roller afgidGstinilmektedir.
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INVESTIGATION IN SOME ENZYME ACTIVITIES AT CRESS
(Lepidium Sativum) INTERACTED WITH METALS

SUMMARY

Key words: cresgLepidium Sativum), superoxide dismutase, catalase, peroxidase,
polyphenol oxidase, Fe, Cu, Co, Pb, Cd

In this study, the cresfLepidium Sativum) plant superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase (POD) and polyphenotiase (PPO) activities were
investigated for the plant on the basis of the elet$ Fe, Cu and non-essential
elements of the Co, Pb and Cd. Environment whegdasfts raised , FegICuSQ,

Pb (NQ) 2, CoChL and CdCJ were applied with an interval of 2 days with drént
concentrations solutions as stress factors. Plaate harvested 4-5 sheets when size
reached a certain. Plant leaves were extracte@aryine was obtained. SOD, CAT,
POD and PPO activities were measured from thesgres

Generally, SOD, CAT, POD, PPO activities were iasetl as a result of statistical
Fe, Cu, Co, Pb and Cd stresses. SOD, CAT, POD, éMR¢mes are known to play
important roles in the plant response to stressaAssult, the important roles of
these enzymes are thought Fe, Cu, Co, Pb and @tiremoval of the effects of
stress.
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BOLUM 1. GiRiS

Ozellikle yirminci yuzyilin ikinci yarisinda endiisigelisimine bal olarak ortaya
¢cikan ve artarak devam eden ekosistem Krliginumuzde butin canhlar tehdit
eder bir duruma gelstir. Bu tehdit bitkiler Gzerinde c¢ok fazladir. Bilr
yasadiklari cevrelerde yamlarinin her safhasinda bir veya daha fazla olaryela
karsilasinca 6nemli derecede strese maruz kalirlar. Stresresel ve biyolojik
faktorlerin ayri ayri ya da birlikte fizyolojik ojdarda belirgin dgisimler meydana
getirmesidir. Pek ¢ok tanimi olmakla birlikte stte@saca; bitkilerde zarar meydana
getiren potansiyel gic olarak kabul edilir. Bitkilbu stres durumunu ortadan
kaldirmak, sakinmak veya smak icin c¢aitli biyokimyasal ve fizyolojik
mekanizmalarini devreye sokarlar. Bu mekanizmal&epkilerinin sinirli olmasi
sebebiyle, bitkiler bir veya daha fazla olumsgertlara kagi sinirl bir cevap
kapasitesine sahiptirler [1,2].

Ulkemizin gerek hizla sanayiimesi ve gerekse her gecen giin artan bir trafik
yogunluguna maruz kalmasi ger bircok Kkirleticiyle beraber gar metallerin de
cevredeki miktarlarini arttirmaktadir. Bu durum likke aktif hareket etme yetegie
olmayan bitkilerde hga Grin kaybir olmak Uzere birgcok olumsydAu neden
olmaktadir. Cgtli agir metal iyonlarinin in vitrgsartlarda tergLepidium Sativum)
Uzerindeki etkilerinin ardurildigi bu calsma ile Ulkemizde konu Uzerine dikkat
cekmek ve bu konudaki ¢gitnalara katkida bulunmak amaclagtmi

Bitkiler atmosferden, gubrelerden, atik su ve caaarveya tarimda kullanilan
inorganik pestisitlerden topga bulgmis olan &ir metalleri degimlerine gore

biriktirme egilimindedirler. Tarim Urunlerinde insan ve hayvaaskenmesinde
olumsuzluk meydana getirecek diuzeyder anetal birikimine rastlanmaktadir.

Bu tur elementler solunum ile veyagdr yollardan blnyeye artan dozlarda



alindginda, s6zu edilen kaynaklarin icegdidusik miktarlar bile risk etmeni
sayilabilecek nitelik tamaktadir [3].

Serbest radikaller hiicre ici reaksiyonlara zarareneve toksik etki gdsteren
bilesenlerdir. Genellikle saldiri hedefleri somatik heéler veya bgisiklik sistemidir.

Dis orbitallerinde bir veya daha fazlsslesmems elektron icerdikleri igin, bu

elektronlarini paylgabilmek icin dger molekuller ile hizli birsekilde reaksiyona
girerler [4]. Serbest radikaller hem normal metamwhnin hem de toksik maddelerin
etkileri sonucu yan Uriin olarak eabilirler. Orngin radyasyon, sigara dumani,
ekzoz gazlar, deodorantlar, kimyasal maddelesehtisit ve peptisit olarak bilinen

bdcek dlduruculer serbest radikal @lmuna sebep olmaktadir [4,5].

Serbest radikaller hiicre zarinda bulunan proteipmcalayarak hiicre yapisina zarar
veren; hiucre ggalmasini ve buyuimesini @ayan niukleik asit'e (DNA’'ya) etki edip
yapisini bozan bikkler olduklari icin nétralize edilmeleri gerekmekiir. Reaktif
oksijen tdrlerinin olgumunu engellemek veya ghn radikallerin hicreye zarar
vermesini Onlemek amaci ile vicutta bircok savunsistemi (mekanizmasi)
gelismistir. Antioksidan tirlerine kar vicutta olgan bu savunma sistemlerine

antioksidan savunma sistemleri denilir [6,7].

Tere (epidium sativum), kuoltir bitkisi olarak Anadolu'da bolca ygitrilir.
Anavatani Asya kitasidir. Bir veya iki yillik otduitkidir. Yapraklar toplu, dili
kenarl ve tayludur. Sert kokulu ve baharatl btkidlir. Kok ve tohumdan tretilir.

Tere (epidium sativum), turpgiller (Brassicaceae) familyasindan, yapaaktalata
olarak yenen bir bitki tiradur, vicuttakigakimini hizlandirir, hazmi kolafarir,
idrar sokturtcudurstah agici 0zelfii vardir, karagter ve safra kesesi hastaliklarina
faydalidir, 6dem sokturticidir. Sigaranin zararlaamaltir. ince yapraklari gince
acllatigl icin ¢ig yemek gerekir. Ayrica icinde bircok vitamin banirah bir bitkidir
[8,9].



Kadmiyum; oksidatif stresi olturan; genel bitki metabolizmasinda c¢cok oneml
zararl etkilere sebep olan en toksigirametaldir. Fosforlu glibre ve aritma
camurlarinin uzun sureli kullanilmasi nedeniyle yiimn bircok bélgesindeki tarim
topraklari az veya orta dizeyde kadmiyum birikimimearuz kalmaktadir.
Kadmiyum toprak-bitki sistemindeki yuksek mobilitesedeniyle kolaylikla besin
zincirine dahil olabilmekte boylece bitki, hayvaa wnsan sgigl acgisindan tehlikeli
olabilmektedir. Bitkiler tarafindan alinan ve bitkiinyesinde biriktirilen kadmiyum,
protein sentezi, azot ve karbonhidrat metabolizmanzim (nitrat rediktaz)
aktivasyonu, fotosentez ve klorofil sentezi gibirghk metabolik aktivitenin
bozulmasina neden olmaktadir. Bitki bunyesinde kgdm biriktiriimesinin
sonucunda verim ve kalite azalmakta, dolayisiylandin dizeyde Urin kaybi
meydana gelmektedir. Bunun yani sira ginimuigullerinda orti altinda ygun
gubre kullanimiyla yegtirilen trinlerin kullanildgl modern toplumlardaki insanlarin
kadmiyum toksisitesinden kaginmalari imkansiz gidiinmektedir. Kadmiyum ve
bilesenleri bobrekler ve karggerde birikerek ylksek tansiyon, ager kanseri,

kemik erimesi ve kansizlik gibi 6nemli rahatsiznd neden olabilmektedir[10].

Kursun; bitkiler icin kuvvetli toksik bir elementtir. Amiktarda dahi bitkide toksik
etki gosterir. Y&l yapraklarda solma meydana gelir. Mitozun inhddenasi ile
govde ve kok buydmesini engeller. KloroplastlardaPA sentezinin bozulmasi,
fotosentezin inhibe olmasi, solunum, £@ksasyonu ve su metabolizmasinin
bozulmasina neden olur. Hicrede stomalarin kapanntascre ceperlerinin
esneklginin azalmasi, elektron transfer reaksiyonlarinemzim aktivitelerinin
olumsuz etkilenmesi, mitokondri, nukleus ve niklakit yapisinin bozulmasi,

elektrolit dengesinin olumsuz yénde etkilenmesi bdsarlara neden olur [11].

Demir; bitkiler tarafindan az miktarda alinan bleraenttir. Metabolizma igin iz
halinde varlgl gereklidir. Demirin klorofil ve protein biyoserti@de 6nemli roli
vardir. Bitki tarafindan yanlizca Feformu alinmakta, F& formu ise topraktaki
mikroorganizmalar tarafindan ddiime @radiktan sonra alinabilmektedir.
Enzimlerin yapisina katilmaktadir. Noksg@nmhda bitkideki butin kimyasal
reaksiyonlar olumsuz etkilenmekte, klorofil sentgerilemektedir. Demir ortamda

asir bulundigunda ise oksidatif strese neden olmaktadir [12].



Kobalt; topraklardaki bulunuformlari C* ve C&* seklindedir. Co uygulamasi ile
patateste gasta icefti yuksek daha fazla yumru Grind elde egjdidomateste
meyvelerin daha iri oldtu, hicre buyumesinin geik edildigi, peroksidaz
aktivitesinin geriletilerek P-indol asetik asit palanmasinin yagkadigl, enolaz ve
pirivik asit kinaz gibi enzim aktivitelerinin aggti belirtiimistir. Bitki gelismesi
Uzerine kobaltin olumlu etkisi vardir. Tum bu olg@ kagin ginimuzde ytksek
bitkiler icin kobaltin mutlak gerekli oldiunu gosteren yeterli bir kanit
bulunmamaktadir. #ri miktarda bitki tarafindan alinginda toksik etki yaratmakta
ve oksidatif strese sebep olmaktadir [13].

Bakir; metabolizma icin iz halinde vail gereklidir. En 6nemli roli fenolaz,
askorbik asit oksidaz ve tirosinaz gibi redoks emerinin kofaktor olarak
bilesimlerine katilmasidir. Bakir bitkide redoks reaksiarinda katalitik gorev
Ustlendginden bakir eksikfii solunumda enerji akini ve fotosentezi olumsuz
etkiler. Bitkilerde lignifikasyon (oduniana) eksiklgi veya kaybi, bakir eksikiinin
spesifik bir gostergesidir. Cusia oldugunda oksidatif strese sebep olabilir. Bakir
fazlalg! toksisitesi ise genellikle sararma halinde kendibsterir. Bakir toksisitesi
ilk 6nce kok uclarinda goruldr, yan koklerin gehi engellenir. Kok sistemindeki
zayiflama dger elementlerin absorpsiyonunu azaltir, boylecelbigy engellenir
[14].

1.2. Literatur Calismasi

Bitkilerde hiicresel SOD, CAT, POD, PPO aktivitaterietki eden faktorlerle ilgili
bircok calsma bulunmaktadir. Bitkide metal stres faktorler@®D, CAT, POD,
PPO enzimlerinin yaniti faktorin kullanimi ve uyaudigl zamana, bitkinin gelime

durumuna, dokusuna ve bitki tirlerinegbalarak farklilik gosterebilmektedir.

Domateste sodyum klortir (NaCl) tipi tuz vesira metal (CdCJ) streslerinin
antioksidan enzimler Uzerine etkilancelenmgtir. Bitkiler; tuz (0, 100, 200 mM

NaCl), kadmiyum klortr (0, 100, 200 uM Cdithe tuzCdd, kombinasyonlarina

maruz birakilmgtir. Calsmanin sonunda elde edilen bulgulara gore; tuz, Cu€l



tuz+CdC} kombinasyonlari calilan bitki antioksidan enzimlerinden siperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesini her iki domates vargatde cok fazla destirmemistir.
Bununla beraber, stres uygulamalari ile tuza negspéoleransl varyetenin katalaz

(CAT) aktivitesi artarken, tuza duyarl olan vas@e azalngtir [15].

Bazi misir cgtleri Uzerinde, kadmiyum (Cd) ve kun (Pb) &r metalinin
antioksidan enzimler Uzerine etkilerincelenmgtir. Misir  casitleri  farkl
konsantrasyonlarda Cd (0, 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 m®Pb (0, 1, 2, 4 ve 6 mM)
stresine maruz birakilgtir. Deneme sonucunda Cd ve Phramnetallerinin, misir
¢esitlerinin yapraklarinda toplam SOD ve POD enzinmari aktivitelerinde belirli
konsantrasyon arginda genellikle ar§l seklinde onemli dgisiklikler meydana

getirdigi saptanmytir [16].

B'a dayanikli (Anadolu) ve hassas (Hamidiye) argsitlerinde B toksisitesinin
yarattgl antioksidan etkilgmleri incelenmgtir. Bitkilere 5 ve 10 mM Borik asit
uygulanarak yegtiriimis ve deneme sonunda SOD, CAT enzim aktiviteleri
belirlenmitir. B toksisitesi SOD, CAT aktiviteleri her iki g¢te de B toksisitesine
bagl olarak dgismems, hassas galin koklerinde toplam SOD ve CAT aktivitesi
artmstir. Dayanikli ¢eidin kok CAT aktivitesi artmy, SOD aktivitesinde bir
desisme olmangtir [17].

Tuz stresinin  karpuz Qjtrullus lanatus (Thunb.) Mansf.) yapraklarindaki
antioksidatif enzim aktiviteleri (Superoksit disramt SOD, katalaz-CAT) Uzerine
etkisini belirlemek icin bir cagma yapilmgtir. Tuz uygulanan karpuzlarda, tuza
tolerant genotiplerin SOD ve CAT enzim aktiviteten duyarl olanlara gore cok

yuksek oldgu saptannstir [18].

Antioksidatif enzimler Gzerine cokluga metal basincinin etkisi iki mangrov
(hindistansakizgaci) kokleri ve yapraklari icin incelengtir. Kontrol altinda
yetistirilen Kandelia candel ve Bruguiera gymnorrhizayéaCl PB*, Cd*, ve
Hg?"nin farkli konsantrasyonunu iceren gida solisyomrilmis ve bitkilerin
yapraklari ve kokleri iki ay sonra hasat edgtimi Agir metalli bitkilerin yapraklari
suiperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POD) &kkani ve katalaz (CAT)



etkinligi K. candel iginde artarken, B. Gymnorrhiza i¢irggenez kalmgtir. Kontrol
ile kiyasta, yuksek ygunluklu metal- basingli bitkilerin koklerinde SOBQAT ve
POD etkinliklerinin dinamik gilimi tumu yukselm$ daha sonra gindstir. Enzim
aktivitelerindeki ary K.candel'in B. gymnorrhiza'den yiksekgymluklu metallerin

daha genioldugunu gosternstir [19].

Soya Cd metali ortaminda ygtrilerek peroksidaz (POD) etkinlikleri, katalaz AT)
etkinligi ve polifenol oksidaz (PPO) etkigli incelenmitir.. Artan kadmiyum
konsantrasyonunda CAT aktivitesi azalirken, POD RO enzim aktiviteleri

desismemitir [20].

Al stresi ylzunden reaktif oksijen turleri Uretirdeki arty, SOD gibi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini dgistirmektedir. Duk B+disik Mo uygulanmasiyla soya
fasulyesi yapraklarinda, Zn eksikinde fasulyede ve pamukda, Cd uygulaninca
bezelye ve Helianthus annuus yapraklarinda ve haeuturpun koklerinde SOD
aktivitesinin azaldil tespit edilmgtir. Cu aycic& yapraklarinda, Zn cavdar
yapraklarinda, Pb bezelye koklerinde ve €wker kamginda SOD aktivitesini
artirmstir. Cd uygulanmasiyla bazi bitkilerde SOD aktisiten dezsismedii de
bulunmutur [14].

Dusik B+dsuk Mo wuygulanmasiyla soya fasulyesi yapraklarinda)
uygulanmasiyla soya fasulyesi fidelerinde, Cd gartia Phaseolus vulgaris, Lemna
minor, bezelye, biber ve aycige yapraklarinda, Phaseolus aureus'daker
kamsinda, havuc ve turpun koklerinde CAT aktivitesimpaldgl tespit edilmgtir.
Cu uygulanan bitki tdrlerinde, Al uygulanan pirityapraklarinda, Pb uygulanan
bezelye koklerinde, Cd uygulanan arpa kokleringeker kamginda, Raphanus
sativus’da ve Agropyron repens’de CAT aktivitesinamttigi bulunmytur. Cu
fazlaliginda aygicgi yapraklarinda, Cd uygulamasi ile soya fasulyesir@AT
aktivitesinin  dgismeden kaldii tespit edilmgti. Cu uygulanan domates
yapraklarinda, ©once CAT aktiviteleri gecici olarakrtarken yiksek Cu

konsantrasyonlarinda ise CAT aktiviteleristhiistir [14].



Dusuk B+disuk Mo uygulanmasiyla soya fasulyesi yapraklarin@dd, uygulaninca
bezelye yapranda, Phaseolus aureus’da, havuc¢ ve turpun kokleriPOD
aktivitesinin azaldil tespit edilmgtir. 10 ve 20 mM B uygulanmasi ile tatln
hicrelerinde, Cu ve Zn uygulagthda fasulye yapraklarinda, Cu fazishda
aycicesi yapraklarinda, Cd eklenmesinden sonra Ceratopmytilemersum’da ve A.
Thaliana’da POD enzim aktivitelerinin argnoldugu bulunmgtur. Cu uygulanan
domates yapraklarinda, énce POD aktiviteleri geoiarak artarken yiksek Cu
konsantrasyonlarinda ise POD aktivitelerismiistir. Cd uygulanan ladin gaci

yapraklarinin POD aktivitesi biangicta artarken, daha sonragmhiistir [14].

Gram (Cicer arietinum L. cv. Avrodhi) ile yapilamr lgalismada, yapraklarda diik
ve alirl B uygulamasinda ve Japon turpu koklerindelgedibir calsmada B, PPO
aktivitelerini dgurmistir. Aycicezsinde yuksek ve diik Cu uygulamasi ile
yapraklardaki, bgdayda Cu veya Zn eksikinde yapraklardaki ve havug ve turpun
koklerinde artan Cd konsantrasyonlarinda PPO a&&teri digmistir. Soya
fasulyesi ve titin yapraklarinda B uygulamasinin Marsilea minuta’ya Cd
uygulanmasinin PPO aktivitelerini arttigdtespit edilmgtir. Misir yapraklarinda, Cu
eksikliginde PPO aktivitesi digrken airi Zn ile bu aktivite duzeltilngtir. Misir
tohumlarinin embriyo ve endosperm dokularindaki PRRKiivitesi digik B
konsantrasyonlarinda (0.1 ve 1 mM) artarken, B’un &onsantrasyonlarinda (10 ve
20 mM) dimistir. Cu uygulanan domates yapraklarinda, 6nce PRDitaleri
gecici olarak artarken yuksek Cu konsantrasyordarinse PPO aktiviteleri
dUsmusttr [14].

Bu calsmanin amacl, @r metal etkisi altinda ter@_epidium Sativum) bitkisinde
bazi enzim (Superoksit Dismutaz, Katalaz, Peroksid®olifenol Oksidaz)

aktivitelerinin belirlenmesidir.



BOLUM 2. ENZIMLER

2.1. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

Biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen protein y@apdaki maddelere enzim denir.
Enzim kelimesi mayada bulunan anlamina gelir. Buddeser kendileri bir
desisiklige ugramadan hicre icinde meydana gelen reaksiyonlammiharttirirlar
[21].

Enzimler, biyolojik sistemlerin reaksiyon katalifnidirler; biyokimyasal olaylarin
vlicutta yaam ile uyumlu bir sekilde gerceklgmesini sglayan kimyasal
maddelerdir. Biyolojik katalizorler olarak da tardaman enzimler; besleyici
molekdillerin yikildgi, kimyasal enerjinin depolanglive seklinin dezistirildi gi, basit
prekursorlerden biyolojik makromolekillerin yapgdimetabolik yollarda yuzlerce
reaksiyon basangani katalize ederler. Enzimlerle katalize edilepkieneye katilan
kimyasal molekullere substrat adi verilir. Enzimlspesifik kimyasal reaksiyonlari
hizlandirirlar; substratlari icin yiksek derecedpestiteye sahiptirler; sulu
cozeltilerde cok 1hmli sicaklik ve pH durumlartiatla fonksiyon gdsterirler.
Metabolizmaya katilan bircok enzimin bazilari dUegiti enzimlerdir. Enzim
sistemleri, dizenleyici enzimlerin etkisi vasitda)yyaami surdirmek icin gerekli
bircok farkli metabolik aktivite arasinda uyumlur letkilesim olusturmak Gzere
ayarlanir. Duzenleyici enzimler, g#i metabolik sinyallere katalitik aktivitelerini
gerektgi sekilde deistirerek cevap verirler. Biyokimya tarihgcesinin &0 enzim
argtirmalarinin taringesidir. Enzimlerin incelenmeringok buytk pratik 6nemi
vardir. Ozellikle kalitimsal genetik bozukluklagibazi hastaliklarda dokulardaki
bir veya daha fazla enzimin eksikliveya tam yoklgu s6z konusu olabilir; anormal

sartlar, spesifik bir enziminsar1 aktivitesi nedeniyle okmus olabilir. Bu nedenle



kan plazmasindaki, eritrositlerdeki veya doku Oteekdeki belli enzimlerin
aktivitelerinin dlgtlmesi, hastaliklarin tanisiginemlidir [22].

Biyokimya tarihinde argirmalarin buydk c¢gunlugunu enzimler Gzerindeki
calismalar olgturmuwtur. Kataliz olay ile ilgili ilk 6nemli denemelet760-1825
yillari arasinda midedeki enzimatik sindirim tGzeenyapilmgtir. Belirli bir enzim

tzerindeki ilk cagmayr 1835 yilinda S.S. Berzelius gercglitenis, diastazin
nisastayl “in vivo” olarak sulfirik asitten daha ysi&k verimde hidrolizledini

gostermgtir [21].

1860 yilinda Pasteur fermantasyon olayinin enzorlergerceklgtirildi gini
gostermg, bu ylzden enzimler icin “ferment” kelimesi katilmaya bganmstir.
Enzimlerle ilgili en 6nemli gelime, 1926 yilinda Summer’in Ureaz enzimini
kristallendirdikten sonra protein yapisinda birepk oldugunu ortaya koymasidir.
Bugun yaklaik 2000 kadar enzim tanimlargnenzimlerin birggu saf halde elde
edilip kinetikleri incelenmi ve 200’den fazlasi da kristallendirilgtir [21].

2.1.2. Enzimlerin genel 6zellikleri

Enzimlerle ilgili pek ¢cok konu aydinlatilmiolmakla birlikte, hala yeni enzimlerin
saflagtiriimasi, 6zelliklerinin ve kataliz mekanizmalannaydinlatiimasi igin ygun

arastirmalar yapiimaktadir. Enzimlerle ilgili biyokimy@dalina enzimoloji denir.

Enzimler dgal olarak yalnizca canlilar tarafindan sentezlgmertein yapisinda olan
biyolojik katalizérlerdir. Hlicre icerisinde meydagalen binlerce tepkimenin hizini
ve Ozgullguna dazenlerler. Cok defa hlcresidda da etkinliklerini korurlar.
Solunumun, biyumenin, kas kasiimasinin, sinirdégiimin, fotosentezin, azot
baglanmasinin, deaminasiyonun, sindirim gibi birgogtesmin temelini olgtururlar.

Canl hucrelerde tepkimeler kural olarak 0 - 50 fWgunlukla da 20 — 42 °C
arasinda meydana gelir. Bu sicaklikta tepkimelelusmasi biyokatalizér denen

enzim ya da fermentlerle olur. Bu, aktivasyon asgrnn diirtlmesi ile olur [22].

Enzimler mol kitlesi 18-10P akb arasinda gesen biiyiik molekillerdir. Enzimler

reaksiyon hizini 1010% defa arttirabilirler. Orngn CO,’'nin suyla etkilgerek
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karbonik aside doninesini katalizleyen karbonik anhidraz enzimi 1 gade 16
tane CQ molekulinin reaksiyona girmesinigsar [23].

Enzimlerin katalizleme gucu gkr kimyasal katalizbrlere gore cok fazladir.
Biyokimyasal katalizérler, reaksiyon hizini 2(kat arttirirken, dier katalizorler
10°—10" kat arttirabilmektedir [24].

Enzimlerin katalizor olarak etki egiimaddelere substrat denir [23,24,25]. Enzimler,
hem katalizledikleri reaksiyon tiplerine hem de rigtidonigturdukleri substratlara
karsi son derece spesifiktirler. Genellikle tek bir kmsal reaksiyonu veya ayni tip
benzer reaksiyonlari katalizlerler. Substratlaresikapesifikleri ise oldukc¢a yuksek
hatta bazen mutlaktir. Birbirlerine ¢cok benzeyendd®eri, hatta ayni maddenin
stereoizomerlerini bile dogiime gratmazlar. Bu yiksek segicilik sayesinde en basit
bir hiicrede bile ayni anda binlerce biyokimyasalkstyon meydana gelmektedir
[25].

Bazi enzimler tek barina katalizor olarak etki edebildikleri halde zdarinin
proteinlerden farkli yapida maddelere ihtiyaci wardEnzimlerin aktivitesini
gosterebilmesi icin gereken bu maddelere kofakémird Kofaktorler bir metal iyonu
olabilecgi gibi koenzim adi verilen bir organik molekil dé&bilir. Bazi enzimler
her ikisini birlikte kullanir. Enzim kofaktor komeksine holoenzim denir. Kofaktér
ayrilinca kendi b@ana biyolojik aktiflik gosteremeyen protein kismiisg apoenzim

adi verilir.

Bazi kofaktorler enzime gegk balanir ve diyalizle ayrilabilirler; bazilar ise
enzimle kovalent hdar yapar ve enzimden kolayca ayrilamazlar. Blkafaktorlere
prostetik grup denir [25,26].

Apoenzimlerin protein yapisindaki turleri ve digiiri her enzimde farklilik gosterir.
Bu nedenle enzimin Ozelini ve Ozgulligini belirleyen kisim apoenzimdir.

Apoenzim, enzimin dializ edilemeyen ve isiya daghiasmidir [23,24].
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Apoenzimler tek bgarina aktivite gOsteremezler, ancak koenzimleikieyken
katalitik aktivite kazanir. Metal iyonlari Lewis ids olarak davrandiklarindan
elektron cifti alicisidir. Biyolojik acidan 6nemkarboksil ucundan hidrolizler.
Enzimin aktivite gostermesi icin parcalaygcarotein karboksil grubu, enzim aktif
bolgesini olgturan histidin 69,196 ve glutamat 72 ile bir koenzlan Zrf* arasinda
koordinasyon kompleksi ofturmasi gerekmektedir. Metal iyonu ile ghm bu

koordinasyon kompleksinin konformasyonu sonucuroptn kataliz gercekkgr.

Koenzim olarak kullanilan énemli maddelerden bidg vitaminler veya onlarin
turevleridir. Bu amacla genellikle B grubu vitananl kullantlir. Bu maddeler,
yerdesistirme tepkimelerinde ¢ok, yikseltgenme-indirgenmgkimelerinde daha az
oranda kullanilirlar. Nikotinamid adenin diniiklab{NAD"), bir cok yiikseltgenme-
indirgenme tepkimesinde yer alan bir koenzimdirkdtinamid halkasi, adenin
halkasi ve iki riboz halkasinin bigimesinden olgmustur. YUukseltgenme-
indirgenme reaksiyonu nikotinamid halkasindaki armimerinden yarir. Nikotinik
asit dger adi B grubu vitaminlerinden birisi olan niasindB6 vitaminleri olan
piridoksal, piridoksamin ve piridoksin de amino pgiarinin bir molekultinden
digerine transferinde gorev alirlar [24,27].

Kofaktér olarak rol oynayan metal iyonlarinin fonjanu ¢ sekilde
aciklanmaktadir.

—NMetal iyonu birinci derecede kataliz merkezi olabi

—Enzim substratla koordinasyon kompleksklinde bglayan bir kopri odevi
yapabilir.

—Enzimin, katalitik aktivitesini goOsterebilegie bir konformasyonda, kararli

olmasini sglayabilir.

Enzimler genellikle substratlardan daha buyidk milekdir. Enzim molekuli
Uzerinde kofaktor ve koenzimlerin yer &dienzim substrat kompleksinin
sekillendigi dar bir bolge aktif merkezi $&il eder. Aktif merkezde substrat glama
bolgesi ve bir veya daha fazla katalitik aktivitéldeleri mevcuttur. Enzimin aktif
merkezde substrata glanmasi hakkinda iki hipotez mevcuttur. Bunlardansib

substrat ile enzim arasinda anahtar-kilit modeli@igeri ise indiklenny uyma
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modelidir. Ikinci hipoteze gore aktif merkez fleksibl bir durugdstermekte ve ancak

substrat enzim yuzeyine glaninca belirli birgekil almaktadir [25].

@ Substrat

I U ”
A -Anahtar-kilit
modeli

Enzim Enzim - Substrat Kompleksi

@ Substrat
B - Indiklenmis H
uyma modeli @

Enzim Enzim - Substrat Kompleksi

Sekil 2.1. Aktif merkezin substrata uygugiiu

Enzimlerin katalitik aktiviteleri c¢gtli sekillerde diizenlenebilir. Bir enzimatik
reaksiyonun hep ayni hizla meydana gelmemesi argeyia ihtiyaci olan esnegli
sgilar. Hucredeki enzim miktarlari sabit olmayip ilst©a gore artar veya azalir. Bu

durum enzimlerin sentez ve yikim hizlarinin ayariasi ile gercekkgr. [23]

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarda denge komunu ve denge sabitini
desistirmez, sadece dengeye daha cabukileresini sglarlar. Hizin artmasi
kimyasal katalizorlerde ol gibi aktivasyon enerjisinin kiicilmesinden ileelig

Sekil 2.2'de katalizorli ve Kkatalizorstuiz bir reaksiy icin reaksiyon profili
gorulmektedir. Reaktif ve 0rin0 ayiran enerji barigin tepe noktasi aktif
kompleksi gosterir. Reaktiflerin Griine d@niesi icin dnce aktif kompleksin

olusmasi gerekir. Bir mol substrat molekilini aktif k@eks haline gecgirmek icin
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gereken enerjiye aktivasyon enerjisi (Ea) denirtivisyon enerjisi reaksiyonun
olusmasi icin, allmasi gereken bir enerji bariyeridir. Bu bariyayip aktif kompleksi
olusturan substrat molekilleri Grine d@ebilir. Aktivasyon enerjisine sahip
molekillerin sayisini artirmak yani reaksiyonu amdirmak icin iki yol vardir.
Birincisi sicaklgl yukseltmek, dieri katalizor ilave etmektir. Biyokimyasal
reaksiyonlarda sical@in yikselmesi mimkin olmaina goére, reaksiyon hizi ancak
enzim katalizorlgl ile artirilabilir. Sekil 2.2 'den goraldgia gibi katalizorlt bir
reaksiyon icin aktivasyon enerjisi (Ea) daha kugilktDolayisiyla reaksiyon

hizlanmg olur [23].

A Gegis Hali

Katalizlenmemis
reaksiyonun
aktivasyon
enerjisi

Katalizlenmis

reaksiyonun
/ aktivasyon

enerjisi
Toplam
serbest
enerji
degisimi

ik Hal

Serbest Eneriji
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
1

Reaksiyon akigl ~—3
Sekil 2.2. Katalizorli ve katalizorsiiz reaksiyomigeaksiyon profili

2.2. Enzimlerin Adlandiriimalari Ve Siniflandiriimalari

Enzimler dnceleri genellikle “az” eki ile biten (az, amilaz, arjinaz, proteaz ve
lipaz gibi) isimlerle ve bazi proteolitik enzimlde “in” eki ile biten (pepsin, tripsin,
kimotripsin, gibi) isimlerle adlandiriingiardir. Ancak zamanla enzimlerin sayisi
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hizla artinca 6zel isimlerin yeterli olamaygcanlgiimistir. Uluslararasi Biyokimya
Birligi (IUB) bir enzim komisyonu kurmuve bu komisyon 1964 yilinda sistematik
bir isimlendirme ve siniflandirma yapgtir. Bu sistem (zerinde 1972 ve 1978
yillarinda yapilan dizenlemelerle enzimlere kod atatari verilmg ve enzimler 6
ana gruba ayrilntir. Enzim kod numaralari noktalarla ayrin rakamdan ibaret
olup ilk rakam enzimin 6 ana enzim grubundan hangigirdigini, ikinci rakam etki
ettigi kimyasal yaplyl ve fonksiyonel grubu, Uclincl makakseptori, dordinci
rakam ise belli bir sinifta enzimin aggisira numarasini gosterir. Bu 6 grup tabloda
belirtilmistir [23,25].

Tablo 2.1. Enzim siniflar

Sinif Isim Katalize ettigi reaksiyon tipi
1 | Oksidorediuktazlar | Oksidasyon-Rediksiyon reaksaron
2 | Transferazlar iki molekiil arasinda bir atom veya grubun transferi
3 | Hidrolazlar Hidroliz reaksiyonlari
4 | Liyazlar Cift bga katilma ve eliminasyonla ¢ift palusumu
5 | izomerazlar Izomerizasyon reaksiyonlari
6 | Ligazlar ATP hidrolizi ile bg olusmasi

Sistematik adlandirmaya gore; ATP-kreatin fosfadfaraz (EC 2.7.3.2) icin EC
harfleri enzim komisyonunu ifade eder. Enzimin &diP ile kreatin arasinda fosfat
transferi yapan bir enzimi belirtir. Numaralandidaayer alan ilk sayl (2) enzim
sinifini (transferaz), ikinci say! (7) alt sinifogfat), G¢incu sayi (3) alici grubun

azotlu oldgunu, dérdinci sayi (2) enzime ait bir seri numardselirtir [23].

2.3. Enzimlere Etki Eden Faktorler

Enzimatik reaksiyonlarin hizini gigtiren faktorler
- Sicaklhk

- pH

- Enzim konsantrasyonu

- Zaman
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- Substrat konsantrasyonu
- Uriin konsantrasyonu

- Cssitli iyonlar

- Fiziksel faktorler

- Inhibitor

2.3.1. Sicakigin etkisi

Enzimlerin katalizor olarak etki gostegdireaksiyonlar tzerinde sicagin hizi
dogrudan arttirici bir etkisi vardir. Enzimin maksimuaktivite gosterdii sicaklga
optimum sicaklik denifinvitro enzim reaksiyonlari goi zaman 3%40°C’de yapilir.
Cogu enzim 56-60°C’de inaktive olur. Sicakta denatiire olan enzindenatirasyon
sicaklgl belli bir deserin altinda kalmalsartiyla s@utulunca tekrar aktifliklerini

kazanir, renatire olurlar [23].

Optimum sicaklik

Tepkime hizi

\ 4

Sicaklik

Sekil 2.3. Sicaklik — reaksiyon hizi grgfi

2.3.2. pH

Enzimler katalizor olarak reaksiyona etki ederkentamin hidrojen iyonu

konsantrasyonuna pia olarak aktiviteleri dgismektedir. Bazi enzimler guk pH
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seviyelerinde (asit ortamda) daha aktif olmaklaaber, bazilari ise yiuksek pH’l

ortamlarda (bazik ortamda) aktiftirler.

Enzimin maksimum aktivite gostegdipH’ya o enzimin optimum pH’1 adi verilir.
Bu da c¢eitli enzimlerde farklilik gosterir. Asit ve alkadirtam enzimatik reaksiyonun
hizini etkiledginden enzim analizlerinde tampon soltisyonlari i ve uygun pH
temin edilir. Optimum pH, kullanilan tamponun cimesj 6zel substratin yapisina ve

enzimin elde edilgi kaynaza balidir.

2.3.3. Zaman

Bir enzim tarafindan katalize edilen bir reaksiygimerken reaksiyonun hizi giderek
diser. Bunun nedeni reaksiyon devam ederkegaoluiriinlerin aralarinda bigerek
aksi yonde bir reaksiyon afturmalari, enzimin zamanla inaktive olmasi, readsty
onleyen madelerin gekkul etmesi ve substratin tikenmesi gibi fakt@liler Bu
faktorlerin etkilerinin ortadan kaldirilmasi icinnam calgmalari c¢c@unlukla
substratin yakkak %210’'unun sarf edil@ reaksiyonun bgangic gamasinda

gerceklatirilir [25].

2.3.4. Substrat konsantrasyonu

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyontmunbelirli bir noktaya kadar
substrat konsantrasyonu ile artar. Buradan sonrzimensubstratina kear
doygunli@guna ulatiginda reaksiyon hizi @gesmeden devam eder. Bu durumda

enzim maksimum hiz ile ¢alyor demektir. Maksimum hiz ¥ ile gdsterilir [25].
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X kadar enzim varken

Tepkime hizi

-
»

Substrat konsantrasyonu

Sekil 2.4. [S] - Reaksiyon hizi gr&fi

2.3.5. Enzim konsantrasyonu

Enzimatik reaksiyonun hizi, enzimin substratinagimy old@gu kosullarda enzim
konsantrasyonuna Pl olarak artmaktadir. Ortamdaki enzim molekull kedar
coksa reaksiyon o kadar hizl yarar. Enzimin hierkedkalize oldgu yerde yeterince
substrat bulunmagh icin reaksiyon o derece yuksek dizeyde meydanmeze
Substratin bol oldgu kosullarda enzim konsantrasyonu reaksiyon hizi ilgrdo

orantihdir.

Tepkime hizi

».
>

Enzim konsantrasyonu

Sekil 2.5. [E] - Reaksiyon hizi grafi
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2.3.6.inhibitor

Enzimle katalize edilen reaksiyonlarin hizini amaltmaddelere inhibitér denir.
Inhibitorler enzimatik reaksiyonlarin hizni azaltamaddelerdir. Inhibitorler,
substratin enzimin aktif merkezine gnip, enzim-substrat kompleksinin
olusumunu o6nler. Siyanid, hidrojen stilfir ve karbon wksit gibi maddelerin canl
organizma Uzerine zararh etkileri enzimleri inhieamelerinden ileri gelir. Géli
ilaclarin etkileri de enzimatik reaksiyonlar Uzeheki inhibitor 6zelliklerine dayanir
[25].

2.4 Antioksidan Enzimler

Antioksidan kelimesi ggtli sekillerde kullanildgi icin tanimlamasi oldukga zordur.
Antioksidan terimi, aktif oksijen tdrlerini, kendibir yikici radikale déngmeden,
baskilayan bir molekill olarak tanimlanabilir [1@ntioksidan veya yikseltgeme
onleyici, yaslarin otoksidasyonunu yasatan madde olarak tanimlaniilk
belirlenen etkileri hicre zarinda bulunan lipitlesksidasyona kar korumalari
olmustur. Bunun sonucu olarak antioksidan maddeler lipgroksidasyonunu
engelleyen maddeler olarak adlandirgiamdir.  Antioksidanlar  dgiik
konsantrasyonlarda okside edici ajanlarlaskagtiklarinda bu ajanlarla yaarak
substratin  oksidasyonunu geciktiren veya engelleyenaddeler olarak
tanimlanmglardir. Canlilarda, kimyasal strecler (proseslénellikle oksitlenme,
serbest radikallerin ofmmasina neden olur. Yiksek derecede reaktif olabeser
radikaller farkh molekdller ile kolayca reaksiyomarebilir ve boylece hicrelere,
canliya zarar verebilir. Antioksidanlar serbestikalllerle reaksiyona girerek (onlarla
bag kurarak) onlarin hicrelere zarar vermelerini GnBu Ozellikleriyle hicrelerin
anomalilgame, ve sonuc¢ olarak timoér eturma risklerini azalttiklari gibi, hicre
yikimini da azalttiklari i¢in, daha el ve yashlik etkilerinin minimum oldgu bir

hayat ygamasansini yukseltir [16].

Antioksidanlar cgitli sekillerde siniflandirilirlar.

1) Yapilarina gore;
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a. Enzimler
b. Enzim olmayan proteinler, kiigiik molekuller
2) Kaynaklarina gore;
a. Organizmaya ait olanlar (endojen antioksidanlar)
b. Disardan alinanlar (eksojen antioksidanlar)
3) Cozanarluklerine gore;
a. Suda cozinenler
b. Lipitlerde ¢c6zunenler
4) Yerlesimlerine gére
a. Hucre icinde bulunanlar

b. Ekstraselller sivilarda bulunanlar [28].

2.4.1. Antioksidan savunma sistemi

Agir metaller dgrudan etkileri yaninda, serbest radikal solonunu tgvik ederek
dolayli yoldan da bir ¢cok zarara (oksidatif stre®den olurlar. Serbest radikaller
icinde Ozellikle aktif oksijen turleri olan OHO,'., ve HO, radikalleri &ir metal
stresine maruz kalan bitkilerde bitkiye zarar veteduzeylere cikabilmektedir.
Bitkiler serbest radikallerin zararlarindan korurkmein kompleks bir antioksidan
savunma sistemine sahiptir. Antioksidan savunmtarsis enzimleri ve bazi indirgen

molekdilleri iceren bir sistemdir.

Antioksidan maddeler etkilersagidaki gibi gosterirler.
2- Reaktif oksijen tdrlerinin enzimsel reaksiyonlan@hgiyla veya dgrudan
temizlenmesi,
3- Reaktif oksijen turlerinin baskilama yoluyla engelnesi,
4- Metal iyonlarinin bglanmasi ve bodylece radikal glum reaksiyonlarinin
engellenmesi

5- Hedef molekdllerin hasar sonrasi tamiri veya teamigiesi [28].
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2.4.2. Stres sonucu okan serbest radikaller

Bitki hiicrelerinde antioksidan savunma mekanizmmaaktif oksijen turlerine kar
koruma icin gektirilmistir. Antioksidan savunma mekanizmalarindan biri nola
antioksidan enzim mekanizmasi zararli oksijen tiimle yok olmasi i¢in kullanilir
ve bitki hicresinin d&sik organellerinde rol oynar. Ayrica karotenoidlerde

fotosentetik sistemlerde dnemli bir antioksidaristkardir [29].

Dogal ve insanlardan kaynaklanan etkiler zararl @ksijirlerinin olgumundaki
artisi hizlandirir. Bunun sonucu olarak antioksidan sawva mekanizmasinin
kapasitesi artar. Son yillardasitk bitkiler Gzerine bazi stres kallari uygulanarak
bu antioksidan enzimlerin aktivitelerindekigigmler incelenmektedir.

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmaaektron ihtiva eden atom veya
molekillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamelektronlarindan dolayr oldukca
reaktiftirler. Biyolojik sistemlerdeki en dnemli deest radikaller, oksijenden glan
radikallerdir. Serbest oksijen radikali biyokimyada anahtar rolii oynayan maddeler
oksijenin kendisi, superoksit, hidrojen peroksicciyg metallerinin iyonlar ve
hidroksil radikalidir. Reaktif oksijen tdrlerininlasumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasari Onlemek icin vicutta birgcok savunma mekaas! gelimistir.
Bunlar “antioksidan savunma sistemleri” veya laaa“antioksidanlar” olarak
bilinirler. Superoksid dismutaz, katalaz, gulutatyoperoksidaz enzimatik
antioksidanlar olarak sayilabilirler. Bazi stressWarina bg&li olarak caitli
dokularda antioksidan enzim duzeylerininggebileceini gésteren birgok caima

yapilmstir [30].

2.4.3. Antioksidan enzimler

Antioksidan enzimler [sUperoksit dismutaz (SOD; EC5.1.1), katalaz (CAT; EC
1.11.1.6), peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7), askopleabksidaz (APX; EC 1.1.1.11),
glutatyon rediktaz (GR; EC 1.6.4.2) vesel askorbat-glutatyon ¢evrimi enzimleri
(monodehidroaskorbat rediktaz (MDHAR; EC 1.6.5d)dehidroaskorbat rediktaz
(DHAR; EC 1.8.5.1)] air metaller Uzerinde dwudan etkili dgillerdir, olusan
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serbest radikalleri géli donUstimler yaparak etkisiz hale getirirler ya da antid&s
molekdillerin ¢evrimini, degredasyonunu ve sentekatalizler [16].

2.4.3.1. Superoksit dismutaz (SOD)

Superoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD) supetioksdrojen peroksit ve
molekiler oksijene c¢eviren reaksiyonu katalizleppgrmetalloenzimdir .

Superoksit dismutaz enzimi (superoxide oxido realsmt EC 1.15.1.1) oksijeni
metabolize eden tum hucrelerde bulunur. Oksijersisilesine kan 6nemli bir

savunmadir. Superoksit dismutaz'in fonksiyonu akrobganizmalari stperoksitin
zararl etkisine kar korumaktir. Stperoksit radikallerinin,.8, ve oksijene hizlica

dismutasyonunu katalize eder.

20, + 2 H — H0, + O

Bu reaksiyon “oksidatif strese karilk savunma” olarak da adlandirilir. Clnka,
superoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin @udir bglaticisidir. Bu sistem
sayesinde hicresel kompartmanlardaki @izeyleri kontrol altinda tutulur [31].

SOD Katalitik aktivitesi cok yiiksek olan bir enzimdlk olarak sgir kanindan izole
edilen SOD, eritrosuprein, indofenol oksidaz veasblium oksidaz olarak geik
adlarla tanimlanngtir. Enzimin katalitik fonksiyonu ise ilk kez McGabwe Fridovich
(1969) tarafindan kéedilmistir. Aktif merkezlerinde yer alan metal kofaktoiites
bagli olarak SOD'un U¢ izoenzimi vardir. Bunlar baketya cinko iceren Cu/ZnSOD,
mangan iceren MnSOD ve demir iceren FeSOD'larddu/Zn SOD'lar dkaryot
hicreler ve Kloroplastlarin sitosoliinde, MnSOD'laritokondri matriksi ve
prokaryotlarda, FeSOD'lar ise genel olarak prokéayda bulunmaktadirlar. %é
bitki yapraklarinda superoksit dismutaz (SOD) enaim % 90'nindan fazlasi

kloroplastlar icerisinde bulunur [32].
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2.4.3.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi (HO,: H,O, oxidoreductase E.C.1.11.1.6) bitki hayvan ve ak&rob
bakterilerde bulunan ve hidrojen peroksitin,@), su ve molekuiler oksijene
donumunt katalizleyen bir enzimdir. Yapisinda 4 adanhhmolekdlt bulunan bir

hemoproteindir. Karager ve eritrositler, katalazin en yiksek aktivitesgdip oldgu

organlardir [ 33].

Oksidasyon ve redtksiyon reaksiyonlarinda rol ogmagnzimlere oksidoreduktazlar
denilir ve CAT oksidorediktazlarin (Oksidazlar, albjenazlar, hidroperoksidazlar,
oksijenazlar) bir grubu olan hidroperoksidazlanfenda yer alir. Hidroperoksidazlar,
substrat olarak hidrojen peroksit veyageati organik peroksitleri kullanirlar, ayni
zamanda canhyi zararh peroksitlere skakorurlar. Peroksitlerin birikmesi serbest
radikallerin ortaya ¢ikmasina ve membran yapisbonulmasina, aterosikleroz ve

muhtemelen kanser glumuna neden olur.

Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene diiiilmesini tek yonli olarak
katalizleyen ve bodylece hidrojen peroksitin hickelsigesiklere zarar vermesini
engelleyen koruyucu bir enzimdir. Hidrojen peroksikatalaz tarafindan
parcalanmazsa vicut icin ¢ok tehlikeli bir serbwstikal olan hidroksil radikalinin

oncult olarak davranir ve bu radikal hiicrede kdlezarlara neden olur.

2 HO, CAT 2HO + O
 ———

CAT enzimi, substrat olarak kullargihidrojen peroksitten, hem elektron alicisi

hemde elektron vericisi olarak faydalanmaktadii.[34
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Sekil 2.6. Katalaz enziminin etki mekanizmasi

Sekil 2.6. ‘da da goruldgil gibi katalitik reaksiyonda iki basamak yer alir:
Birinci basamakta katalazin Ferrik (Peiceren hali (Porfirin Katyon Radikali)
olustururken peroksit molekulld ile tepkime verir ve dda peroksit molekull

indirgenir.

Ikinci basamakta ly&a bir hidrojen peroksit molekill yiikseltgenerelegik dogal
halini alir. Bu reaksiyonlarda hidrojen peroksitthelektron alicisi hem de vericisi

olarak gorev yapar.

Katalazin indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksi¢ metil, etil hidroperoksitleri gibi
kucuk molekullere kardir. Buyidk molekdllt lipid hidroperoksitlerine ketetmez
[34].

2.4.3.3. Peroksidaz

Bitkilerde bulunan peroksidaz (EC1.11.1.7) enzinm deemir iceren enzim olup
prostetik grup olarak ferriprotoporfirin Il icerirBu enzim membran kamli
formlarinda (mPOD) ya da ¢6zunir halde bulunmaktadrmiziturptan elde edilen

iki mPOD izoenziminin molekiler gwhgr 44 ve 45 kDa olup cilekten elde
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edilenlerin molekuler @rligi ise 58,1 ve 65,5 kDa olarak bulungtur. Bitki

peroksidazlari peroksit icin belirli ihtiyaglarahsp olup bunlar peroksit ¢opculeri
olarak dgunulebilir. Peroksidin varfinda bitki dokularindan izole edilen
peroksidazlar, guiakol, pirogallol, klorojenik agskatekin ve katekol gibi fenolik

bilesiklerin gens bir alanini oksitleyebilir [35].

Peroksidazlar bica bakterilerde, mantarlarda, bitkilerde ve hayseda bulunur.
Birbirini izleyen benzerfiin temelinde heme peroksidazlar iki Ustfamilya dgn
siniflandirilabilir. Bunlar, mantar, bitki ve bakiteperoksidazlari ile hayvan
peroksidazlaridir [36].

\
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Sekil 2.7. Peroksidaz enziminin reaksiyon mekaniamas

Bu mekanizmada enzim, ®eiceren bir porfirin katyon radikali olan bifé& I'i

olusturmak icin peroksitin bir ekivalenti ile reaksiyorerir. Bu iki elektronlu bir
yukseltgenme ve indirgenme reaksiyonu olup bu igakdaki hidrojen peroksit
suya indirgenirken enzim de yukseltgenmektedir. dksitleme ekivalenti ortadaki

oksiferrili (F€'=0) vererek demir iizerine yegle Bilesik | sonra bir substrat
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radikali vermek icin organik bir substrati yikseltgBilesik 1, bilesik Il Grantnd
vererek ikinci bir reaksiyona maruz kalir. Bile Il normal(dianyonik) bir porfirin
ligand icin duzenlenmioksiferril bir merkez icerir. Sonug olarak ile I bir diger

substratla etkilgerek dgal haline geri indirgenir [37].

2.4.3.4. Polifenol oksidaz (PPO)

Sebze ve meyvelerde kesim yiizeylerinde fenolsikikerinin oksitlenme Urinleri
sonucu kahverengi renk glumuna sebep olan bir grup enzim igin genel bintdi.
PPO ilk olarak mantarlarda Schoenbein tarafinddés6 38linda bulunan bakir igceren
oksidorediktaz sinifindan bir enzimdir PPO; bircbitki dokusunda, istakoz,
karides, yengec gibi kabuklu deniz hayvanlarindabazi mikroorganizmalarda
bulunur [27 ].

PPO ayrica organizma icerisinde koyu pigmentleiinieggmle birlikte gelsmesi,
melanin pigmentinin biyosentezini, giatilmasi ve polifenolik gruplarin korunmasi

gorevini sglar.

Bitkiler kesildikleri yada curudukleri zaman, PP@vanma mekanizmasi icgerir,
genel olarak fenolik bikgkler oksijenin hazir bulundiu ortamda polimer yapilara
oksitlenir. Farkli kaynaklardan elde edilen PPO imizin miktari ve dgilimi,

bitkinin cinsine, yaina ve olgunlga bahdir [38].

Meyve ve sebzelerde meydana gelen PPO enzimi Katahzimatik kararmalar;
bunlarin depolanmalari ve endustriyglenmeleri sirasinda kesilme, zedelenme,
dondurulmy meyvenin ¢o6zilmesi durumlarinda hava oksijenirkisg/le meydana
gelir. istenmeyen bu tir kararma reaksiyonlari enzim inakédilerek énlenmeye

calisiimaktadir.

Baz! gida teknolojilerinde ise enzimatik poliferaidsidazin neden olgu enzimatik
kararma istenen bir durumdur. Opmre siyah cay, siyah Gzim ve kuru erik

Uretiminde bu enzimatik kararma cok dnemlidir [24].



BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

Metallerle etkilgtirilen tere (lepidium sativum) bitkisindeki bazi enzim
aktivitelerinin incelenmesi amaciyla yarutilen balignada kullanilan materyal ve

yontemler hakkindaki bilgilersagida verilmitir.
3.1. Materyal

Deneysel cajmalar polivinil pirolidon (PVP),askorbik asit dipotasyum hidrojen
fosfat, potasyum dihidrojenfosfat, 4-metil katekdidrojen peroksit, N&DTA,
NaCO;s, I-methionin, nitro blue tetrazolium (NBT), ribaffin, sgir serum albumini
(BSA), bradford reaktifi kullanilarak yapilstir.

Calsmada alet ve cihaz olarak Shimatzu UV-2401 PC U$%-Viecording
spectrophotometer marka UV, derin dondurucu, pHrenéDRON pH 420 A),
otomatik pipetler(Mikrolit), hassas terazi (OHAUSadytical standart), blender,

magnetik karstirici ve santrifij kullanilmtir.

3.2. YOontem

3.2.1. Tere bitkisinin yetstirilmesi

Deneyde materyal olarak tere wétilebilmesi amaciyla, tarla topga ( Yalova
Subal Beldesi toprgl) ve 30 mg/L ve 50 mg/L Clive Fé* ¢ozeltileri ile 15 mg/L

ve 30 mg/L C& ,Cdf* ve PB* cozeltileri kullanilimgtir. Tere tohumu olarak

Arzuman Tohumculuk firmasindan elde edilen tohurkildlaniimstir.
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Tere tohumu ekimi saksilarda yapigm. iki giin ara ile 30 mg/L ve 50 mg/L €u
ve Fé"* cozeltileri ve 15 mg/L ve 30 mg/L €qCd™* ve PB* ¢ozeltileri kullanilarak
sulama yapilmtir. Sekiz saat gugegoreceksekilde muhafaza edilrgtir. Tere

bitkisinden 4-5 yaprak, belirli bir blyuk#e ersince hasat edilmgtir.
3.2.2. Enzim aktivite tayini icin homojenat hazirlanmasi

Derin dondurucuda depolanan tere bitkisinden enzatasyonu icin, 6 gr alinrgtir.
0,1 gr polivinil pirolidon (PVP), 0,0035 gr askokbasit iceren 30 ml 0,1 M fosfat
tamponu (pH 7.0) ve 6 gr tere blenderde parcalgimmizolasyon gamasinda
kullanilan PVP, terede fenolik maddeleri gleyarak, POD enziminin aktivite
gostermesini engellemek amaciyla kullangtmi Fenolik maddelerin oksidasyonu
sonucu olgan kinonlar, enzimi inhibe edebilmektedir. Askorbdsit izolasyon
sirasinda olgan o-kinonlari azaltmak amaci ile kullanigm. Parcalanan kaim

ham enzim ekstrakti olarak adlandirigtm.

Ham enzim ekstrakti ¢ift kat stizgeggkd@indan suzulmgitir. Sgutmali santrifijde
15.000 rpm’de 15 dakika boyunca santriflj ed§inve stpernatant cokelekten
ayrilmistir. Elde edilen sipernatant kullanilincaya kadar°@ de muhafaza

edilmistir.

Bu islem kontrol grubu teresi, 30 mg/L €u50 mg/L Cd*, 30 mg/L Fé*, 50 mg/L
Fe*, 15 mg/L C6*, 30 mg/L C48', 15 mg/L Cd*, 30 mg/L Cd*, 15 mg/L PB*, 30
mg/L PB* ¢ozeltileri ile beslenen tere bitkileri icin ayyri uygulanmtir.

3.2.3. Kullanilan substratlar
Calsma sirasinda kullanilan c¢ozeltiler gunluk olarakziHanmstir. Yapilan

calismada enzim aktivitesi belirlenirken gi#i substratlar kullanilmgtir. Aktivite

tespiti icin kullanilan substratlar Tablo 3.1’dditigmi stir.
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Tablo 3.1. Aktivite 6lcuimii igin kullanilan substeat

Enzim Substrat

SOD NBT

CAT H20,

POD HO-'li ortamda 4-metil katekol
PPO 4-metil katekol

3.2.4. Superoksit dismutaz aktivite 6lctimi

SOD aktivite olcimu icin ¢tli ¢cozeltiler hazirlanmgtir. 0,1 mM NaEDTA igeren
50 mM fosfat tamponu (pH:7,6) hazirlamak icin 240 tampona 0,0089 gr
NaEDTA eklenmitir. 50 mM NaCO; (pH:10,2) ¢ozeltisi hazirlamak igin 3 ml saf
su igerisinde 0,0954 gr MNaOs; c¢ozilmitur. 12 mM L-Methionin c¢ozeltisi
hazirlamak icin 3 ml saf su icerisinde 0,032 gr etMonin ¢dzulmgtir. 75 uM
Nitro Blue Tletrazolium (NBT) c¢ozeltisi hazirlamakin 10 ml saf su icerisinde
0,0036 gr L-Methionin ¢ozulnsiiir.

Toplam superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enaktivitesi, 560 nm'de
nitroblue tetrazolium'un (NBT) fotokimyasal indirgmesinin 6rnekte bulunan SOD

enzimi tarafindan inhibe edilmesine dayanarak leglimistir.

SOD analizi i¢in, 0,1 mM N&DTA iceren 50 mM fosfat tamponu (pH:7,6), 50 mM
N&COs (pH:10,2), 12 mM L-Methionin, 75 uM Nitro Blue Tazolium (NBT),
100ul enzim ekstrakti ve 10uM Riboflavin 10x100 rikn’ cam tlplerde
hazirlanmgtir. Reaksiyon hacmi 3 ml'dir. Reaksiyon kamlari 14000 lux gik
siddetinde 15 dakika bekletilerekiklandiriimstir. 1 birim SOD aktivitesi, 560
nm'de NBT'nin %50 indirgenmesine sie olacak sekilde gagidaki formul
uygulanarak belirlenrgiir.

% Inhibisyon= (ABS2 - ABS1) / (ABS2) x 100
ABS2: Enzim icermeyen reaksiyonun kor absorbansi
ABSL1: Enzim igeren reaksiyonun absorbansi



29

3.2.5. Katalaz (CAT) aktivite dlgimu

50 mM HO, ¢ozeltisi hazirlamak icin 102 pl %30’'luk.8, Cozeltisi bidistile su ile

20 ml'ye tamamlanngtir.

Katalaz enziminin aktivite tayininde spektrofotomiet metot kullaniimgtir.

Absorbans dlcimleri 240 nm'de gercgki@mistir. Kullanilan metodun esasi;
aktivite 6lcim ortaminda bulunan katalazin, ortarbdéunan hidrojen peroksit ile
etkilesimi sonucu meydana gelen absorbans azalmasininngd@e izlenmesine
dayanmaktadir. Aktivite Olgimud igin 15 mMlik hidem peroksit miktar
hesaplanmgtir ve 3 mL’lik kuartz kivetler kullanilingtir. 3 mL’lik kuartz kivete 15
mM (450 pl) HO,, sirasiyla 50-100-200-300-400-500 pl enzim ekstnak 3 ml'ye

tamamlamak (zere fosfat tamponu (pH 7,0) ilaveddd#n sonra kivet icindeki
numune kastiriimis ve fosfat tamponu (pH 7,0) ile substrab@4) ihtiva eden kore

karsi 240 nm’deki absorbans dlgiimleri yapigim.

Ortamdaki HO,'nin H,O ve Q'ye donimiunt sglarken meydana gelen azalma
enzimin aktivitesini géstermektedir. 180 saniye lnoga 240 nm'de meydana gelen
absorbans azali kore kagi kaydedilmitir. Olciimlerde lineer olarak absorbans

azalmasi olan araliktan, dakikaslea absorbans azalmasi hesaplahmi

25 °C'de 1 dakika icinde absorbansi 0,01 azaltan enmiktari 1 enzim Unitesi
olarak kabul edilnstir.

3.2.6. Peroksidaz (POD) aktivite 6lcimu

50 mM HO; ¢ozeltisi hazirlamak igin 102 pl %30’Iuk.6, ¢ozeltisi bidistile su ile
20 ml'ye tamamlanmgtir. 100 mM 4-metil katekol ¢ozeltisi hazirlamaknicl,24 gr
4-metil katekol bidistile su ile 100 ml'ye tamamiasgtir.

Peroksidaz (POD) aktivitesinin belirlenmesi sirdainblitin ¢atmalar hidrojen
peroksit varlginda gercgeklgirilmi stir. Bunun sebebi, peroksidaz enziminin hidrojen

peroksit substrati vaginda dger bir substrata karaktivite gostermesidir.
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Enzim aktivite tayinleri spektrofotometrik yonteml@0 sn siresince 420 nm
absorbans agfari izlenerek gercek$érilmistir.. Substrat olarak 5 mM’lik 4-metil
katekol ve 2 mM’lik HO, kullaniimsstir.

3 mL'lik kivete 2 mM (60 pl) HO,, 5 mM 4-metil katekol ile sirasiyla 50-100-200-
300-400-500 pl enzim ekstraktl ve 3 ml'ye tamamlariaere fosfat tamponu (pH
7,0) ilave edildikten sonra kivet icindeki numuraggtiriimis ve fosfat tamponu (pH
7,0) ihtiva eden kore kar420 nm’deki absorbans olcumleri yapigtm. Olciimlerde
lineer olarak absorbans artiolan araliktan, dakika kena absorbans agti
hesaplannstir.

25 °C’'de 1 dakika icinde absorbansi 0,01 arttiran enaiiktari 1 enzim Unitesi
olarak kabul edilnstir.

3.2.7. Polifenol oksidaz (PPO) aktivite 6lgtimi

100 mM 4-metil katekol ¢Ozeltisi hazirlamak igir24,gr 4-metil katekol bidistile su
ile 100 ml'ye tamamlanmtir.

PPO enzimi ile sabit substrat (4-metil katekol)ngantrasyonuna karfarkli enzim
konsantrasyonlarinda aktivite olcimleri yapgtm Enzim aktivite tayinleri
spektrofotometrik yontemle 60 sn slresince 420 frsodoans adlar izlenerek
gerceklatirilmistir. Substrat olarak 25 mM 4-metil katekol kullemustir.

3 mL’lik kivete 25 mM 4-metil katekol ile sirasayl50-100-200-300-400-500 pl
enzim ekstraktt ve 3 ml'ye tamamlamak uUzere fosgahponu (pH 7,0) ilave
edildikten sonra kuvet icindeki numune kanldi ve fosfat tamponu (pH 7,0) ihtiva
eden kore kar 420 nm’deki absorbans olciimleri yapigom. Olciimlerde lineer
olarak absorbans agtiolan araliktan, dakika kena absorbans agtihesaplanmstir.

25 °C’de 1 dakika icinde absorbansi 0,001 arttiran renmiiktari 1 enzim Unitesi
olarak kabul edilnstir.
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3.2.8. Bradford metodu ile ¢bzUnUr protein miktar &yini

Oldukca duyarh olan bu yontem (5-100 pg/ml); oigahoyalarin, proteinlerin
asidik ve bazik gruplan ile etkgerek, renk olsturmasini esas alir. Mavi rengin
olusmasinda proteinin amino asit Bilmi (6zellikle arjinin gibi bazik amino asitler
ve aromatik amino asitler) dnemlidir. Yontemde téraknan olgu, boya normal
sartlarda 465 nm'de maksimum absorbans verirkenteiprde ba&landigi zaman 595
nm dalga boyunda maksimum absorbans vermesidir.

Anlatilan metotlarin yani sira protein tayini yagén, kaullar uygun oldgu
taktirde, Smith yontemi, Kjeldahl analizi, bulankiBlcimleri (turbidimetri), 6zgul
aktivitenin olcilmesi, kirllma indeksinin 6lcilmegiefraktometri) ve safldrilip

kurutulmu 6rneklerin dgrudan, tartiimasi yontemlerinden de faydalanilafaiv].

Bu deneyde standart protein c¢ozeltilerigisiserum albumini (BSA) kullanilarak

hazirlanmg ve standart grafiklegekil 3.1'de belirtildgi gibi ¢izilmistir.

Protein Tayini

0,12 .

01- '
0,08
0,06

Absorbans

0,04
0,02

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.1. Bradford yonteminin standart ggafi

Bu amacla bizim calmamizda standart protein gafiin elde edilmesi icin 1 mg/ml
serum albumin miktari olacaiekilde 250 ml serum albumin ¢ozeltisi hazirlagtmn.
Bu c¢ozeltiden 20 pl, 40 pl, 60 pl, 80 ul ahgtm Hacim 1ml Bradford ile
tamamlanmgtir. 595 nm'de absorbans Olgulgtiir. Standart protein grgii elde

edilen sonuclara gore cizilgtir. Ekstraksiyon glemleri sonucu elde edilen kismen
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saf enzim 595 nm'de absorbansi o6lgllerek stanstaridart protein grafi ile protein
miktari tayin edilmgtir.



BOLUM 4. ARA STIRMA BULGULARI

4.1. Tere Bitkisinden Elde Edilen Siperoksit Dismuz Enzim Aktivitesi

Bulgulari

Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L*'Fee CU* ¢ozeltileri ile
15 mg/L ve 30 mg/L PB, CF* ve Cd* cozeltileri kullanilarak yetirilen tere
bitkisinde superoksit dismutaz aktiviteleri Tabld 4ve Sekil 4.1., 4.2., 4.3., 4.4.,
4.5., 4.6. 'da gosterilrgiir.

Tablo 4.1. Normasartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L*Cue Fé* ¢ozeltileri ile 15 mg/L
ve 30 mg/L C&",Cof* ve PB* cozeltileri kullanilarak yetirilen tere bitkisinde siiperoksit dismutaz
aktivite degerleri

Spe_s!fik %
AA/300ul | EU/ml | Aktivite Aktivite
(EU/mg)

Kontrol 0,6928 |0,64 4,38 100
2 30 | mg/L {0,7035 |0,63 4,02 98
i 50 | mg/L {0,6743 |0,69 2,69 108
2 30 | mg/L {0,6565 |0,73 4,55 114
¢ 50 | mg/L {0,6372 |0,76 3,55 119
7 15| mg/L |0,8187 |0,41 2,47 64
i 30 | mg/L {0,6129 |0,81 3,13 127
2 15| mg/L |0,5548 |0,92 5,41 144
c 30 | mg/L {0,5059 |1,02 3,62 159
& 15| mg/L |0,6302 |0,77 4,28 120
¢ 30 | mg/L {0,5918 |0,85 3,10 133
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Kontrol 30 mg/L 50 mg/L 30 mg/L 50 mg/L 15mg/L 30 mg/L 15mg/L 30 mg/L 15mg/L 30 mg/L
Fe2+ Fe2+  Cu2+  Cu2+ Pb2+ Pb2+  Co2+  Co2+  Cd2+ Cd2+
Metal

Sekil 4.1. Normakartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L >Owe Fé* ¢ozeltileri ile 15 mg/L
ve 30 mg/L C6&",Cdf* ve PB* ¢ozeltileri kullanilarak yetirilen tere bitkisinde siiperoksit dismutaz

aktiviteleri

108+

106+

104+

102+

100+

98+

SOD Aktivitesi (%)

96

94+

92
Kontrol 30 mg/L 50 mg/L

Metal

Sekil 4.2. Normal sartlarda yefitirilen F&* uygulanmg tere bitkisinden elde edilen siiperoksit
dismutaz aktivitesi
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Kontrol 30 mg/L 50 mg/L
Metal

Sekil 4.3. Normalsartlarda yettirilen CU/** uygulanmg tere bitkisinden elde edilen siiperoksit
dismutaz aktivitesi

1407 SN
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100+
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SOD Aktivitesi (%)
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Kontrol 30 mg/L 50 mg/L
Metal

Sekil 4.4. Normal sartlarda yettirilen PI* uygulanmg tere bitkisinden elde edilen siiperoksit
dismutaz aktivitesi
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4.2. Tere Bitkisinden Elde Edilen Katalaz Enzim Aktvitesi Bulgulari

Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L*'Fee CU* ¢ozeltileri ile
15 mg/L ve 30 mg/L PB ve CG* ve Cd* cozeltileri kullanilarak yegtirilen tere
bitkisinde katalaz aktiviteleri Tablo 4.2. $ekil 4.7., 4.8., 4.9., 4.10., 4.11., 4.12. 'de

gosterilmitir.

Tablo 4.2. Normagartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L *Owe Fé" ¢ozeltileri ile 15 mg/L
ve 30 mg/L C& ,Cd* ve PB" ¢ozeltileri kullanilarak yegtirilen tere bitkisinde katalaz aktivite
degerleri

Spesifik %
AA/300pl | EU/mI | Aktivite Akti\;’ite
(EU/mg)
Kontrol 0,0057 1,90 13,00 100
30 |mg/L |0,0082 |2,73 17,44 144
Fef*
50 | mg/L |0,0041 |1,37 5,33 72
30 |mg/L |0,0053 |1,77 11,01 93
cuw’
50 |mg/L |0,0218 |7,27 33,96 382
15 [ mg/L |0,0027 | 0,90 5,41 47
PK*
30 | mg/L | 0,005 1,67 6,45 88
15 [mg/L |0,0023 |0,77 4,51 40
Co*”
30 | mg/L |0,0048 |1,60 5,68 84
15 [mg/L |0,0043  |1,43 7,96 75
cd*
30 | mg/L |0,0065 |2,17 7,91 114
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Kontrol 30 mg/L 50 mg/L 30 mg/L 50mg/L 15mg/L 30 mg/L 15mg/L 30 mg/L 15 mg/L 30 mg/L
Fe2+ Fe2+ Cu2+ Cu2+ Pb2+ Pb2+ Co2+ Co2+ Cd2+ Cd2+
Metal

Sekil 4.7. Normakartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L >Owe Fé* ¢ozeltileri ile 15 mg/L
ve 30 mg/L C& ,Cd* ve PB" cozeltileri kullanilarak yegtirilen tere bitkisinde katalaz aktivite
degerleri

160

140

120+

100+

80+

60+

CAT Aktivitesi (%)

40

20+

Kontrol 30 mg/L 50 mg/L

Sekil 4.8. Normakartlarda yetjtirilen Fe* uygulanmg tere bitkisinden elde edilen katalaz aktivitesi
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alsartlarda yetjtirilen CU** uygulanmg tere bitkisinden elde edilen katalaz aktivitesi

Sekil 4.9.Norm

alsartlarda yetjtirilen P uygulanms tere bitkisinden elde edilen katalaz aktivitesi

Sekil 4.10.Norm
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alsartlarda yetitirilen Co** uygulanms tere bitkisinden elde edilen katalaz aktivitesi

Sekil 4.11.Norm

bitkisinden elde edilen katalaz aktivitesi

nmg tere

alsartlarda yettirilen Cd** uygula

Sekil 4.12.Norm



4.3. Tere Bitkisinden Elde Edilen Peroksidaz EnzinAktivitesi Bulgulari

Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L*'Fee CU* ¢ozeltileri ile
15 mg/L ve 30 mg/L PB, CF* ve Cd* cozeltileri kullanilarak yetirilen tere
bitkisinde peroksidaz aktiviteleri Tablo 4.3. $ekil 4.13., 4.14., 4.15., 4.16., 4.17.

ve 4.18. 'de gosterilngiir.

Tablo 4.3. Normakartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L “Cue Fé* cozeltileri ile 15
mg/L ve 30 mg/L C& ,C* ve PB* ¢ozeltileri kullanilarak yettirilen tere bitkisinde peroksidaz

aktivite degerleri

Spesifik o
AA/300ul | EU/mI | Aktivite Akti\;’ite
(EU/mg)
Kontrol 0,0814 |27,13 185,68 |100
ez 30 | mg/L | 0,15 50,00 319,02 184
F +
50 | mg/L | 0,157 52,33 204,16 193
u2 30 | mg/L | 0,2568 85,60 533,54 315
C +
50 | mg/L |0,2079 |69,30 323,90 |255
b2 15| mg/L | 0,0749 24,97 150,16 92
P +
30 |mg/L |0,0886 |29,53 114,27 | 109
02 15| mg/L | 0,0523 17,43 102,56 64
C +
30 | mg/L | 0,0898 29,93 106,23 110
d2 15| mg/L | 0,2606 86,87 482,48 320
C +
30| mg/L | 0,3512 117,07 427,52 431
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Kontrol 30 mg/L 50mg/L 30mg/L 50mg/L 15mg/L 30mg/L 15mg/L 30 mg/L 15mg/L 30 mg/L

Fe2+ Fe2+ Cu2+ Cu2+ Pb2+ Pb2+ Co2+ Co2+ Cd2+ Cd2+

Metal

Sekil 4.13. Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L *Cve Fé" ¢ozeltileri ile 15
mg/L ve 30 mg/L C® ,Cd* ve PB* cozeltileri kullanilarak yetirilen tere bitkisinde peroksidaz
aktiviteleri

200+

180+

160+

140+

120+

100+

80+

POD Aktivitesi (%)

60

40

20+

Kontrol 30 mg/L 50 mg/L
Metal

Sekil 4.14. Normal sartlarda yettirilen Fe€* uygulanms tere bitkisinden elde edilen peroksidaz
aktivitesi
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al sartlarda yetitirilen CU#* uygulanmg tere bitkisinden elde edilen peroksidaz

Sekil 4.15. Norm

bitkisinden elde edilen peroksidaz
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4.4. Tere Bitkisinden Elde Edilen Polifenol OksidaZnzim Aktivitesi Bulgulari

Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L*'Fee CU* ¢ozeltileri ile
15 mg/L ve 30 mg/L PB, CF* ve Cd* cozeltileri kullanilarak yetirilen tere
bitkisinde polifenol oksidaz aktiviteleri CizelgeddveSekil 4.19., 4.20., 4.21., 4.22.,
4.23. ve 4.24. 'de gosterilgtir.

Tablo 4.4. Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L “Cve Fé" cozeltileri ile 15

mg/L ve 30 mg/L C8 ,C* ve PB" cozeltileri kullanilarak yegtirilen tere bitkisinde polifenol
oksidaz aktivite dgerleri

Spesifik %
AA/300pl | EU/mI | Aktivite Akti\jite
(EU/mg)
Kontrol 0,1868 |622,67 [4.260,98 |100
30 |mg/L |0,0985 [328,33 |2.094,91 |53
Fef*
50 |mg/L |0,3676 |1.225,33 |4.780,10 |197
30 |mg/L | 0,376 1.253,33 |7.811,95 |201
Cu
50 |mg/L |0,4534 |1.511,33 |7.063,87 |243
15|mg/L|0,1152 384,00 |2.309,55 |62
PE*
30 |mg/L |0,4631 |1.543,67 |5.972,56 |248
15|mg/L|0,1651 |550,33 |3.237,73 |88
co*
30 |mg/L |0,177  |590,00 |2.093,88 |95
15| mg/L|0,2708 |902,67 |5.013,63 |145
Cd*
30 |mg/L |0,3163 |1.054,33 |3.850,38 |169
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Kontrol 30 mg/L 50 mg/L 30 mg/L 50 mg/L 15mg/L 30mg/L 15mg/L 30mg/L 15 mg/L 30 mg/L
Fe2+ Fe2+ Cu2+ Cu2+ Pb2+ Pb2+ Co2+ Co2+ Cd2+ Cd2+
Metal

Sekil 4.19. Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L *Cue Fé" ¢ozeltileri ile 15
mg/L ve 30 mg/L C&, Cd* ve PB* cozeltileri kullanilarak yettirilen tere bitkisinde polifenol
oksidaz aktiviteleri

200+
180+
160+
140+
120+
100+

PPO Akitivitesi (%)

Kontrol 30 mg/L 50 mg/L
Metal

Sekil 4.20.Normalsartlarda yetjtirilen FE* uygulanms tere bitkisinden elde edilen polifenol oksidaz
aktivitesi
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100+

98-
96 SN
94- \
92-

90

PPO Aktivitesi (%)

88

86

841

82
Kontrol 30 mg/L 50 mg/L

Metal

Sekil 4.23.Normalsartlarda yettirilen Co®* uygulanmg tere bitkisinden elde edilen polifenol oksidaz
aktivitesi

180- SNl
160- \
140-
120-
100-

80

PPO Akitivitesi (%)

60

40+

20

Kontrol 30 mg/L 50 mg/L
Metal

Sekil 4.24.Normalsartlarda yettirilen CoP* uygulanms tere bitkisinden elde edilen polifenol oksidaz
aktivitesi

4.5. Protein Tayini
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Bradford yontemiyle ¢6zunur protein miktar tayirmpylmstir. Bunun igin standart
protein grafginden elde edilen y = ax+ b (y= 14,155x+ 0,1812hkiieminden

yararlaniimgtir.

Protein Tayini

LB oo
1,4 1
1,2 1

08 |
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02 | :
0 . ‘ : . : : . : . f
0 00l 002 003 004 005 006 007 008 009 01

Konsantrasyon (mg/ml)

y = 14,155x + 0,1812
R2 = 0,9975

Absorbans (595 nm)

Sekil 4.25. Bradford standart grifi

Tere bitkisinden(Lepidium Sativum) elde edilen enzim homojenatlan bradford
cozeltileri ile etkilgtirildikten sonra 595 nm’'de goOzlenen absorbangederi
denklemde yerine konularak bulungtwr. Sonuclar Tablo 4.5.’de belirtilgtir.

Tablo 4.5. Bradford yéntemiyle bulunan protein rarkari

Absorbans 40 pl Protein 300 pl Protein

konsantrasyonu | konsantrasyonu

Kontrol 0,457 0,02 0,15
|:e2+ 30 | mg/L 0,477 0,02 0,16
50 | mg/L 0,665 0,03 0,26

Cu2+ 30 | mg/L 0,484 0,02 0,16
50 | mg/L 0,585 0,03 0,21

pb2+ 15 | mg/L 0,495 0,02 0,17
30 | mg/L 0,669 0,03 0,26

C02+ 15 | mg/L 0,502 0,02 0,17
30 | mg/L 0,713 0,04 0,28

Cd2+ 15| mg/L 0,521 0,02 0,18
30 | mg/L 0,698 0,04 0,27




BOLUM 5. TARTI SMA VE SONUC

Bu calgsmada Fe, Cu, Co, Pb, ve Cd streslerine maruz larakere bitkisinde
(Lepidium Sativum) apoplastik SOD, CAT, POD ve PPO enzim aktivitelgribu

streslere yanittaki rolleri incelengtir.
5.1. Fe, Cu, Co, Pb, ve Cd’'nin SOD Aktivitesi Uzenie Etkileri

Normal sartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L*Fee Cd* cozeltileri ile
15 mg/L ve 30 mg/L PB, CF* ve Cd* cozeltileri kullanilarak yetirilen tere
bitkisinde suiperoksit dismutaz aktiviteleri Tabld Ade gosterilmytir.

Kontrol teresi ve 30 mg/L ile 50 mg/L Feuygulanarak yetirilen tere bitkisinde Fe
etkisine bakilmgtir. SOD aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumlaimesi icin
Sekil 4.2.’de grafik olarak da sunulgtur. SOD'nin % aktiviteleri kontrol 30 mg/L
ile 50 mg/L Fé&" icin sirasiyla 100, 98, 108 olarak belirlestiti Sonuclar kontrol
ile kamilastinldiginda, % SOD aktivite derleri 30 mg/L F&" icin desismemi, 50
mg/L Fé"icin artmstir.

Kontrol teresi ve 30 mg/L ile 50 mg/L €uuygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Cu etkisine bakilmgtir. SOD aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumlanmesi igin
Sekil 4.3.’de grafik olarak da sunulgtur. SOD'nin % aktiviteleri kontrol 30 mg/L
ile 50 mg/L CA@" icin sirasiyla 100, 114, 119 olarak belirlegtini Sonuclar kontrol
ile kasilastirildiginda, % SOD aktivite derleri 30 mg/L ve 50 mg/L Cii icin

artmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L Pbuygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Pb etkisine bakilmgtir. SOD aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumlaiaesi igin
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Sekil 4.4.’de grafik olarak da sunulgtur. SOD'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L PB* icin sirasiyla 100, 64, 127 olarak belirlestini Sonuclar kontrol

ile kasilastirildiginda, % SOD aktivite derleri istatistiksel olarak 15 mg/L Pb

icin azalms, 30 mg/L PB" icin artmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L &ouygulanarak yetirilen tere bitkisinde
Co etkisine bakilmgtir. SOD aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumlaiaesi icin
Sekil 4.5.’de grafik olarak da sunulgtur. SOD'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L C&" icin sirasiyla 100, 144, 159 olarak belirlestini Sonuclar kontrol
ile karsilastirildiginda, % SOD aktivite derleri 15 mg/L C&' icin ve 30 mg/L C&'

icin 6nemli derecede artgtir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L €duygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Cd etkisine bakilmtir. SOD aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumlanmesi igin
Sekil 4.6.’da grafik olarak da sunulgtur. SOD'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L Cd" icin sirasiyla 100, 120, 133 olarak belirlegiini Sonuglar kontrol
ile karsilastinidiginda, % SOD aktivite derleri istatistiksel olarak 15 mg/L €d
icin ve 30 mg/L Cd" icin 6nemli derecede artigtir.

Yapilan calgmalarda, Cd uygulanarak domateste, Cd, Pb uygwknamsirda ve
hindistan sakiz @acinda SOD enzim aktivitesi artgtir. [14,19] . Bu cakmada da
Fe, Cu, Pb, Co, Cd uygulanarak SOD aktivitesininede arti belirlenmitir.
SOD aktivitesindeki arg) metal stresin & (siiperoksit) ve bD,'nin temel kayng

oldugunu gostermektedir.

5.2. Fe, Cu, Co, Pb, ve Cd'nin CAT Aktivitesi Uzeme Etkileri

Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L*'Fee Cif* ¢ozeltileri ile
15 mg/L ve 30 mg/L PB, CF* ve Cd* cozeltileri kullanilarak yetirilen tere

bitkisinde katalaz aktiviteleri Tablo 4.2.’de gasiaistir.

Kontrol teresi ve 30 mg/L ile 50 mg/L Feuygulanarak yettirilen tere bitkisinde

Fe etkisine bakilngtir. CAT aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumldmlanesi icin



52

Sekil 4.8.’de grafik olarak da sunultur. CAT 'nin % aktiviteleri kontrol 30 mg/L
ile 50 mg/L Fé&" icin sirasiyla 100, 144, 72 olarak belirlegtiti Sonuclar kontrol
ile kassilastirildiginda, % CAT aktivite dgerleri 30 mg/L F& icin artms, 50 mg/L

Fe?* icin azalmgtir.

Kontrol teresi ve 30 mg/L ile 50 mg/L &uuygulanarak yetirilen tere bitkisinde
Cu etkisine bakilmgtir. CAT aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumldmlanesi icin

Sekil 4.9.’da grafik olarak da sunultur. CAT 'nin % aktiviteleri kontrol 30 mg/L
ile 50 mg/L Cd" icin sirasiyla 100, 93, 382 olarak belirlestini Sonuclar kontrol
ile kawilastirildiginda, % CAT aktivite dgerleri 30 mg/L icin dgismems ve 50

mg/L CuU"* icin artmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L Pbuygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Pb etkisine bakilmgtir. CAT aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumldmanesi igin
Sekil 4.10.’da grafik olarak da sunulgtur. CAT 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L PB* icin sirasiyla 100, 47, 88 olarak belirlestiti Sonuclar kontrol ile
karsilastirildiginda, % CAT aktivite dgerleri 15 mg/L PB' icin ve 30 mg/L PH

icin azalmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L &ouygulanarak yetirilen tere bitkisinde
Co etkisine bakilmgtir. CAT aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumldmlanesi icin
Sekil 4.11.de grafik olarak da sunulgtur. CAT 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L C4&" icin sirasiyla 100, 40, 84 olarak belirlentiti Sonuclar kontrol ile
karsilastirildiginda, % CAT aktivite dgerleri 15 mg/L C8' icin ve 30 mg/L C&'

icin azalmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L €duygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Cd etkisine bakilmgtir. CAT aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumldmlanesi icin
Sekil 4.12.de grafik olarak da sunulgtur. CAT 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L Cd" icin sirasiyla 100, 75, 114 olarak belirlestini Sonuclar kontrol
ile karilastinildiginda, % CAT aktivite dgerleri 15 mg/L Cd' icin azalms ve 30
mg/L Cd* icin artmstir.
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Yapilan ¢algmalarda, Cd varfinda Phaseolus vulgaris, Lemna minor, bezelyerbibe
ve aycicgi yapraklarinda, Phaseolus aureus’siker kamginda, havug ve turpun
koklerinde CAT aktivitesinin azalgh tespit edilmgtir. Cu uygulanan bitki tirlerinde,
Al uygulanan pirin¢ yapraklarinda, Pb uygulanandbgz koklerinde, Cd uygulanan
arpa koklerindeseker kamginda, Raphanus sativus’da ve Agropyron repens’dé CA
aktivitesinin arttgl bulunmutur [14].

Calismamizda CAT enzim aktivitesi hem arthem de azalma gostertir.
Calsmamizda CAT enzim aktivitesinin azalmasi ve artmaggulanan stres
faktorlerinin muhtemelen bitkideki CAT enzim miktar arttirmasi veya azaltmasi

ile aciklanabilir.

5.3. Fe, Cu, Co, Pb, ve Cd’nin POD Aktivitesi Uzerie Etkileri

Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/L*'Fee Cif* ¢ozeltileri ile
15 mg/L ve 30 mg/L PB ve CG* ve Cd* cozeltileri kullanilarak yegtirilen tere
bitkisinde peroksidaz aktiviteleri Tablo 4.3.’desgérilmistir.

Kontrol teresi ve 30 mg/L ile 50 mg/L Feuygulanarak yetirilen tere bitkisinde
Fe etkisine bakilngtir. POD aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumlaiaesi icin
Sekil 4.14.de grafik olarak da sunulgtur. POD 'nin % aktiviteleri kontrol 30 mg/L
ile 50 mg/L Fé&" icin sirasiyla 100, 184, 193 olarak belirlestini Sonuclar kontrol
ile karsilastirildiginda, % POD aktivite derleri 30 mg/L F&" icin ve 50 mg/L F&

icin 6nemli derecede artgtir.

Kontrol teresi ve 30 mg/L ile 50 mg/L €uuygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Cu etkisine bakilmngtir. POD aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumlanmesi igin
Sekil 4.15.de grafik olarak da sunulgtur. POD 'nin % aktiviteleri kontrol 30 mg/L
ile 50 mg/L Cd@" icin sirasiyla 100, 315, 255 olarak belirlegtini Sonuglar kontrol
ile kamsilastinldiginda, % POD aktivite gerleri 30 mg/L igin ve 50 mg/L Cliicin

artmstir.
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Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L Pbuygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Pb etkisine bakilmgtir. POD aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumlaiaesi icgin
Sekil 4.16.’da grafik olarak da sunulgtur. POD 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L PB* icin sirasiyla 100, 92, 109 olarak belirlestini Sonuclar kontrol
ile karilastirildiginda, % POD aktivite derleri 15 mg/L PB icin azalms ve 30
mg/L PB icin artmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L &ouygulanarak yetirilen tere bitkisinde
Co etkisine bakilmgtir. POD aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumlanesi igin
Sekil 4.17.de grafik olarak da sunulgtur. POD 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L CG&" icin sirasiyla 100, 64, 110 olarak belirlestini Sonuclar kontrol
ile karilastirildiginda, % POD aktivite d@rleri 15 mg/L C6&' icin azalms ve 30
mg/L Cd” icin artmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L &duygulanarak yetirilen tere bitkisinde
Cd etkisine bakilmgtir. POD aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumlaiaesi icin
Sekil 4.18.de grafik olarak da sunulgtur. POD 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L Cd" icin sirasiyla 100, 320, 431 olarak belirlestini Sonuclar kontrol
ile karsilastirildiginda, % POD aktivite derleri 15 mg/L C4' icin ve 30 mg/L C&'

icin 6nemli derecede artgtir.

Farkl calsmalarda, Cu fazlatinda aygicgi yapraklarinda, Cd eklenmesinden sonra
Ceratophyllum demersum'da ve A. Thaliana'da Cd ve Pb uygulaninca Hindistan

sakiz gacinda POD enzim aktivitelerinin argroldugu bulunmuytur [14,19].

Calsmamizda POD enzim aktivitesi genel olaraksagdstermgtir. Calismamizda
POD enzim aktivitesinin azalmasi ve artmasi uygatanstres faktorlerinin
muhtemelen bitkideki POD enzim miktarini arttirmaseya azaltmasi ile

aciklanabilir.
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5.4. Fe, Cu, Co, Pb, ve Cd’nin PPO Aktivitesi Uzenie Etkileri

Normalsartlarda kontrol teresi ve 30 mg/L ve 50 mg/l*Fee Ci* ¢ozeltileri ile 15
mg/L ve 30 mg/L PB ve CG* ve Cd* cozeltileri kullanilarak yettirilen tere
bitkisinde polifenol oksidaz aktiviteleri Tablo 4de gosterilmgtir.

Kontrol teresi ve 30 mg/L ile 50 mg/L Feuygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Fe etkisine bakilmgtir. PPO aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumlaihaesi icin
Sekil 4.20.’de grafik olarak da sunulgtur. PPO 'nin % aktiviteleri kontrol 30 mg/L
ile 50 mg/L Fé&" icin sirasiyla 100, 53, 197 olarak belirlegtini Sonuclar kontrol
ile karsilastirildiginda, % PPO aktivite gerleri 30 mg/L F& icin azalms, 50 mg/L
Fe?* icin artmstir.

Kontrol teresi ve 30 mg/L ile 50 mg/L €uuygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Cu etkisine bakilmtir. PPO aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumlaitraesi icin
Sekil 4.21.’de grafik olarak da sunulgtur. PPO 'nin % aktiviteleri kontrol 30 mg/L
ile 50 mg/L Cd@" icin sirasiyla 100, 201, 243 olarak belirlestini Sonuglar kontrol
ile karsilastirildiginda, % PPO aktivite gerleri 30 mg/L icin ve 50 mg/L Cliicin

artmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L Pbuygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Pb etkisine bakilmgtir. PPO aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumlaih@aesi icin
Sekil 4.22.’de grafik olarak da sunulgtur. PPO 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L PB* icin sirasiyla 100, 62, 248 olarak belirlegtini Sonuclar kontrol
ile karsilastirildiginda, % PPO aktivite gerleri 15 mg/L PB' icin azalms ve 30
mg/L PB" icin artmstir.

Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L &ouygulanarak yetirilen tere bitkisinde
Co etkisine bakilmtir. PPO aktivitesi sonuclarinin daha iyi yorumlaitraesi icin
Sekil 4.23.’de grafik olarak da sunulgtur. PPO 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L Cé&" icin sirasiyla 100, 88, 95 olarak belirlentiti Sonuclar kontrol ile
karsilastirildiginda, % PPO aktivite gerleri 15 mg/L C&" icin ve 30 mg/L C&'

icin azalmstir.
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Kontrol teresi ve 15 mg/L ile 30 mg/L €duygulanarak yettirilen tere bitkisinde
Cd etkisine bakilnstir. PPO aktivitesi sonuglarinin daha iyi yorumlaifraesi igin
Sekil 4.24.’de grafik olarak da sunulgtur. PPO 'nin % aktiviteleri kontrol 15 mg/L
ile 30 mg/L Cd" icin sirasiyla 100, 145, 169 olarak belirlestini Sonuclar kontrol
ile karsilastirildiginda, % PPO aktivite gerleri 15 mg/L Cd" icin ve 30 mg/L C&'

icin artmstir.

Bir calismada, aycicg yapraklarinda yiksek ve giik Cu uygulamasi ile tadayda
Cu veya Zn eksikfiinde ve havu¢ ve turpun koklerinde artan Cd
konsantrasyonlarinda PPO aktiviteleri suohiistir. Marsilea minuta'ya Cd
uygulanmasinin PPO aktivitelerini arttigdtespit edilmgtir. Misir yapraklarinda, Cu

eksikliginde PPO aktivitesi digrken airi Zn ile bu aktivite duzeltilnstir [14].

Calsmamizda PPO enzim aktivitesi hem agtmhem de azaji gostermstir.
Calsmamizda PPO enzim aktivitesinin azalmasi ve artmagulanan stres
faktorlerinin muhtemelen bitkideki PPO enzim miktararttirmasi veya azaltmasi ile

aciklanabilir.
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