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Farkli amonyak derisimleri, tribenuron metil herbisiti ve bunlarin
karisimlarinin, Chara contraria’da enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar,
TBARS ve protein miktarlar1 {izerine subakut etkileri arastirilmistir. Bu dogrultuda,
makrofit, 14 giin siire ile amonyagin farkli derigsimlerinin ayr1 ya da herbisit ile
karigiminin etkisinde birakilmistir. APx, DHAR, GPx ve GST enzim aktiviteleri ile
T-SH, NP-SH, PB-SH, TBARS ve protein diizeyleri spektrofotometrik olarak analiz
edilmistir. APx aktivitesi tiim uygulama gruplarinda kontrole gore artis gosterirken,
DHAR ve GPx aktiviteleri azalmistir. GST enzim aktivitesi herbisit, diisiik amonyak
derisimi ve bu derisimin herbisitle kombinasyonu olan gruplarda kontrole gore
azalmistir. Ancak, yiiksek amonyak derisimi ve bu derisimin herbisitle birlikte
uygulandigi gruplarda artmustir. T-SH ve PB-SH miktarlari, tribenuron metil ve
yiikksek derisim amonyagin herbisitle karigtmi olan gruplarda kontrole gore
degismemistir. Fakat diisik amonyak derisimi, bu derisimin herbisitle birlikte
verildigi grup ve yiiksek amonyak derisim grubunda artmigtir. NP-SH miktarlar
hicbir grupta degisim gostermemistir. TBARS diizeyleri, biitiin uygulama
gruplarinda kontrole kiyasla azalmistir. Protein miktari, diisiik amonyak derisimi ve
herbisit karisimi olan gruplarda artmistir. Sonuglarimiza gore, C. contraria’da APX
ve GPx enzim aktiviteleri ile TBARS ve tiyol diizeyleri amonyak, tribenuron metil
herbisiti ve bunlarin karisimlari i¢in biyomarkir olarak kullanilabilirler.

Anahtar kelimeler: Antioksidan; Biyomarkir; Tribenuron metil; Amonyak;
Chara contraria
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Subacute effects of different ammonia concentrations, tribenuron methyl
herbicide, and their combinations on enzymatic and non-enzymatic antioxidants,
TBARS, and protein contents in Chara contraria were investigated. Accordingly, the
macrophyte was exposed to different ammonia concentrations alone or combined
with the herbicide for 14 days. Enzyme activities of APx, DHAR, GPx, and GST and
T-SH, NP-SH, PB-SH, TBARS, and protein levels were analyzed
spectrophotometrically. While APx activity increased in all exposure groups
compared to the control, DHAR and GPx activities decreased. GST enzyme activity
decreased groups with herbicide, low ammonia concentration, and their combinations
compared to the control. However, it increased in all the groups that contain the high
ammonia concentration. Levels of T-SH and PB-SH did not change with respect to
control in groups that they were mixed with tribenuron methyl and high
concentration ammonia with herbicide. However, the low ammonia concentration
increased in the group in which this concentration was given with the herbicide and
high ammonia concentration group. NP-SH amounts did not change in any group.
TBARS levels decreased in all the exposure groups compared to control. Protein
amount increased in the low ammonia concentration group and all the herbicide
combination groups. According to our results, APx and GPx activities and TBARS
and thiol levels can be used as a biomarker for ammonia, tribenuron methyl and their
combinations in C. contraria.

Keywords: Antioxidant; Biomarker; Tribenuron methyl; Ammonia; Chara
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1. GIRIS Baris TANRIVERDI

1. GIRIS

Diinya niifusunun giderek artmasiyla birlikte, insan gereksinimlerini
karsilayabilecek kaynaklar yetersiz kalmaya baslamistir. Bu durumun temel
nedeninin, insanoglunun var olan kaynaklari hizli bir sekilde tiiketmesiyle ilgili
oldugu soylenebilir. Artan ihtiyaclar1 karsilayabilmek igin, sanayi kuruluslarinin,
fabrikalarin, endiistriyel ve tarimsal alanlarin tiretimleri de giin gectik¢e daha da hiz
kazanmaktadir. Bu tiir kuruluslarin faaliyetleri sonucu olusan atik sular; nehir,
akarsu, gol, golet ve hendek gibi sucul ekosistemlere ve tarimsal arazilere karisarak
Kirlilik olusturmaktadir [1]. Ekili alanlara dahil olan bu sulardaki nitrat (NO3’) ve
nitrit (NO;) gibi azot kaynakli bazi bilesenler, tarimsal kirliligin ortaya ¢ikmasinin
temel nedenlerinden sadece bir kismini olusturmaktadir. NO3’; azotlu giibre, organik
giibre, insan ve hayvan atiklar1 ve endiistriyel atiklar gibi organik kaynaklarin,
mikroorganizmalarin biyokimyasal aktiviteleri yoluyla ayrismasi sonucu olusan
inorganik bir kirleticidir. Azotun sudaki yiiksek ¢oziiniirligii ve toprak tarafindan
tutulma oram diigiiktiir. Bu nedenlerden dolay1 azot, sucul bitkiler tarafindan
kullanilmadik¢a veya denitrifikasyonla atmosfere verilmedigi siirece kolaylikla
yeralt1 sularina karigabilmektedir [2]. Kontamine olmus yeralti sulariyla tarimsal
sulama yapilmasi veya bu sularin igme suyu olarak kullanilmasi, hem makrofitler
icin, hem de hayvan sagligi igin tehlike olusturmaktadir [2,3]. Cilinkii normal
kosullarda bitkiler igin temel elementlerden biri olan azot, yabani otlarla miicadelede
kullanilan  herbisitlerle reaksiyona girdigi zaman, sucul ekosistemlerin
biyorestoratorleri olan makrofitler [4] igin toksik olabilmektedir [5].

Biinyesinde organik kirletici bulunduran lagim sular1 da bir g¢esit kirlilik
kaynagidir. Yapilan arastirmalarda, iki milyon ton lagim suyunun ve diger atiklarin,
giinliik olarak su kaynaklarina dahil edildigi tahmin edilmektedir. Lagim sularinin
%90’ nindan ve diger atiklarin da %70’inden fazlasi aritilmadan alici sulara desarj
edilmektedir [1]. Bu ani etki sonucunda, ekosistemin tasiyabilecegi kapasitesinin
tizerinde bir yiik getirmesiyle, sistem igerisindeki tiim trofi diizeyleri az ya da ¢ok bu

olumsuz etkiyle karsilagsmaktadir. Sistemin ayakta kalabilmesi igin, atik sular desarj
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edilmeden 6nce ya kimyasal ya da biyolojik olarak basit diizeyde de olsa, aritima tabi
tutulmak zorundadirlar.

Yeryiiziiniin %751 sulardan meydana gelirken bu suyun %97’si okyanus ve
denizlerde toplanmistir. Geriye kalan %3’liik kismi ise tatl sular olusturmaktadir. Bu
oranlamay kendi icerisinde devam ettirirsek %3’liik tatli sularin %68.3’1 buzullarda,
%31.4°1 yer altinda ve %0.3’1 ise yer yiizeyinde ve atmosferde bulunmaktadir.
Anlagilabilecegi gibi ¢evremizde bire bir olarak kullandigimiz su, diinya tizerindeki
suyun ancak %0.01’i kadardir [6]. Canlilar tarafindan kullanilabilecek tatli su
oraninin bu derece az olmasi, suyun kirleticilere maruz birakilmamasini ve ¢ok daha
tasarruflu bir sekilde tiiketilmesini gerektirmektedir.

Her ne kadar yiizde dagilim oranmi ¢ok az olsa da sistematik olarak
tanimlanmis, biyosferde yasayan yaklagik 1.8 milyon tiriin yiiz bin kadarini
biinyesinde barindirir. Bunun yaninda ¢esitli i¢ su tipleri (lentik ve lotik sistemler);
ekonomi, egitim, bilim, kiiltiir, estetik gibi temel yasam bilimleri i¢in de vazge¢ilmez
bir unsurdur. Ancak tatli sular, karasal ekosistemlere oranla, tiir gesitliligi azalmasi
konusunda daha dezavantajli bir durumdadir. Bunun baslica nedeni, insanlarin, suyu,
hi¢ bitmeyecekmis gibi vahsice kullanmasidir. Gidilen nokta bu sekilde devam
ederse, sistem geri dondiiriilemeyecek hale gelecek ve zamanla biyogesitlilik yok
olma tehlikesiyle yiliz ylize kalacaktir. Kiiresel tathh su biyocesitliligini yok olma
noktasina getiren antropojenik etkenler; dogal su kirliligi, suyun akis degisikligi,
habitatin tahribi veya bozulmasi ve egzotik tiirlerin istilas1 seklinde siralanabilir [7].
Boyle ¢ok sayida canliya ev sahipligi yapan, insanliga sundugu hizmetler konusunda
oldukga comert davranan bu degerli sularin korunmasi bilyiik 5nem tagimaktadir.

Suyu habitat olarak kullanan organizmalarin canliliklarinin ve temel
metabolik faaliyetlerinin stirekliligi i¢in, suyun kirlenmemesi gerekmektedir. Fakat
insanoglu diinya tizerinde varoldugu siirece, suyun Kirlenmemesi gibi bir durumdan
bahsetmek pek miimkiin goriinmemektedir. Popiilasyonun artmasiyla birlikte bu
kirlilik miktar1 ciddi boyutlara ulasabilmektedir. Popiilasyonun artisiyla beraber
sanayilesmenin de ilerlemesi, kirlilik tizerinde sinerjist etkiye neden olmaktadir.

Sanayilesmeyle birlikte insan ihtiyaglar1 da cesitlenip artmaya bagslayinca daha c¢ok
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kaynak ve enerji tiiketimine neden olmakta ve bu da dogal olarak kirliligi
dogurmaktadir [8].

Su kirliligi; irmaklarin, okyanuslarin, géllerin, yeralti sularinin antropojenik
Kirleticiler nedeniyle ya da kendiliginden dogal karakteristiginin bozulmasi olarak
tanimlanabilir. Suyun insan faaliyetleri veya dogal unsurlarla kirlenmesi durumunda,
sucul ekosistemlerde yasayan bitkisel-hayvansal popiilasyonlar ve komiiniteler
dogrudan veya dolayli bir sekilde etkilenebilmektedir [9]. Su kirliligi, gelisen ve
gelismekte olan {ilkelerde Oliim ve hastalik nedenlerinin basinda gelmektedir.
Uluslararas1 raporlara gore yaklasik olarak giinde 1400 insan, su ve suya bagh
hastaliklar nedeniyle 6lmektedir [10].

1.1 Antropojenik Su Kirliligi

Suyun kalitesi, tarimsal, evsel veya endiistriyel faaliyetler sonucu olusan
cesitli kirleticilerle veya asir1 tliketim neticesinde bozulmaktadir. Bu sekilde
meydana gelen kirlilik siireci, antropojenik kirlilik olarak adlandirilmaktadir [11,12].

Tarimsal alanlarin bulundugu sucul ekosistemlerdeki organizmalarin ¢ogu,
rutin bir sekilde bircok stres faktoriine maruz kalmaktadir. Bu bolgelerdeki yiizey
sulari, yiiksek miktarda besin tuzu, tortu ve pestisit icermektedir. Tarimsal alanlarin
bulundugu sulara bu tarz kirleticilerin dahil olmasinda, su akisi, toprak erozyonu ve
pestisit igeren sprey sise kullanimi etkili olabilmektedir [13]. Pestisitler; bitki, mantar
ve zararli organizmalarin biiylimesini sinirlandirarak, 6ldiirerek veya uzaklagtirarak,
tarimda triin verimliligi ve cesitliligini arttirmak i¢in kullanilan kimyasal tirtinlerdir
[14,15]. Sucul ekosistemlerin kontaminasyonuna neden olan ve neticesinde bu
sistemlerin restorasyonunu gerektiren, temel antropojenik Kkirleticilerden olan
pestisitler, diinya ¢apinda tarimda yaygm olarak kullanilmaktadir. Istenilen iiriinden
daha ¢ok elde edebilmek icin zararlilara karst kullanilan bu sentetik kimyasal
tirtinler; akarsularin, nehirlerin, goletlerin, gollerin ve kiyr alanlarmin kirlenmesine
yol agmaktadir [15].

Yirminci yiizyilin ikinci yarisinda Yesil Devrimin ortaya ¢ikmasiyla birlikte

ciftciler, sentetik gilibre, bocek ilaci ve herbisit kullanarak verimi artirmak i¢in dogal
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olmayan bu iriinleri kullanmaya baglamislardir [15]. Kullanilan ileri teknolojilerle,
akarsu ve nehirlerin %50’sinden fazlasinin pestisit ve besin tuzu yiiklenmesinden
etkilendigi tahmin edilmesine ragmen bu alandaki calismalar sirlidir. Sisteme
tasinan pestisitler, sadece hedef organizmalari degil ayni zamanda tiim canlilik
sistemlerini de olumsuz sekilde etkileyebilmektedir. Bunun sonucu olarak
biyobirikim ile beraber ayrisma sonucunda ekosisteme ekstra karbon ve besin tuzu
yiiklenmesi ile daha vahim sonuglar ortaya ¢ikmaktadir [16].

Antropojenik etkiler degerlendirildiginde sadece sucul ekosistemlerdeki
kirlilik degil, ayn1 zamanda karasal ekosistemlerdeki biiyiikk endiistriyel alanlarin
faaliyetleri 6zellikle i¢ su ekosistemlerinde biiylik tahribata neden olmaktadir.

Yukarida s6z edildigi gibi tarimsal, endiistriyel veya evsel kaynakli atik
sularda bulunan, sentetik ve organik bilesiklerin kalintilari, yapay kirletici olarak
gruplandirilmaktadir. Dogal olmayan bu kirleticiler, igme sularina, yeralti sularina
veya akan sulara dogrudan veya dolayl olarak desarj edilebilmektedir. Sentetik ve
organik kirleticilere maruz kalmis sularin, sucul organizmalarin viicuduna herhangi
bir sekilde girisi ise bu canlilarin saghgmi tehlikeye sokmaktadir [17]. Besin
zincirinin diger trofik basamaklarindaki organizmalarin da bunlar tiiketmesiyle
birlikte, tabandan tavana dogru biyolojik birikim sonucu, tiim canlilarin olumsuz

yonde etkilendigi bir durum ortaya ¢ikmaktadir.

1.2 Dogal Kirlilik

Bir bolgenin asir1 yagis almasi neticesinde su baskinlar1 olusabilmektedir.
Akis hiz1 yiiksek olan bu sular, tarim arazilerinden gecerken karsilastigi bircok
kirleticiyi, farkli alanlara tasiyarak sucul ekosistemlerin dogal olarak kirlenmesine
neden olabilmektedir. Bu kirleticilerin basinda fosfor ve azot gibi besin tuzlari
olabildigi gibi [18], tarimsal pestisitler, endistriyel kimyasallar veya insanlar
tarafindan meydana getirilen bircok endiistriyel organik Kirleticiler de olabilir. Bu
kirleticiler kolay bir sekilde yok olmadiklarindan dolay1 uzun siireli tasinabilirler ve
sucul organizmalarda biyobirikime neden olduklari i¢in bunlarin tizerinden beslenen

diger canlilar igin toksik hale gelebilirler [19]. Toprak yeterli miktarda suya doymus
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oldugu i¢in bu fazla suyun toprak altina sizmasi da bir baska deyisle filitrelenmesi de
azalir [20].

Azot, diinya atmosferinde en fazla bulunan (%78) elementlerden bir tanesidir.
Organik molekiillerin yapisina katilma yoniinden karbon, hidrojen ve oksijenden
sonra dordiincii sirada yer almaktadir. Sucul ekosistemlerde ¢6ziinmiis inorganik azot
seklinde bulunmaktadir. En yaygin iyonik (reaktif) formlari, amonyum (NHy4"), NOy
ve NO;s’tlir. Azotun bu formlarinin sucul habitatlara endiistriyel, evsel veya tarimsal
alanlardan akmasi sonucu inorganik azot kirliligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu durum
fitoplankton, bentik alg ve makrofit gibi birincil iireticilerin gelismesini ve
cogalmasini uyarabilir veya arttirabilir. Fitoplankton artist ile birlikte, tatli su, nehir
agz1 ve deniz kiyis1 ekosistemleri 6trofik hale gelmektedir. Ayrica sucul hayvanlarin
inorganik azot bilesiklerine dogrudan maruz kalmasi, bu organizmalarin hayatta
kalma, tireme ve cogalma yeteneklerini azaltabilmektedir. Yer altt ve yeriisti
sularimin inorganik azot bilesikleri ile kirlenmesi, insan sagligi ve ekonomi {izerinde
olumsuz etkilere neden olabilmektedir [21].

Bilindigi gibi ayristiricilar karbon, fosfor, azot, siilfiir gibi elemetlerin dogada
geri doniigiimiinde 6nemli bir rol oynarlar [22]. Bentik faunanin sedimentte bulunan
organik maddeleri ¢esitli yollarla yeniden mineral hale getirmesine biotiirbasyon
denir. Bu fauna yuva yapma, metabolik faaliyetler, beslenme, predatdrden kagma
gibi davraniglar sayesinde organik madde ayrigmasini hizlandirirlar. Bu etki bazi
habitatlarda olumsuz bir siireci meydana getirebilir. Ornegin kararli bilesiklerin
olusmasi, toksik maddelerin mineralizasyonu inhibe etmesi gibi 6nemli metabolik
faaliyetleri durdurabilir. Boyle bir durumda herhangi bir inorganik maddenin
fazladan artis1 alg gibi planktonik canli sayisinin toplam biyomasini birdenbire
maksimum seviyeye cikartir. Bu da dolayli olarak alg kirliligine neden olmaktadir
[23]. Sonug olarak bu tip habitatta ani oksijen azalmalari, bulanikliligin artmasi ve
151k gecirgenliginin azalmasi kaginilmazdir [24].

Eger bu siirec bir sekilde aksakliga ugrarsa, sucul habitatlarin dogal veya
antropojenik  kaynakli  kirleticiler tarafindan  Kirlenmesi ile sistem geri
dondiiriilemeyecek duruma gelebilmektedir [25]. Bu tiir ajanlara maruz kalan sucul

ekosistemlerde, Salmonella spp., Aeromonas spp. ve Legionella spp. gibi patojenik
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bakteriler olusabilmektedir [26]. Cogalan bu patojenler, sistemi doniisiimsiiz bir hale
sokabilirler.

1.3 Suyun Verimliligi

Gol, golet, akarsu ve irmak gibi sucul ekosistemler tarim arazileri i¢in biiyiik
Oonem tasimaktadir. Tarimsal ekim alanlar1 bu sulardan beslendigi i¢in, saglikli ve
verimli tarim drtnleri igin kullanilan bu sularin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yapisinin da dogal olmasi gerekmektedir. Ciinkii bu sular kendini besleyen bir¢ok
havzayi da icine alir. Diinyanin ¢ogu yoksul bdlgesinde, giinde bir dolardan da daha
az miktarda kazandig1 parayla gecimini saglayan, bir milyardan fazla insan
bulunmaktadir. Bunlar arasindan, 6zellikle tarimla ugrasan 850 milyon fakir, kirsal
kesim halki yer almaktadir. Dolayisiyla ge¢imini tarimla saglayan bu insanlar igin su,
oldukga kritik bir 6neme sahiptir. Ayn1 zamanda, gelismekte olan ¢ogu iilkede su,
tarimsal verimi kisitlayan 6nemli bir faktor olarak géze ¢arpmaktadir [27].

Diinya iizerindeki biitlin tilkelerde, 2050 yilina kadar 6-9 milyar arasinda
insan, beslenme ile ilgili biiyiik sorunlarla yiiz yiize kalacaktir. Bu nedenle gelisen
tilkelerde niifusun %40 kadar1 tarima bagimli olacak ve iilkenin ana ekonomik girdisi
haline gelecektir. Fakat kiiresel tarim; kentlesme, dogal kaynaklarin kullanimi ve
bunlarin stirdirilebilirligi, iklim degisikligi gibi ¢evresel sorunlarla karsi karsiyadir
[28]. Ozellikle diinya beslenmesinde énemli yer tutan tahil ekimi yapilan arazilerde
verimi arttirmak amaciyla dogal giibrelemenin yetersiz oldugu durumlarda yapay
giibreler ve pestisitler kullanilmaktadir. Bu giibrelerin bitkiler tarafindan kullanimi
sonucu olusan oOzellikle amonyak, karistigi sularda kirlilik olusturmaktadir [21].
Buna ek olarak tarim alanlarinda kullanilan herbisitlerin de bu sulara karigmasi
sonucu olusan kirlilik yiikii sucul sistemlerde daha da artmaya baglamaktadir [5].

Sucul ekosistemlerde bu sekilde olusan yiiksek kirlilik etkilerini bertaraf
etmek amaciyla, makrofitlerin enzimatik antioksidanlarinda artiglar olmaktadir. Bir
organizmanin antioksidan enzim aktivitesi ne kadar yiiksekse diren¢ mekanizmasi da
o0 derece etkindir. Dolayisiyla bir canlinin hayatin1 devam ettirmesini saglayan enzim

aktivitesi araligini tespit etmek oldukga 6nemlidir. Ciinkii bu tiir biyomarkirlar suda



1. GIRIS Baris TANRIVERDI

kirleticilerin olduguna dair ipucular vermekle birlikte giiclii biyorestoratorlerin neler
oldugu hakkinda da bizlere 1s1k tutmaktadir. Biyomarkirlar; canlilarin hiicre, sivi,
doku ya da organlarinda bulunabilen, ksenobiyotiklerin farkli derisimlerinin etkisine
kars1 cevap verme yetenegine sahip olan hiicresel, biyokimyasal, molekiiler ya da
fizyolojik degiskenlerdir. Biyomarkir analizleri ile ortamdaki Kkirleticilerin varlig
analitik tekniklerle 6l¢iilebilmekte ve birgok g¢evresel kirlilik izleme programinda bu
analiz yontemleri Onemli bir yer tutmaktadir [29]. Biyorestoratér, sucul
ekosistemlerde bulunan ve biyosorbsiyon Kkapasitesi yiiksek makrofit olarak
tanimlanmaktadir [4]. Biyosorbsiyon kapasitesi yiiksek bir organizmanin
toksikantlara maruz kalmast sonucu Olmesi, bu tir habitatlarin  geri

dondiiriilemeyecek derecede bozulmasi anlamina gelebilmektedir.

1.4 Su ve Pestisitler

Diinya’da her yil binlerce ton pestisit, tarimsal alanda yabani ot ve ¢imleri
yok etmek amaciyla kullanilmaktadir. Pestisit ailesinin bir {yesi olan herbisitler;
stlfonil tre tiirevleri (amidosulfuron, azimsulfuron, nicosulfuron, rimsulfuron,
thifensulfuron methyl, tribenuron methyl) ve azoxystrobin (AZX) gibi formlardir.
Uriin verimini yiikseltmek amaciyla tarim arazilerinde yaygin sekilde kullanilan bu
herbisitler, topraktan siiziilerek bir sekilde yeralti sularina karigmakta ve bu sularin
dogal karakteristigini bozmaktadir. Adi1 gegen biitiin pestisitler, 6zellikle notr veya
hafif alkali pH'ya sahip sularda iyi ¢6ziinebilmelerinden dolayi, kolaylikla bitkisel
yapilara difiize olabilmektedir [30].

Siilfonil iire grubu ve tiirevleri herbisitler, karistig1 sularda dogal bozunum
sonucu olusan yan friinler ile toksik olmaktadir. Calismamizda kullandigimiz
tribenuron metil, yabani ot kontroliinde oldukga etkin olan, siilfonil {ire grubuna ait
bir herbisittir (Sekil 1.1). Bu herbisitin tarimda daha ¢ok tercih edilmesinde, tortu
oraninin ve hayvan toksisitesinin nispeten diisiik olmas1 etkilidir [31]. Tribenuron
metil, valin, 16sin ve izoldsin aminoasitlerinin sentezinden sorumlu olan asetolaktat
sentaz enzimini (ALS) inhibe eden bir herbisittir [32]. Dolayisiyla protein sentezinin

aksamasi tiim metabolik olaylar1 etkileyerek biiylimeyi inhibe edebilmektedir.
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Herbisitin etkinligi, uygulanan doza, yabani otlarin gen¢ ya da olgun olmasina ve
herbisitin aktif bilesenlerine karsi hassasiyetine gore degisebilmektedir [33]. Bu
nedenle tribenuron metil, diisiikk yogunlukta bile fitotoksik etki yapabilmektedir [34].

Herbisitin bu toksik etkileri, 1s181n etkisiyle yok edilebilmektedir. Ultraviyole
(UV) ve giines 15181 etkisindeki sularda, pH’nin artmasi ve ¢oziinmiis inorganik
maddelerin etkisiyle, fotobozunum orani artmaktadir. Fotoliz sonucu olusan yan
rtinler (Sekil 1.2) sayesinde ise sucul ortamlarda detoksifiye olabilmektedir [35].
Ayrica kolay bir sekilde hidrolize ugradigi igin, topraktan organik coziiciilerin
yiiksek orandaki karisimiyla veya sulu g¢ozeltileriyle de ekstrakte edilebilmektedir
[34].
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Sekil 1.1 Tribenuron metilin kimyasal yapis1 [36]
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Sekil 1.2 Tribenuron metilin yan trtinleri [35] 1) Tribenuron-methyl; 2) N-methyl-4-
methoxy-6-methyl- 1,3,5-triazin-2-amine; 3) methyl 2-sulfamoyl benzoate; 4) 4-
methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-amine; 5) N-(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-
yl)-N-methyl urea; 6) N-(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl) urea; 7) N-(2-
carbomethoxyphenyl)-N-(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl) -N-methyl urea; 8)
N-(2-carbomethoxyphenyl)- N - (4-methoxy-6-methyl-1, 3, 5-triazin-2-yl) urea; 9) N-
(2-carbomethoxy phenylsulfonyl)-N-methyl urea; 10) 2-sulfamoylbenzoic acid; 11)
0-benzoic sulfimide; 12) N-methyl-0-benzoic suliimide; 13) 2-[4-methoxy-6-methyl-
1,3,5-triazin-2-yl (methyl) carbamoyl sulfamoyl] benzoic acid; 14) benzoic acid; 15)
N-hydroxymethyl-o-benzoic suliimide; 16) Methyl 2-(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-
triazin-2-yl carbamoyl sulfamoyl)benzoate

Kullanilan bu tiir kimyasallar oksidatif strese yol agar. Bu olumsuz kosuldan
kurtulmak {izere canlilar, enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemlerini
devreye sokarlar.

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, organizmanin abiyotik veya
biyotik faktorlere karsi olusturdugu molekiillerdir. Bu molekiiller, sulara karisan
organik maddelerin oksijenle bozunumu sonucu radikal olmayan hidrojen peroksit
(H20;) ile siiperoksit (O27), hidroksil radikali (HO") ve singlet oksijen (*0,) gibi
reaktif oksijen tiirlerine (ROT) (Sekil 1.3) karsi olusmaktadir. ROT’lara maruz kalan
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makrofitlerde lipit, DNA veya protein molekiillerinin pargalanmasi sonucu biiyiime

inhibisyonu hatta bitkinin 6liimii gibi istenmeyen sonuglar goriilmektedir [37].

Abiyotik stres faktorleri Olustugu organeller:
Tuzluluk, UV, kuraklik, agir Kloroplast, mitokondri,
metaller, hava kirleticiler, peroksizom ve diger organeller

herbisitler vb.

ROT
0,", 10, HO", vh.

Oksidatif hasar

l

Hiicre
Olimi

Sekil 1.3 Abiyotik stres kaynakli ROT iiretimi ve hiicre 6liimti [38]

Bitkilerde, 6zellikle doymamus yag asitleri, HO™ ve 'O,’ye karsi oldukga
hassastir. Bu durum hiicre zarinin biitinligiiniin bozulmasina neden olur. Lipit
peroksidasyonu (LPO) sonucu hiicre zarinin segici gegirgen yapisinin deformasyonu,
zardan sizintinin artmast ve membran proteinlerinin yapisinin hasar gérmesiyle
sonuglanir.

Makrofit DNA’s1 ¢esitli yollarla ROT’lar tarafindan hasara ugrayabilir.
ROT’lardan en reaktif olani hidroksil radikalidir. Singlet oksijen guanini deforme

ederken siiperoksit ise hi¢ tepkimeye girmez. ROT’lardan hem ¢ekirdek DNA’s1 hem

10
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de mitokondriyal DNA etkilenmektedir. Radikallerin verdigi hasar dolayli veya
dogrudan olabilmektedir. DNA hasarinin en yaygin tipi, LPO sonucu olusan
malondialdehidin (MDA) guaninle konjugasyonudur [37].

Makrofit proteinlerinin ROT’larla okside olmasi, aminoasitler arasindaki
kovalent baglarin koparak yapilarinin bozulmasina neden olur. Protein
oksidasyonlarinin ¢ogu tipi geri doniisiimsiizdiir fakat siilfiir iceren aminoasitlerin
yer aldigi protein denatiirasyonu geri donisiimlii olabilmektedir [37]. Bu tip
oksidasyon oldukg¢a yaygindir ve oksidatif stresin bir belirtecidir.

Temel olarak ROT’un neden oldugu istenmeyen sonuglarin ortaya ¢gikmamasi
igin, sucul makrofitler bircok savunma mekanizmast gelistirmektedir. Bu
mekanizmalar igerisinde enzimatik ve enzimatik olmayan molekiillerin miktar ve
aktivitelerinin degismesi oldukca Onemli bir yer tutmaktadir. Bu savunma
mekanizmalar1 sayesinde, ya toksik maddeleri daha az toksik hale getirerek ya da
tamamen baska bir forma c¢evirerek hayatta kalmaya c¢alisirlar. Bu etkin
mekanizmalar1 nedeniyle sucul ekosistemlerin restore edilmesinde, makrofitlerin
yaygin bir sekilde kullanilabilir oldugu konusunda bir¢ok arastirma yapilmistir [39].
Bu arastirmalardan yola ¢ikilarak ¢alismamizda kullandigimiz Chara contraria (A.
Braun ex Kiitzing), hem yiiksek metabolik faaliyeti hem de kolaylikla elde
edilebilmesi, ayrica maliyetinin olduk¢a diisiik olmasi ve giiglii biyosorbsiyon

ozelliginden dolayi tercih edilmistir.
1.5 Enzimatik Antioksidanlar

Fotosentez tepkimesinin gerceklestigi Kloroplastlarda ¢oklu doymamis yag
asitleri bol miktarda bulunmaktadir. Bu nedenle kloroplast tasiyan canlilar oksidatif
hasar riski altindadir. Bu durum ise oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres,
olusan ROT’lara kars1 antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi durumda
ortaya cikan bir olgudur. Fotosentez esnasinda olusan molekiiler oksijen reaktif
olmasa da HO’, O, gibi ROT’lara ve radikal olmayan H,0;, lOg’ye
doniisebilmektedir. Normal kosullarda ROT’lar ile antioksidan sistemler denge

durumundadir [38]. Antioksidanlarin tiikenmesi ve asir1 ROT birikimi veya her
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ikisinden dolay1 bu kritik denge bozuldugunda oksidatif stres ortaya ¢ikar (Sekil 1.4).
Temel olarak enzimatik antioksidan savunma sistemleri, oksidatif stresin minimuma
indirgenmesinde biiyiikk énem tasir [40]. Ornegin bitkilerde bulunan ve metabolik
faaliyeti yiliksek olan kloroplast ve mitokondri gibi organellerde ¢ok fazla miktarda
ROT birikebilir. Bu bolgelerde olusan ROT’lar, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemi elemanlar1 ile ortamdan uzaklastirilarak bitkiler

oksidatif stresten korunmaktadir [38].

Denge
AOX=ROT

Oksidatif stres
(Titkkenmis AOX)

5=
[\ st N\
/o 5z

Antioksidanlar Oksidanlar

Sekil 1.4 Oksidatif stres [40]
1.5.1. Askorbat Peroksidaz (APx)

Askorbat peroksidaz (APx), enzimatik antioksidanlar icerisinde 6nemli bir
yere sahiptir. APX, bitkilerde, 6zellikle makrofitlerde asir1 151k ve 1s1 gibi abiyotik

stres kosullarinda, kloroplastlarda ve peroksizomlarda aktif hale gecebilen

antioksidan bir enzimdir. Enzimin temel mekanizmasi, fotosentez esnasinda olusan

12
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H,0, ve bunun iiriinii olan HO”yu ortamdan uzaklastirarak hiicrenin zarar gormesini
engellemektir [38,41,42]. Enzimin, bitkilerde bakir (Cu) eksikligi veya fazlaliginda
seviyesi artmaktadir. Ayrica NaCI’nin olmadig: stres kosullarinda, H,O, ve sodyum
nitroprussid (SNP) bilesikleri de APX’in artisina neden olmaktadir [38]. Bu enzim
substrat olarak askorbik asit (AsA) kullanmaktadir. Stres kosullari altinda olusan
H.0,’yi uzaklastirmak i¢in APX seviyesinin artist ile birlikte, substrat olarak
kullanilan ASA azalmasi da goriiliir [43].

APX, kapali tohumlu bitkilerden; bezelye, 1spanak, su mercimegi ve ¢inar
yapraklarinda, ¢ay, misir ve beyaz katirtirnaginda, bunun yaninda baklagil kok
nodiillerinde, soya fasulyesi embriyolarinda ve hint fasulyesi endospermlerinde tespit
edilmistir. Ayrica Euglana, Chlamydomonas spp., Zooxanthella spp. gibi 6karyotik
alglerde ve belli siyanobakterilerde de aktivitesi belirlenmistir. Fotosentetik
organizmalara ek olarak APXx, protozoan Trypanosoma cruzi’de de tespit edilmistir.
Hayvan ve mantarlarda ise bulunmamaktadir. Hayvanlardan yalnizca sigir géziinde
aktivite gézlenebilmistir ve aktivite bitkilerinkinden ¢ok farklidir [41]. Sigir goziinde
bulunan APX, elektron donorii olarak kullandigi AsA’nin, hayvan dokularinda bol
miktarda bulunmasindan dolayi, H,O,’nin Glutatyon peroksidaz (GPx) tarafindan
uzaklastirmasina katki saglayabilmektedir [44]. APX’in farkli 6zelliklere sahip bir¢ok
izoenzimi vardir. Bu izoenzimler; tilakoid (tAPx), glioksizom membran formlari
(gmAPX), kloroplast stromal ¢oziiniir formu (sAPX), sitosolik form (cAPx) [38] ve
mitokondriyal (mitAPXx) [44] formlardan olusmaktadir.

APX’in aktivitesi bazi durumlarda ise Ozellikle abiyotik stres faktorleri
sirasinda yavaslatilabilmekte veya durdurulabilmektedir. Ornegin, salisilik asit ve
2,6-dichloroisonicotinic acid (INA) tarafindan aktivasyonu inhibe edilebildigi gibi
[45], bitki hiicrelerinde nitrik oksit (NO) tarafindan da APX’in aktivitesi
engellenebilmektedir [46].

Temel olarak APx’in etki mekanizmasi, kloroplastta fotosentez sonucu olusan
H20,’nin suya doniismesi ile gerceklesmektedir. Substrat olarak kullanilan AsA, bu
sirada monodehidroaskorbata (MDAsA) doniiserek okside hale gelir. Daha sonra
okside MDASsA, monodehidroaskorbat rediiktaz (MDASAR) enzimi araciligiyla
NADPH’1n protonlarin1 kullanarak AsA veya dehidroaskorbata (DASA) indirgenir.

13



1. GIRIS Baris TANRIVERDI

Indirgenmis durumdaki DASA, DAsA rediiktaz (DASAR) katalizorliigiinde rediikte
glutatyonu (GSH) kullanarak AsA’ya indirgenir. AsA olusumuyla birlikte GSH,
yiikseltgenerek okside glutatyona (GSSG) doniisiir. Glutatyon rediiktaz (GR),
GSSG’ye NADPH tan proton ve elektron aktararak yeniden GSH olusumunu saglar.
Boylelikle APx, ASA-GSH dongiisii ile HpO,’nin toksik seviyelerde birikimini
Oonlemis olur [44,47] (Sekil 1.5). Sonug¢ olarak bu mekanizma ile ototrof

organizmalar, H,0, ve onun yan irlinlerinin olumsuz etkilerinden korunmus olurlar.

i

NADP* NADPH

A Gssa ~ -NAD(PIH

I\ asH NAD(P)*

DAsA
H20 T

MDAsA NAD(P)H
NAD(P)*

Sekil 1.5 Yiiksek yapili bitkilerde ROT'larin elimine edilme yollar1 [44]

1.5.2. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR)

Bitki dehidroaskorbat rediiktazlar1 (DHAR) temel olarak kloroplast ve
sitozolde bulunmakla birlikte diger hiicresel boliimlerde de bulunabilmektedir.
Bitkilerde bulunan DHAR enzimlerini kodlayan bircok gen ve enzimin en az iKi
izoformu bulunmaktadir [48]. Oregin Arabidopsis spp., DHAR’1 kodlayan iic
fonksiyonel gene sahiptir;, DHAR1 (At1g19570), DHAR2 (Atlg75270) ve DHAR3
(At5g16710). Son on yilda, bitkilerde DHAR’mm molekiiler yapisin1 ve
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mekanizmasint agiklamak i¢in yapilan c¢aligmalarla DHAR enzimine olan ilgi
artmistir [47].

Farkli bitkilerden alinan DHAR'in {i¢ boyutlu genel yapisi, hemen hemen
ayni olmasina ragmen substrat ve GSH’1n baglandig1 bolgeler farkli olabilmektedir.
GSH’in baglandig1 bolge G bolgesi ve substratin baglandigi bolge ise H bolgesi
olarak adlandirilmaktadir. DHAR’da bulunan H bolgesi veya dehidroaskorbik asit
(DHA) baglanma bolgesi veya substrat bagli bolge, yapisal olarak G bdlgesine gore
daha esnektir [47].

DHAR aktivitesi sicaklik, kuraklik, osmoz ve agir metallerin neden oldugu
stres kosullarinda artmaktadir. Bunun sonucu olarak DHAR’1n agir1 sekilde sentezi
AsA miktarin1 artirmakla birlikte, bitkiler kendilerini oksidatif hasara karsi
korumaktadir [48].

Yukarida da belirtildigi gibi DHAR enzimi, DHA’y1, GSH katalizorligiinde
AsA’ya indirgeyerek stres kosullarinda antioksidan aktiviteyi artiran AsA miktarini
yikselti. DHA’y1 AsA’ya indirgeyen bu tepkime, bitkilerde iyi bilinen bir
tepkimedir. AsA’nin yeniden olusumunu saglayan bu tepkimenin gerceklesebilmesi
icin de ortam pH’inin alkali olmas1 gerekmektedir [47].

DHAR aktivitesi asagidaki {i¢ reaksiyonla gerceklesmektedir:

DHAR-S + DHA —»DHAR-SOH + AsA (Reaksiyon 1)

DHAR-SOH + GSH —»DHAR-S-SG (Reaksiyon 2)

DHAR-S-SG + GSH —»DHAR-S + GSSG (Reaksiyon 3)

Kiikiirt bagli DHAR katalizorliigiinde oncelikle DHA, AsA’ya doniisiir. Bu
sirada substrattan enzime hidroksil eklenir ve DHAR-SOH olusur (Reaksiyon 1).
Daha sonra GSH kullanilarak DHAR-SOH, radikal DHAR-S-SG’ye doniisiir
(Reaksiyon 2). Bu tepkimeyi takiben DHAR-S-SG, GSH’tan proton alarak tekrardan
DHAR-S ve GSSG olusur (Reaksiyon 3) [47].

Ug tepkime 6zetlenecek olursa;

2GSH + DHA — GSSG + AsA seklinde olur.
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1.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Peroksitleri parcalayarak toksik olmayan bilesikler haline getiren
peroksidazlardan glutatyon peroksidaz (GPx) onemli bir antioksidan enzimdir.
Peroksidaz ailesinin 6nemli bir iiyesi olan bu enzim, yiiksek yapili bitkilerde bulunur
ve demir icermez [49-52]. ilk kez Mills tarafindan 1957 yilinda si81r eritrositlerinde,
H,0,’nin neden oldugu oksitadif hasara kars1 hemoglobini koruyan bir enzim olarak
kesfedilmistir [53]. Takip eden sonraki yillarda, hiicre zarlarini, DNA’y1, lipitleri ve
proteinleri, GSH'1 GSSG'ye oksitleyerek H,O;’nin yikic1 etkilerinden korudugu
bulunmustur [49,54,55,56]. Ayrica disiik oksitatif streste bile indiiklenebilen bir
biyomarkir olma o&zelliginden dolayi, oksidatif strese karsi ilk savunma hattini
olusturmaktadir [54]. Bu enzim iiretiminde 6zellikle sucul makrofitlerde kok ve
yaprak gibi ¢esitli dokularda, patojenler, metaller, soguk, kuraklik ve tuz gibi gesitli
abiyotik stres kosullari etkilidir. GPx'in stres kosullarindaki tepkisine ilaveten, tiyol-
distilfir dengesini diizenleyerek hiicresel redoks homeostazinda 6nemli oldugu
diistiniilmektedir [51,52,57]. Enzimin bu tiir stres kosullarina karsi antioksidan
ozellik gostermesinde selenyum elementinin 6nemli bir yeri vardir. Selenyum, GPx
enziminin yapisina kofaktor olarak katilir. GPx’in aktif merkezinde selenosistein
aminoasidi bulunur. Aminoasidin yan grubunda yer alan selenyum, elektron alig-
verisi (oksidasyon-rediiksiyon) tepkimesinin ger¢eklesmesini saglar. Boylece organik
peroksitlerin  ve H;O;’nin indirgenmesini saglayarak bunlarin; yag asitlerini,
proteinleri ya da 6zellikle DNA’y1 okside edici 6zelliklerini ortadan kaldirir [58].

GPx’in model organizma Arabidopsis spp.’de, hiicrenin farkli bolgelerinde
lokalize olmus sekiz adet izomeri bulunmaktadir. Bunlardan iki tanesi kloroplastta,
ikisi sitozolde, ikisi mitokondride, birisi endoplazmik retikulumda ve birisi de
cekirdekte konumlanmigtir [50]. Farkli bolgelere konumlanmis olan bu enzimler {i¢
tipte smiflandirilirlar; selenyum bagli GPx (GPxs), selenyum bagli olmayan
fosfolipit hidroperoksit GPx (PHGPx), GST aktivitesi gosteren GPx (GST-GPx)
[59]. Bu enzim tiplerinden PHGPX’in, tuz stresine karsi olustugu [60] ve ayni

zamanda katalaz (CAT) igermeyen tiitiin bitkilerinde aktivitesinin arttig1 [61], GST-

16



1. GIRIS Baris TANRIVERDI

GPx’in ise transgenik tiitiin bitkilerinde asir1 soguk ve tuz stres kosullarinda
tiretildigi gézlenmistir [62].

GPx etki mekanizmasi; GPx katalizorliigiinde GSH’tan alinan proton ve
elektronlarin H,O;’ye aktarilip HoO’nun olusumuyla baglar. Daha sonra GSSG'ye
GR aracilig1 ile NADPH’tan elektron ve proton aktarilarak, GSH'm yeniden olusumu
ile sonlanir. Bu tepkime ile H,O, detoksifiye edilerek, zararli etkilerinden hiicre
yapilar1 korunmus olur [49].

Glutatyon peroksidaz reaksiyonlari:

H,0,+ GSH 25 H,0 + GSSG

GSSG + NAD(P)H 25 GSH + NAD(P)" [49]

1.5.4. Glutatyon S-transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz, 50 kDa molekiil agirliga sahip, temel olarak iki
polipeptit alt initeden olusan ve ¢oziinebilme Ozelligine sahip antioksidan bir
enzimdir. Bu enzim herbisite maruz kalmis tiim bakteri, mantar, hayvan ve
bitkilerde, detoksifikasyon metabolizmasinda rol oynamaktadir [63-65]. Glutatyon S-
transferazlar (GST), esas olarak hiicre sitozoliinde bulunmakla birlikte mikrozomal
formu da mevcuttur [63]. Bu enzimler ilk olarak 1960'li yillarda, hayvanlarda,
ilaclarin metabolizmas1 ve detoksifikasyonundaki Oneminin bir sonucu olarak
kesfedilmistir. Bitkilerde ise varliklar1 ilk olarak, atrazin herbisitine maruz kalan
musirda kesfedilmistir [64].

Glutatyon S-transferaz enziminin birgok izomeri bulunmaktadir. Enzimin
¢esidinin ¢ok olmasi, bu enzimlerin adlandirilmasiyla yapilan bir siniflandirma
sistemi gerektirmektedir. Boyle bir siniflandirma sistemi, 6ncelikle hayvan GST'leri
igin gelistirilmistir. Daha sonra da hayvan GST siniflandirma yontemi esas alinarak
bitki GST'leri i¢in bir smiflandirma sistemi yapilmistir [64]. Bitki GST’leri,
memelilerdeki siniflandirma kriterleri géz oniine alinarak phi (F), tau (U), theta (T),
zeta (Z) ve lambda (L) seklinde bes sinifa ayrilmaktadir. Phi ve tau bitkilere 6zelken,
theta, zeta ve lambda diger organizmalarda da (mantar, hayvan) gozlenmistir

[63,64,66].
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Sekil 1.6 GST alt birimlerinin yapilarinin serit gosterimleri [64]. Memelilere 6zgii
GST'ler (alpha, mu, pi ve sigma) mavi arka plana sahiptir; bitkilere 6zgli (phi) ve
bakteriye 06zgii (beta) GST'ler, sirasiyla sar1 ve beyaz arka plana sahiptir; hem
hayvanlarda hem de bitkilerde olan GST'ler (theta ve zeta) yesil arka plana sahiptir.
Soru isareti olan tau GST'nin yapist heniiz belirlenmemistir. Her enzim farkli bir
sinifta olmasina ragmen ¢ok az da olsa aralarinda bir benzerlik bulunmaktadir

Cozlnebilme 6zelligi olan her GST’deki alt birimler, aralarinda iki 6zdes
molekiil kombinasyonu haline gelebilmektedir. Phi ve tau smifi GST'lerde, sadece
ayn1 simiftan alt birimler dimerize olabilirler. Bununla birlikte, herhangi bir siniftaki
alt tniteler de olduk¢a farkli aminoasitler bulunsa bile kendi aralarinda
dimerlesebilirler. Bu sekilde alt {initeler aralarinda etkilesime girerek heterodimer
olusturabilmektedir ve bu durum, GST'lerin bitkilerdeki ¢esitliligini biiylik dlglide
artirmaktadir. Fakat alt birimlerin eslesmesinin islevsel 6nemi heniiz
belirlenememistir [64]. Bu adlandirmalar model organizma Arabidopsis spp.’de
oldugu gibi, memeli GST’lerindeki isimlendirme sistemi 6rnek alinarak yapilmistir
(Sekil 1.7). Ayni uygulama GST alt birimleri i¢in de yapilmaktadir. Arabidopsis spp.
gibi organizmalarda genom bilgisinin tiimii mevcut oldugu i¢in, her bir sinifin GST
alt birimlerini kodlayan genlerin kromozomlar iizerindeki konumlarina gore

numaralandirilma yapilmaktadir. Bitkilerde ise genom bilgisinin eksik veya mevcut
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olmama durumlarina gore numaralandirma sistemi, her sinif igin GST genlerinin

kesif sirasina gore yapilmaktadir [64].

Italik harfler kaynak organizmay: ifade etmektedir,
Omepin At, Arabidopsis thaliana

AtGSTUW1-2 —————— Rakamlar alt birimleri ifade etmektedir. Ornegin, U1-2,
U1 ve U2 alt birimlerinin bir heterodimeridir
Harfler GST sumfim géstermektedir:
F. phu U, tau
T, theta Z, zeta
L, lambda

Sekil 1.7 Arabidopsis spp.ve diger bitki GST'leri igin yapilan isimlendirme modeli
[64]

GST aktivitesi organizmalarda gesitli stres kosullar1 altinda artabilmektedir.
Bazi tau GST’ler, hiicre bolinmesi sirasinda veya bitkinin oksin ve sitokinin
hormonlarina maruz kalmalari esnasinda uyarilmaktadir. Ayrica hem tau hem de phi
GST'lerin, ozmotik stres ve asirt sicakliklarin  etkisiyle sentezinin arttig1
bilinmektedir. Herbisit ve kimyasal toksinlerin neden oldugu oksidatif stres
kosullarinda da GST'lerin sentezi uyarilabilmektedir [64].

Glutatyon S-transferaz enziminin stres kosullart etkisiyle uyarilmasi sonucu,
enzimin aktif bolgesindeki iki baglayici bolge, substrat-GSH baglantisini
saglamaktadir. Bu bolgeler GSH'min baglandigi G bolgesi ve hidrofobik
elektrofillerin baglandigi H bolgesinden olugsmaktadir [65,67]. Birgok fotosentetik
organizmada substrat-GSH baglantis1 vakuolde gergeklesmektedir [68]. Fakat bazi
durumlarda substratin elektrofilik 6zelligi yiiksek olabilmektedir ve bu durum
substratin  kendiliginden GSH’a baglanmasin1  saglamaktadir. GST’nin bu
tepkimedeki rolii ise, substrat-GSH baglantisini hizlandirmaktir [65]. Hidrofobik
bilesenler [68], endobiyotik ve ksenobiyotik substratlar GST katalizorliigiinde GSH’a
baglanmaktadir. Bunun bir sonucu olarak hiicrelerin ve organizmalarin klinik
ilaglara, antibiyotiklere, insektisitlere, herbisitlere, organik kirleticilere ve dogal
toksinlere karsi diren¢ mekanizmalar1 gelismektedir. Bu sekildeki substrat-enzim

etkilesimi ile GST’ler, hiicrenin detoksifikasyonunu saglamaktadir [66,67].
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1.6 Total Tiyol (T-SH), Non Protein Tiyol (NP-SH) ve Protein Bagh Tiyol (PB-
SH)

Tiyol gruplar, proteinlerin tersiyer ve kuaterner yapilarinin olusumu igin
gerekli olan disiilfit baglarinin olusumunda, enzimlerin antioksidan aktivitelerinde,
ROT’larin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda 6nemli bir role sahiptir [69].
Proteinler tiyol gruplari igerir ve ROT’lara maruz kaldiklarinda birincil, ikincil veya
ticiinciil yapilarinda modifikasyonlar olusabilir. Canli viicudunda bulunan plazma
proteinlerinin ROT’lara maruz kalip kalmadigi, yapilarinda bulunan siilfidril ve
karbonil gruplart olgiilerek belirlenebilmektedir [70]. Tiyoller, GSH gibi diisiik
molekiil agirlikli hiicre bilesenlerinin ve sadece indirgenmis durumda etkili olabilen
birgok enzim aktivitesinin indiiksiyonunu da saglarlar [71].

Tiyoller genel olarak, bulundugu bilesiklerin molekiiler agirliklarina gore,
diisiik molekiiler agirlikli tiyoller ve yiiksek molekiiler agirlikl tiyoller seklinde iKi
gruba ayrilabilir [69]. Diisiik ve yiiksek molekiiler agirlikli tiyoller ve diger
molekiiller arasindaki biyokimyasal etkilesimler hakkindaki bilgiler yetersiz
olmasina ragmen, su ana kadar yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, tiyollerin
bitkilerin abiyotik stres toleransinda merkezi bir rol oynadigint gostermektedir (Sekil

1.8) [72].
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Sekil 1.8 Bitkilerde abiyotik stres toleransinda tiyollerin rollerine genel bakis [72].

Abiyotik stres toleransinin potansiyel rolleri ve 6nemi,

SH-iirtinleri yanindaki mavi

dairelerle, potansiyel zararli bilesikler ise kirmizi ve {iriinleri yesil yazi tipinde
gosterilmistir. Met, metiyonin; Cys, sistein; Trx, tiyoredoksin; Grx, glutaredoksin;

PCs, fitoselatinler; PCS, fitoselatin sentetaz

Diisiik molekiil agirlikli tiyollerin serbest sistein, metiyonin ve GSH gibi

tiyoller ile bunlarin 6nciilleri ve homologlari oldugu tahmin edilmektedir [69]. Diisiik

molekiiler agirlikli olan bu molekiillerde, bitkiler i¢in gerekli olan altt makro

elementten biri olan kiikiirt bulunmaktadir. Sistein molekiiliinde bulunan ve tiyol

olarak adlandirilan kiikiirt grubu, niikleofilik (elektron verici) bir bilesiktir. Bu

bilesik biyolojik redoks tepkimelerinin yiiriitilmesinde olduk¢a Onemli bir rol

21



1. GIRIS Baris TANRIVERDI

oynamaktadir. iki sistein aminoasidi oksitlendiginde, aralarinda kolayca kirilabilen
kovalent bagli bir disiilfiir bagi olusturabilirler. Ditiyol-disiilfiir seklindeki bu
olusum, bitkiler dahil tiim yasam formlarinda g6zlenebilmektedir. Bu tepkime,
redoks tepkimelerinin kontroliinii saglayarak canlilar1 oksidatif hasara Kkarsi
korumaktadir [73]. Bu tiir biyolojik tepkimelerde olusan tiyol gruplari, organizmanin
oksidatif hasara maruz kaldigin1 géstermektedir.

Diisiik molekiiler agirlikli diger bir tiyol olan metiyonin ise bitki hiicrelerinde
tiretilebilen ancak hayvanlar tarafindan disaridan alinan temel aminoasitlerdendir.
Metiyonin de sistein gibi ROT’lara maruz kalabilir ve bunun sonucunda metiyonin,
metiyonin siilfokside (MetO) oksitlenebilir. Bu durum proteinlerin aktivitelerinde ve
ic boyutlu yapilarinda degisikliklere neden olabilir [74]. MetO’nun, metiyonine
indirgenmesi sitozol ve plastitlerde bulunan ve ROT’lar1 elimine eden Metiyonin
Rediiktaz tarafindan saglanir. Sisteinin aksine bitki hiicrelerinde metiyoninin,
kuraklik ve osmotik stres gibi faktorler nedeniyle biriktigi tahmin edilmektedir.
Metiyonin ayn1 zamanda oksidatif stres kosullarinda olusabilen ¢esitli poliaminlerin
sentezinde bir substrat kaynagi olarak kullanilmaktadir [72]. Kuraklik, tuzluluk, UV,
soguk, sicak, ozon, herbisit, yaralanma gibi hemen hemen biitiin abiyotik stres
kosullarinda poliaminler sentezlenerek bu tir faktorlere karst bitkiler direng
gosterebilmektedir [72,75]. Metiyoninin en onemli Ozelligi ise sentezi sirasinda
kiikiirdin kullanilmamasidir. Dolayisiyla kiikiirtiin siirli oldugu kosullarda da
sentezlenebilmektedir [72].

Diisiik molekiiler agirlikli bir diger tiyol olan GSH, glutamik asit (Glu),
sistein (Cys) ve glisin (Gly) olmak {izere ii¢ temel aminoasitten olusan (y-Glu-Cys-
Gly) bir tripeptittir [47]. Alg, mantar ve tohumlu bitkilerde redoks tepkimelerinde
tampon bilesik olarak ¢ok onemli bir gérevi vardir. Yapisinda bulunan tiyol grubu,
metalleri kendine baglayarak organizmay1 oksidatif strese karsi korumaktadir [76].
Ayn1 zamanda proteinlerdeki tiyol gruplarmi da oksidatif hasardan korur [69].
GSH’daki baz1 yapilar agir metallerle konjugasyon yapar ve bu sekilde olusan
bilesiklere fitoselatin denir. Fitoselatinler, GSH kaynakli agir metal baglayici [39]
peptitlerdir ve genel yapisi da (y-Glu-Cys),-Gly (n = 2—-11) seklindedir. Agir metale

maruz kalan bitkilerde, fitoselatinlerin sentezi artar ve bu durum GSH’1in
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tikenmesine neden olur [77-79]. Boyle durumlarda aminoasit bilesenlerinden de
novo biyosentezi (gerektiginde kullanilmak {iizere iiretilen) ile GSH iiretilir ve bu
sekilde olusan stres faktorlerine cevap verilir [79]. Ornegin kadmiyuma (Cd) maruz
kalan bitkilerde GSH 6nemli bir rol oynamaktadir. GSH’1n buradaki rolii Cd’la selat
olusturarak Cd’yi vakuole ¢ekmek ve bitkiyi ROT hasarlarindan korumaktir. GSH,
¢ogu enzimin tiyol gruplarini bu sekilde oksidatif hasardan korumaktadir [80].

Protein molekiillerinde bulunan siilfidril gruplarn yiiksek molekiiler agirlikli
tiyollere karsilik gelmektedir. Bunlardan bazilar1 kolaylikla ulasilabilir tipte bazilari
Ise az ¢ok protein yapida gomiilii haldedir. Hiicre zarinda yer alan proteinlerde de bu
gruplar bulunur. Bu tiyol gruplari bir¢ok biyokimyasal reaksiyonun tam olarak
gerceklesebilmesinde katalizor olarak gorev yapan koruyucu molekiillerdir. Eger bir
tiyol grubu, ortamda bulunan bir ROT varliginda oksidasyona ugrarsa, birgok
metabolik faaliyeti inhibe ederek hiicrelerin savunma potansiyellerini diistirtirler
[69].

protein-SH + OH — protein-S" + H,0

protein-S’ + GSH — protein-S-S G

protein- S-S™ G + O, — protein-S-S-G + O,

Yukaridaki reaksiyonlarda oldugu gibi tiyollerin proteine baglanmasinda Trx
ve Grx’ler onemli bir rol oynar. Trx ve Grx’ler, bakterilerden (Escherichia coli)
yiikksek yapili bitki ve hayvanlara kadar birgok organizmada, oksidatif stres
kosullarinda olusan, protein temelli koruyucu mekanizmalardandir. Her iki protein de
sistein kalintis1 iceren tiyol oksidorediiktazlardir. Grx, GSH’1 dogrudan GSSG’ye
oksitlerken, Trx bunun igin farkli rediiktazlara ihtiyag duyar. Sitozolik ve
mitokondriyal Trx, NADPH’ye bagl Trx Rediiktaz katalizorligiinde, plastidik Trx
ise ferrodoksin/Trx Rediiktaz katalizorligiinde calisir. Her iki oksidorediiktazin
ifadelenmesini saglayan gen sayisi tiirden tiire farklilik gosterebilmektedir. Osmotik
stres, tuz stresi ve agir metal stresi gibi ¢esitli abiyotik faktorlerin etkisinde, Trx ve
Grx’in miktarlar1 artarak bitkiler oksidatif hasardan korunmus olurlar [72] (Sekil
1.9).
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Sekil 1.9 Trx ve Grx’in indirgeyici mekanizmalar1 [81] A. iki peptidil sistein
arasindaki disiilfit kopriisiiniin Trx ile indirgenmesi. Reaksiyonun tamamlanmasi i¢in
hem katalitik sistein, hem de Trx sisteini gereklidir. B. Grx tarafindan hedef proteinin
yeniden glutatyonilasyonu. Bu tepkimede sistein ve GSH gereklidir.C. Hedef
proteinin Trx ile izomerlestirilmesi. Bu tepkime i¢in ise katalitik sistein gereklidir

1.7 Lipit Peroksidasyonu (LPO)

Oksidatif stresin triinii olan malondialdehid (MDA), ROT’lar tarafindan,
doymamis yag asitlerinin bozunumu ile olusan ve LPO’nun belirteci olan organik bir
bilesiktir [82]. Bu bilesik, biyolojik sistemlerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin,
serbest radikaller tarafindan oksidasyona ugramasi sonucu olusan bir tiriin olarak da
tanimlanmaktadir [83]. Bir¢ok arastirmaci, herbisit, ksenobiyotik, agir metal ve tuz
gibi cesitli kimyasallara maruz kalan bitkilerde, MDA seviyelerinin hiicre zar1 LPO
sonucu arttigini tespit etmistir ve bu durumu fizyolojik stres ve yaslanmanin bir
goOstergesi olarak kabul etmislerdir [84-87].

Peroksidasyon reaksiyonlariyla olusan MDA ve hiicre zarinda bulunan
proteinlerin etkilesimi, molekiill i¢i ve molekiiller arasi proteinlerin ¢apraz
baglanmalarina neden olur ve bu durumda biyolojik zarlar ciddi bir sekilde zarar
goriir [84]. Oksidatif stres kosullar1 altinda hiicre zarlarinin ve yapisinda lipit

bulunan yapilarin lipit peroksidasyonu ile bozunmas: sonucunda ise bazi ara iirtinler
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olusmaktadir. Bu ara friinlerden biri olan lipit hidroperoksitleri (LOOH:'ler);
doymamus fosfolipitler, glikolipitler ve kolesterolin HO", lipit oksil (LO’) veya
peroksil radikalleri (OLOO) ile singlet oksijen, ozon (O3) ve peroksinitrit (ONOQO")
gibi reaktif olmayan tiirlere maruz kalmalariyla olusmaktadir [88]. Bu tiir serbest
radikallere ve reaktif olmayan tiirlere maruz kalan kati ve sivi yaglarin oksidasyonu,
bu yaglarin renk, koku, tat ve yapi gibi baz1 karakteristik 6zelliklerinin degisimine
neden olmaktadir. Yaglarin yapisinda meydana gelen bu tarz degisimler, herhangi bir

dokuda LPO oldugunu gosterir.

REAKTIF OKSIJEN TURLERI

('O, , O3/H,0, , ONOO", O,)
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LPO vol T 00N ©COH oon
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. . . . Yapsal metabolik
Stres sinyali Stres sinyali
Hayatta kalma + - * hasar
Programlanrmus
.. s Membran
Antioksidan uyarilmasi ohim parcalanmasi

v v v

Havatta kalma Apoptotik 6liim Nekrotik slim

Sekil 1.10 ROT kaynakli hiicre zar1 lipit peroksidasyon durumlari [88]

Antioksidan savunmanin yetersiz kaldigi durumlarda, ¢oklu doymamis yag
asitlerinde zincirleme oksidasyon tepkimeleri goriiliir. Lipid peroksidasyonu,
reaksiyonu baglatan ilk molekiiliin olusumu, reaksiyon zincirinin baslamast,
yayilmasi, dallanmasi ve sonlandirilmasi seklinde devam eden karmasik bir sistemdir
[89].

Lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlari, serbest bir radikal tarafindan

doymamis yag asidindeki (LH) metilen grubundan hidrojen atomunun koparilmasi
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ile basglamaktadir. Hidrojen kaybeden yag asitleri radikal lipit (Le) formuna donisiir
(a reaksiyonu).

LH+ Re —»Ls+RH (@)

Lipit radikalleri ise oksijenle hizli bir sekilde birleserek lipit peroksil
radikallerine (LOO¢*) doner (b reaksiyonu).

Le + O, —LOO- (b)

Olusan peroksil radikalleri, zircirdeki diger doymamis yag asitlerinden
hidrojen kopartir ve lipit hidroperoksitleri olusur (LOOH) (c reaksiyonu).

LH + LOOs —L++ LOOH (c)

Bu tepkime sonucu olusan lipit hidroperoksitler kismen kararlidir. Fakat
ortamda gegis elementi metal iyonlari bulundugunda, LOOH, bu metal iyonlar ile
tepkimeye girerek LPO’yu tekrardan baslatabilecek serbest radikallerin olusumuna
neden olabilir (d-e reaksiyonlari).

LOOH + Me™—LOs + Me®™D* (d)

LOOH + Me™Y*— OO« + Me™ (e)

Katalitik metal iyonlarmin varliginda veya yoklugunda olusan lipit
hidroperoksitleri yeni radikal olusumunun yan1 sira (lipit peroksit, siklik peroksit ve
siklik endoperoksit), LPO’nun son iiriinleri olan malondialdehid (MDA), 4-
hidroksinonenal (HNE) ve hegzenal gibi aldehit olusumuna da neden olur (f
reaksiyonu).

LOOH (Lipit hidroperoksit)
Malondialdehid (MDA}* ™ a-Hidroksihonenal (HNE) Hegzenal %

Olusan bu aldehitler LPO’nun bir belirtisi olmakla birlikte toksik
olabilmektedir [89,90].

1.8 Chara contraria (Linnaeus, 1753)’nmin Genel Ozellikleri

Charales ordosu tiyeleri, diinya capinda s1g ve yavas akan, aci ve tatl sert su
habitatlarinda dagilis gostermektedir [91]. Genellikle yaprak, kok veya ¢igek gibi
tipik doku ve organlart olmayan, ¢ok hiicreli tallus yapilarina sahip, yesil algler

grubundandir. Makroskobik tallusa sahip olan iiyeleri bir metreden daha fazla
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uzunluga kadar biiyliyebilmektedir [92]. Siirgiin sistemi elemanlar1 zemine, hiicre
turgor basinct etkisiyle dik pozisyonda biiylimelerini saglayan rizoidlerle baglanir.
Tallusun nod ve internodlara farklilagsmasiyla birlikte, apikal biiylimeyi saglayan
kompleks bir morfolojileri vardir [93] (Resim 1.1). Bunlara sualti gayirlar1 da
denilmektedir. S1§ sularda olusan charopyhtes ¢ayirlari, fitoplanktonlarin biiylimesini
engellemekle birlikte su kalitesini ve 6zellikle de berrakligi olumlu yonde etkilerler
[94].

Characeae ailesinin, Chara LINNAEUS, Lamprothamnium J. GROVES,
Nitellopsis HY, Lychnothamnus (RUPR.) LEONHARDI, Nitella AGARDH ve Tolypella
(A. BR.). LEONHARDI olmak iizere alt1 cinsi bulunmaktadir. Bu siniflandirma, tallus
morfolojisi ve lireme yapilar1 dikkate alinarak yapilmaktadir [94]. Characeae iiyeleri,
oospor adi verilen etrafi kalin duvarli, olumsuz kosullara dayanikli zigot {iretebilirler.
Nitella ve Chara, Characeae sinifinin en yaygin olan iki cinsidir [95].

Su kalitesinin  siirdiiriilmesinde, bu organizmalarin denitrifikasyonu
artirmalar1 ve zooplanktonlar i¢in barinak olusturmalar1 gibi faktorler cok dnemlidir.
Temel olarak fitoplanktonlarla 151k ve besin a¢isindan rekabete girdiklerinden ve
ayrica salgiladiklar: allelokimyasallar nedeniyle su ¢igeklenmesine neden olan (water

bloom) fitoplankton ¢ogalmasini baski altinda tutarlar [96].
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Resim 1.1 Charales ordosunun morfolojik 6zellikleri [93]

Tallus, ana dal, dalcik ve internodlarin toplami olan diigimlerden olusur,
Bazal kismi rizoidlerden olusur,

Sapin yiizeyi kortikal ve omurga hiicreleri ile kaplidir,

M w0 p e

Stipuloid hiicreler nodlardaki branklet (diigiim) temel alinarak
diizenlenmektedir. Bunlar tek (4) veya

Kiimeler i¢cinde korteksten olusurlar,

Eseysiz lireme organlari;

Anteridia,

Oogonia,

© © N o O

Olgun oogonia kahverengi veya siyah renklidir ve sadece bir yumurta
hiicresi igerirken, anteridia parlak turuncu renktedir (Resim 1.2).
Koruyucu hiicreli zigot, dollenme sonrasi olusur. Bagka bir {ireme tiirti, her
iki branklet kompleksinden kaynaklanan 6zel vejetatif dalciklarin veya
beyaz yildiz seklinde yapilarin (10) veya kiiresel yapilarim (11)

kullanilmasi seklindedir. 12 ise protallus ad1 verilen procharadir [94].
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Resim 1.2 Anteridialarin stereo binokiiler mikroskop goriintiisii

Chara tiirleri bir cm’den baslayip bir metreden daha fazla uzunluga kadar
biiyiiyebilmektedir. Damarli bitkilerin aksine yiizeylerinde CaCOs biriktirebilme
ozellikleri bulunmaktadir (Resim 1.3). Bu 6zelliklerinden dolay1 kuru agirliklarmin
%20 ile %70 kadar1 CaCOjz’tan olusabilmektedir. Ornegin C. rudis ile yapilan bir
calismada [92], en fazla kalsiyum karbonatin biriktirildigi ve kuru biyokiitledeki en
bliylik artisin Haziran-Temmuz aylarinda oldugu tespit edilmistir.

Chara contraria, Charales ordosu igerisinde yer alan, kiigiik ¢apli ve az
dallanma gosteren, esit uzunlukta iplikciklerden olusan, tatli su ekosistemlerinin
smirlar1 boyunca biiyiiyen ve su alti ¢ayirlar1 olusturabilen yaygin, tek yillik bir
makroalg tiirtidiir [92,97]. Talluslart makroskobik biiyiikliikte ve 120 cm’ye kadar
cikabilmektedir. Korteks, tilakonthus (primer kortekste spin seklinde ¢ok hiicreli
yap1) ve diplostikus (ana kortekste sekonder dallanma yapisi) yapidadir. Spin
hiicreleri genellikle kisa veya papilla formundadir. Gri, kahverengiden koyu yesile
uzanan, 5-20 cm boyunda ince bir tutunma yapisina ve iki sirali kisa stipulodlara
sahiptir [93,94]. Cogu tiirii tek yillik olmasina ragmen gevresel sartlarin uygun

oldugu durumlarda kis mevsimini de atlatabilirler. Genellikle su alt1 vejetasyonunun
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baskin tiiriidiir ve bundan dolayr da sucul habitatlara, diger abiyotik ve biyotik
faktorlerden daha fazla oranda karbonat katkisinda bulunurlar [92]. Chara contraria
tiirii tilkemizde oldugu gibi, Avrupa’da da her yerde yayilim gdsteren kozmopolit bir
tirdiir. Kalsiyum bakimindan zengin, zemini kum veya c¢amur olan tatli su
kaynaklarinda ve hatta aci su ekosistemlerinde de yasayabilmektedir. Ayrica 2000
metreden 3700 metreye kadar olan tatli su sistemlerinde de tespit edilmistir [98].

C. contraria nin taksonomideki yeri;

Domain: Eukaryota

Alem: Plantae

Sube: Charophyta

Sinif: Charophyceae

Takim: Charales

Familya: Characeae

Cins: Chara Linnaeus, 1753

Tiir: Chara contraria A. Braun ex Kiitzing 1845 [99].

Lo algaeBAasE.

Resim 1.3 C. contrariamin genel goriintiisii ve kalsiyum karbonat absorbe eden
korteks tiipleri [99]
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1.9 Cahismanin Amaci

Tarimda {iriin verimini artirmak amaciyla kullanilan tribenuron metil, tarimsal
sulara ve oradan dogal sulara karisabilmektedir. Olduke¢a toksik olan bu herbisit
karistigi sucul ekosistemlerde amonyagin varligi ile birlikte daha da toksik
olabilmektedir. Bu kombine toksik etkiyi belirleyebilmek i¢in daha once yapmis
oldugumuz c¢alismalarda, biyolojik aritim kapasitesinin iyi oldugu tespit edilen C.
contraria [100] makrofitinin kullaniminin uygun olabilecegi diistiniilmiistiir.

Bu caligma ile tribenuron-metil ve amonyagin farkli derisimlerinin birlikte ve
ayri etkisinde birakilan C. contraria’daki savunma sisteminin aktif hale gelip
gelemeyecegi ve dolayisiyla ortamda kirleticilerin varliginda nasil bir tepki
verebilecegi arastirilmis olacaktir. Caligmamizdaki temel amag; C. contraria’da
herbisit tribenuron metil ve amonyagin farkli derigimlerinin tek basina ve birlikte
verildiklerinde subakut etkisinin;

a. Askorbat peroksidaz (APx; EC 1.11.1.11),
b. Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR; EC 1.8.5.1),
c. Glutatyon peroksidaz (GPx; EC 1.11.1.9),

d. Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) enzim aktiviteleri ile non-
enzimatik olan;

e. Total tiyol (T-SH),

f.  Non-protein tiyol (NP-SH)

g. Protein bagl tiyol (PB-SH) miktarlari ve LPOnun gostergesi olan;

h. Tiyobarbiturik Asit Reaktif Maddeler (TBARS) ve

Protein miktarlar1 tizerine olan etkilerini arastirmaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Makroalgler ¢esitli biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi enzimatik ve
enzimatik olmayan savunma sistemlerine sahiptirler. Yapilan ¢alismalarda enzimatik
ve enzimatik olmayan antioksidan seviyeleri c¢alisilmis ve analiz edilen
antioksidanlarin, organizmalarin yasam dongiilerindeki 6nemi belirtilmistir.

Oxyfluorfen ve diuron herbisitlerine maruz birakilan mikroalg Scenedesmus
obliquus’ta [101] enzimatik antioksidan seviyeleri olglilmiistiir. Bu mikroalg tiir,
her iki herbisitin 15 pg/L ve 22.5 pg/L derisimlerine 24 saat boyunca maruz
birakilmistir. Uygulanan derisimler ¢ok diisiikk olmasina ragmen (<25 pg/L), bliyiime
inhibisyonunun goriilmesi her iki derisimin mikroalg i¢in ¢ok toksik oldugunu
gostermistir. Oxyfluorfenin yiiksek derisiminin GST aktivitesinde kontrole gore %76
oraninda, APx seviyesinde oxyfluorfenin her iki derisiminin etkisi ile kontrole gore
sirastyla %19 ve %29 oranlarinda artisa neden oldugu goriilmiistiir. Diuron
uygulamasinda ise diisiik derisimin GST aktivitesini kontrole gore daha fazla oranda
artirdig1, APX aktivitesinde ise bir degisiklige neden olmadig: tespit edilmistir.

Coors ve ark. [102] calismalarinda, C. globularis ve diger baz1 makrofitleri
terbuthylazine (TBA) herbisitine maruz birakmislardir. TBA’nin  yiiksek
derisimlerinin yapraklanma, kuru agirlik ve filiz uzunlugunu 6nemli dlciide azalttigi,
diisiik derigimlerin ise artirdigi gozlenmistir. Ayrica diisiik derisimlerin Klorozise
neden oldugu ve antosiyanin tiretimini azalttigi, yiiksek derisimlerin ise bu durumun
tersi etki yaptigi tespit edilmistir.

Lemna minor makrofiti ve S. obliquus mikroalgi iizerinde herbisit
flumioxazinin etkileri ¢aligilmistir. L. minor igin 3.6 pg/L, S. obliquus i¢in 3 pg/L
derisimleri kullanilmis ve her iki organizmada da 48 saatlik muameleden sonra
herbisitin %50 oraninda biiyiime inhibisyonuna neden oldugu tespit edilmistir. Ayni
siirede total pigment icerigi, mikroalgte %53, makroalgte ise %40 oraninda
azalmistir. S. obliquus’te APx, GR ve CAT enzim aktiviteleri 6 saatten sonra
artarken zaman artigina bagli olarak aktiviteleri inhibe edilmistir. L. minor’da ise
CAT, APx ve GR enzim aktiviteleri 48 saat sonra, sirasiyla %56.28 ve %58'e
ulagmustir [103].
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Garanzini ve Menone [104], AZX fungisitinin, sucul makrofit Myriophyllum
quitense’de neden oldugu oksidatif stres ve DNA hasari ¢alismislardir. M. quitense
24 saat boyunca AZX’in farkli derisimine maruz birakilmistir. GST aktivitesinde
kontrole gore onemli bir degisiklik gézlenmezken CAT ve POX aktivitelerinin
inhibe edildigi bildirilmistir. Kontrole kiyasla 50 ve 100 pg/L’de hem LPO hem de
DNA hasari 3 kat daha yiiksek bulunmustur.

Glyphosate herbisitinin Pouteria torta agaci tizerindeki etkisi c¢alisilmistir.
Glyphosate artisiyla birlikte, MDA igeriginde artig, protein, aminoasit ve fenolik
bilesen miktarlarinda ise azalma bildirilmistir. Ayrica herbisit derisiminin artigi
yapraklarda klorozis ve nekroza neden olmustur [105].

Glyphosate herbisiti ve bakirin ayri ayri ve birlikte uygulandiginda Salvinia
natans’in biiylimesi ve antioksidan enzimler tlizerindeki etkileri ¢alisiimistir. Bitki 7
giin boyunca sadece Cu’ya maruz birakildiginda, Cu’nun diisiik derisimlerinde,
kontrole kiyasla daha az yapragin sarardigi, yiiksek derisimlerde ise daha cok
yapragin sarardig tespit edilmistir. Aynmi etki glyphosatenin tek basia uygulandigi
gruplarda da gozlenmistir. Fakat ikisi birlikte yiiksek derisimlerde uygulandiginda,
sar1 yaprak sayisinda onemli Ol¢iide artis goriilmiistiir. Ayni sekilde glyphosate-Cu
karisimi yiiksek derisimlerinin yaprak sayisint %73-93 oraninda azalttigi, biiytimeyi
de 6nemli oranda inhibe ettigi rapor edilmistir. Glyphosate-Cu karisiminin en ytiksek
derisiminde, ¢ogu bitkinin soldugu ve bu nedenle de taze agirligin Olciilemedigi
bildirilmistir. Yiiksek Cu ve diisiik glyphosate derisimleri, klorofil pigmentlerini ve
MDA icerigini artirirken yiiksek glyphosate klorofil, karoteneoid ve MDA igerigini
azaltmistir. Kombine stres kosulunda MDA igerigi artarken en yiiksek glyphosate-Cu
derisiminde azalmistir. Cu ve herbisitin tek basina ve ikisinin karigimi seklindeki
yiiksek derisimler APX aktivitesini artirirken diisiik derisimler etkilememistir [106].

Herbisit paraquatin  (PQ) egrelti otu Azolla microphylla’daki bazi
parametreler tlizerine olan etkileri degerlendirilmistir. Paraquatin  yliksek
derisimlerinin 24 saatlik dilimlerinde yaprak renginin yesilden kahverengiye
dontistiigii ve 48 saatten sonra da bitkinin 6ldiigi goriilmistiir. Maruz kalma

siiresinin artigiyla birlikte farklt PQ derisimlerinin uygulanmasi, protein igeriginde
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stirekli bir diisiise yol agmistir. PQ derisim artis1 zamana bagli olarak MDA igerigini
ve GPx, APx aktivitesini de artirmigtir [107].

Mitsou ve ark. [108] calismalarinda propanil herbisidinin L. minor’un
antioksidan enzim ve biiylime orami iizerindeki etkilerini aragtirmislardir. Makroalg
24 giin boyunca herbisite tabi tutulmusgtur. L. minor'un enzimatik antioksidanlarinda
(GPx ve GST) kontrole kiyasla onemli derecede bir degisiklik gozlenmemistir.
Bunun yaninda propanilin diisiik derisimleri yaprak sayisimi ilk giinlerde artirirken
ilerleyen giinlerde azaltmistir. Aynmi sekilde biiylime orani 6nemli derecede azalmis
ve yaprak rengi de saridan beyaza donmiistir.

Norflurazon herbisitinin 6 farkli derisiminin L. minor yaprak {retimi
tizerindeki etkisi ¢alisilmistir. Makrofit 10 giin boyunca herbisitin 10, 25, 50, 100,
250 ve 250 pg/L derisimlerine maruz birakilmistir. Yapraklardaki azalma oranlari
kontrole kiyasla; %41 (25 pg/L), %59 (50 ng/L), %83 (100 pg/L), %97 (250 pg/L)
ve %100 (500 pg/L) seklindedir. Herbisitin kiiltiir ortamindan uzaklastirilmasiyla
birlikte yaprak iiretiminde yeniden artis tespit edilmistir [109].

Lemna. minor ile yapilan baska bir ¢alismada atrazin herbisidinin etkisi
arastirillmistir. Bitki 7 glin boyunca herbisite maruz birakilmis ve yaprak sayisi,
biyomas ve klorofil etkinligi 6l¢lilmiistiir. Kontrole oranla yaprak sayisi, biyomas ve
klorofil miktarlar sirasiyla %53.9, %44.6 ve %2.3 oranlarinda diismiistiir [110].

Azoxystrobin diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan bir fungisittir. Sucul
makrofit M. quitense, fungisitin 1-10 pg/L ve 100-500 pg/L derisimlerine maruz
birakilmistir. GST aktivitesi 1-10 pg/L derisimlerinde 6nemli oranda yiikselirken
CAT ve POD aktivitesinde diisiis tespit edilmistir. Analiz edilen hicbir derisimde
toplam klorofil, klorofil-a, klorofil-b ve klorofil a/b oranlarinda kontrole gére 6nemli
bir fark gdzlenmemistir [111].

Tarimsal alanda genis capta kullanilan atrazin herbisitinin su alti makrofiti
Potamogeton perfoliatus tizerindeki etkileri arastirilmistir [112]. Uygulamalar; 0.13-
0.14 mg/L disiik derisim ve 1.10-1.31 mg/L yiiksek derisim olacak sekilde
ayarlanmistir. Uygulanan diistik derisimlerde 4. haftaya kadar fotosentezde 6nemli
azalmalar gozlenirken sonraki haftalarda fotosentez oranlarinda tekrardan artis

goriilmistiir. Yiiksek derisimlerde ise fotosentez olumsuz etkilenmistir. Fotosentezin
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aksamasina bagli olarak kuru biyokiitlede 6nemli azalmalar tespit edilmistir. Ayrica
kontrol ve diisiik derisim uygulanan gruplarda, yaprak siirgiinlerinde 6. haftaya kadar
artis gozlenirken 6. haftadan sonra degisiklik gdzlenmemistir. Internodyumlar aras
uzunluk ise yiiksek derisim uygulanan gruplarda %38 oraninda artarken diisiik
derisim uygulanan gruplarda daha az olmustur. Ortalama kok uzunlugu da her iki
uygulamada 2. haftadan sonra artmistir.

Brassica napus ile yapilan bir ¢alismada [31], bitkiye farkli derisimlerde
tribenuron metil uygulamasi yapilmistir. Tribenuron metile maruz birakilan bitkilerin
boylari, kontrol bitkilerine kiyasla azalmigtir. >0.2 pg/ml tribenuron metil uygulanan
bitkilerde ¢igeklenmenin baglamasi 2—8 giin gecikmis ve tiim uygulamalarda bu etki
gozlenmistir. Ayrica ist yapraklarda kloroza ve ¢icek renginde solmaya neden
olmustur.

Kieloch ve Domaradzki [33] yaptiklar bir ¢alismada, Anthemis arvensis L.,
Chenopodium album L. ve Stellaria media L. yabani otlarina karst miicadelede
tribenuron metili sprey formunda kullanmiglardir. Bitkilerin 2-4, 6-8 ve 10-12
yaprakli formlar tizerinde uygulama yapilmigtir. Derigim miktarindan bagimsiz bir
sekilde tribenuron metil, A. arvensis'in en geng bitkilerinde biyokiitleyi %91-96
oraninda azaltmistir. Ayrica diisiik kimyasal diizeyi ve bitki yasinin biiyiik olmasi
nedeniyle de bitki biyokiitlesindeki azalma diigm{istiir.

Wang ve ark. [113] yaptiklar1 ¢aligmada, NO donorii olan SNP varliginda (10
uM), makroalg Hydrilla verticillata’yr amonyum stresine (3 mM amonyum Klorid)
maruz birakmiglardir. SNP ile muamelede H. verticillata {izerindeki koruyucu
ozelligi arastirilan NO igerigi artmigtir. Membran hasarinin olugsmasina ve klorofil,
MDA, GSH ve AsA seviyelerinin azalmasma neden olan amonyum kaynakli
olumsuz etkilerin miktari artan NO ile elimine edildigi ifade edilmistir. Ayrica APX,
SOD, NADPH-oksidaz ve GST enzim aktivitelerinde artis olmustur.

Caicedo ve ark. [114] su mercimegi Spirodela polyrrhiza ile yaptiklari
calismada, biiyiime ortamina azotun NHz ve NH," formlarm ekleyerek, farkli pH
degerlerinde biiylime iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Amonyak derisimi ve pH
degerlerinin artmasinin biiylime inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur. Amonyak

derisiminin diisiik olmasi1 durumunda biiylime oraninda &nemli boyutta azalma
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goriilmemistir. Amonyagin neden oldugu biiylime inhibisyonu pH’ya bagli olarak
degisebilmektedir. Amonyagin iyonize olup olmamasi ve pH seviyesi bitkilerdeki
toksisite mekanizmasini etkileyebilmektedir.

Vines ve ark. [115] yaptiklar1 bir ¢alismada iyonize olmamis amonyagin
bitkilerde solunumu %46-62 oranlarinda, gaz halindeki amonyagin ise %78 oraninda
inhibe ettigini tespit etmislerdir.

Yiiksek amonyak derisimlerinin mikroalg Tetraselmis cordiformis tizerindeki
toksik etkisinin, indol-3-asetik asit (IAA), zeatin (ZT) ve brassinosteroid (Br)
fitohormonlar1 ile giderilmesi arastirilmistir [116]. MDA igeriginin, kontrol ile
karsilagtirildiginda 2.12 kat artti§i, bununla birlikte amonyak kaynakli yikici
etkilerin, kiiltiir ortamina eklenen ve canli viicudu diginda, yapay yolla iiretilen,
eksojen olarak adlandirilan fitohormonlarin etkisi ile belirgin sekilde azaltildig
belirlenmistir. NH," e, 50, 200, 500, 800 ve 1000 mg/L derisimlerinde 7 giin maruz
kaldiktan sonra, T. cordiformis'in biiyiime inhibisyonu %2.99, %17.19, %27.24,
%34.95 ve %39.44 oranlarinda gozlenmistir. Fitohormonlarin kiiltiir ortamina
eklenmesinden sonra fotosentez, CAT, SOD aktivitesinin ve azot metabolizmasinda
cok oOnemli rolii olan glutamin sentaz (GS) geni transkripsiyonunun arttig1
belirlenmistir. Ayrica klorofil miktarlarinin da azaldigr fakat fitohormanlarin
detoksifikasyon 6zelligi sayesinde tekrardan arttigi ve bunun sonucunda da biiyiime
inhibisyonunun, miktar1 artan fitohormanlarin detoksifikasyon 6zelligi ile azaldig
belirlenmistir.

Zhuang ve ark. [117] yaptiklar1 ¢aligmada 0.02 (kontrol), 0.20, 1.00, 2.00,
5.00, 10.0, 15.0 ve 20.0 mg/L NH;"-N derisimlerine maruz birakilan H. verticillata
makrofitinin = baz1  parametrelerini  incelemislerdir.  Kontrol — grubu ile
karsilastirildiginda, 5 giin boyunca 0.20 ve 1.00 mg/L derisimlerinde NH,;"-N’e
maruz birakilan H. verticillata'nin siirgiinlerinde, MDA igeriginde Onemli bir
degisiklik gézlenmezken, 2.00 mg/L’de ise MDA miktarinda artis belirlenmigtir. O~
ve H,0; iiretimi, sirastyla > 2.00 ve > 5.00 mg/ L NH,4"-N ile yapilan uygulamalarda
onemli olgiide artmuistir. Diisik NH4-N (< 2.00 mg/L) derisiminde, H.
verticillata'nin siirgiinlerinde SOD, POD, CAT, DHAR ve GR enzim aktivitelerinde
degisiklik meydana gelmemistir fakat yiliksek derisimlerde (5.00 ve 10.0 mg/L)
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antioksidan enzim aktivitelerindeki artisin 6nemli oldugu bildirilmistir. Ozellikle
APx aktivitesi, derigsime bagli olarak dogrusal bir sekilde artmustir.

Cao ve ark. [118] 0.16-0.25 mg/L NH;" derisimlerinin, C. demersum, M.
spicatum ve Vallisneria natans bitkilerinin biiytimeleri tizerinde toksik etki
yapmadigimi belirtmislerdir. Bu makrofitlerin bliylimelerinde amonyagin toksik etki
gdstermemesinde, kullanilan NH, " "iin belirli bir derisime kadar azot kaynag: olarak
kullanmasi etkili olmustur. Bazi durumlarda eger makrofitin metabolik aktivitesi ve
tolerans1 yiiksek ise amonyagin bu toksik etkisine karst makrofit direng gosterip

hayatta kalabilmektedir.

2.1. Bitkilerde Antioksidanlarin Cesitli Ksenobiyotiklere Yaniti

Bertrand ve ark. [119] c¢alismalarinda, farmasotik ve agir metallerin P.
pusillus makrofiti tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bu kirleticilere maruz kalan
ve Temmuz’da 6rneklenen makrofit yapraklarinda GPx aktivitesi saptanmazken, kok
ve gbvdede enzim aktivitesinin 6nemli 6l¢iide inhibe edildigi tespit edilmistir. Ayrica
Aralik periyodunda toplanan Orneklerdeki enzim aktivitesinin yaprakta inhibe
edildigi ve kokte ise aktive edildigi gézlenmistir. Klorofil pigmentlerinin, soguk
iklimde 6nemli oranda azaldigi iliman periyotta ise daha az oranda diistiigii tespit
edilmistir.

Nymphaea tetragona, uranyumun farkli derisimlerine (5, 30 ve 55 mg/L) 21
giin boyunca maruz birakilmistir. Uranyuma maruz kalan bitkinin, kloroplast yapisi
ve islevinin bozulmasi sonucu fotosentetik performansinin azaldigi, yapraklarda
¢Ozliniir protein ve ayrica klorofil-a, klorofil-b ve karoten igeriginin 6nemli 6lgiide
inhibe edildigi bildirilmistir. Bunun yaninda POD, SOD, CAT aktivitesinin ve MDA
igeriginin arttig1, hiicre membran sisteminin artan uranyum derisimlerine bagh olarak
zarar gordiigii rapor edilmistir [120].

Lemna minor ile yapilan bagka bir galismada 1-octyl-3-methylimidazolium
bromide ([C8mim]Br) isimli iyonik bir siv1 kullanilmis ve makrofitin antioksidan
enzim kapasiteleri, pigment igerigi ve MDA miktar1 analiz edilmistir. Lemna. minor

28 giin boyunca 0.25 ve 2 pg/L derisimlerinin etkisinde birakilmistir. Klorofil-a, b ve
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karotenoid igeriklerinde 7-14. giinlerde kontrole goére Onemli degisiklik
gozlenmezken 21-28. gilinlerden sonra derisime bagli olarak azalma goriilmiistiir.
0.5-2 mg/L [C8mim] Br uygulanan gruplarda POD aktivitesi, 7-28. giinler arasinda
anlamli bir artis gostermistir. Biitlin gruplarda kimyasala maruz kalma siiresi
uzadik¢a CAT aktivitesinde azalmanin oldugu tespit edilmistir. Uygulama gruplari
ile kontrol grubu arasinda 7-14. giinler arasinda MDA igeriginde 6nemli bir fark
gozlenmezken 21. giinden sonraki artis olduk¢a 6nemli olmustur [121].

Pistia stratiotes bitkisi, kromun 0, 10, 40, 80 ve 160 uM derisimlerine 48, 96
ve 144 saat boyunca maruz birakilmig ve klorofil, protein, MDA, non-protein tiyol,
APXx ve GPx aktivitelerindeki degisim ¢aligilmistir. MDA igerigi kok ve yapraklarda
derigime bagli olarak artmistir. Kokte APX aktivitesi, biitiin derisimlerde 144 saatlik
periyotta kontrole kiyasla artmistir. Kokte GPx aktivitesi 48 ve 96 saatlik muamelede
artarken 144 saatte 10 uM’da azalmistir. Non protein tiyol iceriginde 40 uM Cr’ye
kadar artis kaydedilirken tist derisimlerde azalma gozlenmistir. Kok ve yapraklardaki
protein igerigi, 10 puM derisim ve 48 saat periyodunda artarken diger biitiin
derisimlerde zamana bagli olarak azalmistir [122].

3-chlorobiphenyl kimyasalinin sucul makrofit Ceratophyllum demersum
tizerindeki etkileri ve detoksifikasyon sisteminin kapasitesi arastirilmistir. 3-
chlorobiphenyl’in 0.005 ve 0.05 pg/L derisimleri GR, mitokondriyal-GST ve
sitozolik-GST (c-GST) aktivitelerini anlamli derecede artirmis fakat GSH {izerinde
onemli bir etki yaratmamuistir. 0.5 pg/L derisiminde GR ve ¢c-GST aktivitesi artarken,
5 pg/L'de higcbir enzim aktiflesmemistir. Fotosentetik oksijen {liretimi ise tiim

derisimlerde uygulanan kimyasal tarafindan inhibe edilmistir [123].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, kullanilan C. contraria makroalgi Adiyaman Durukaynak Koyii
yerleskesinde bulunan havuzdan (37°47'28.1"N-38°07'55.8"E) toplanmistir (Resim
3.1 ve 3.2). Toplanan &rnekler Adiyaman Universitesi Biyoloji Boliimii

Hidrobiyoloji Laboratuvari’na getirilmistir.

Resim 3.2 C. contraria’nin habitatindaki goriintiisii
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Alinan Ornekler, ¢esme suyu ile yikanip ayiklanarak her tiirli yabanci
maddeden, alglerden ve su boceklerinden arindirilmistir. Temizlenen 6rnekler igin
MBL kiiltiir ortami [124] hazirlanmistir. MBL besi ortamu kimyasal igerigi Cizelge

3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 MBL besi ortami

Stok Cozeltileri 1 L distile su bagina
1. CaCl,.2H,0 36.76 g
2. MgS0O,.2H,0 36.97 g
3. NaHCO; 12.60 g
4. K,HPO, 8.71¢g
5. NaNO; 85.01¢g
6. Na,Si0;.9H,0 28.42 g
7. Na,EDTA 4369
8. FeCl3.6H,0 3.15¢g
9. Metal Cozeltisi Her bir kimyasali 750 mL distile
CuS0,4.5H,0 0.01¢g suda c¢ozdikten sonra son ¢ozelti
ZnS0,.7H,0 0.022 g hacmi distile su ile 1 L’ye
CoCl,.6H,0 0.01g tamamlandi.
MnCl,.4H,0 0.18¢g
Na,Mo00O,.2H,0 0.006 g
10. Vitamin stok ¢ozeltisi
B, Vitamini 0.0005 g/L dH,0
B, vitamini 0.10 g/L dH,0
Biyotin 0.0005 g/L dH,0
11. Tris stogu 250 g/L dH,0

2000 mL’lik beherler i¢ine 1600 mL distile su eklendikten sonra igerisine
2’ser mL MBL c¢ozeltisi i¢in gereken kimyasallarin stok ¢ozeltilerinden eklenmis ve
MBL c¢ozeltisinin pH’s1 7.5’e ayarlanmistir. Beherlerdeki ¢ozeltiler 2000 mL’lik
balon jojelere aktarilarak saf su ile 2000 mL’ye tamamlanmistir. Makroalg 6rneklers,
igerisinde 1600 mL MBL ¢ozeltisi bulunan 6 adet 2000 mL’lik behere, 50 ¢
eklenerek inkiibe edilmistir (Resim 3.3). Hazirlanan kiiltiir suyunun sicakligi 24 °C
ve ortam pH’1 7.50te tutularak standart 151k yogunlugunda 16:8 saat
aydimlik:karanlik periyodunda inkiibasyona tabi tutulmustur [96]. Orneklerin sular1 3
giin boyunca giinliikk olarak degistirilmistir. 3. giiniin sonunda bitki Ornekleri

kullanilarak deney diizenekleri hazirlanmistir.
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Resim 3.3 MBL besi ortaminda C. contraria inkiibasyonu

Calismada toksikant olarak tribenuron metil (IUPAC adi: Methyl 2-[[[[N-(4
methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl) methylamino] carbonyl] amino] sulfonyl]
benzoate; CAS No: 101200-48-0) herbisidinin ticari formu olan Granstar ile
amonyum kloriir (NH4CI; [TUPAC adi: ammonium chloride; CAS No: 12125-02-9,

Sigma-Aldrich) uygulanmistir.

3.1.1. Stok Tribenuron Metil Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.0011 g tribenuron-metil tartilarak saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmusgtir.

Cozelti +4 °C°de kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

di-Sodyum hidrojen fosfat
Sodyum di-hidrojen fosfat
Etilendiamin tetraasetik asit

di-Potasyum hidrojen fosfat

o ~ w DN E

Potasyum di-hidrojen fosfat
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Na,HPO,
NaH;PO4
EDTA
K2HPO4
KH,PO4

Merck
Merck
Sigma -Aldrich
Merck
Merck
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6. Askorbik asit ASC Sigma -Aldrich
7. Hidrojen peroksit H,0; ISOLAB
8. Rediikte L-glutatyon GSH Sigma -Aldrich
9. Dehidroaskorbik asit DHA Sigma -Aldrich
10. Glutatyon rediiktaz GR Sigma -Aldrich
11. B-Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat B-NADPH  Sigma -Aldrich
12. 1-Kloro-2,4-dinitrobenzen CDNB Sigma -Aldrich
13. Metanol CH,O ISOLAB
14. Trikloroasetik asit TCA Merck
15. Etil alkol C,HsOH ISOLAB
16. Polivinilpirolidon PVP Sigma -Aldrich
17. Hidroklorik asit HCI Sigma -Aldrich
18. Sodyum hidroksit NaOH Sigma -Aldrich
19. Tribenuron metil Du Pont
20. Amonyum kloriir NH,4CI Sigma -Aldrich
21. Tris baz C4H11NO3 Sigma -Aldrich
22. Tris asit C4H11NO3 Sigma -Aldrich
23. 5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) DTNB Sigma
24. 1,1°,3,3’-tetrametoksipropan TMP Sigma -Aldrich
25. Siilfiirik asit H,SO, Tekkim
26. 2,6-biitilhidroksitoluen BHT Sigma -Aldrich
27. 2-Tiyobarbitiirik asit TBA Sigma -Aldrich
28. Sodyum karbonat Na,CO3 Merck
29. Sodyum potasyum tartarat C4H4KNaOg.4H,O  Merck
30. Sodyum dodesil siilfat SDS Sigma -Aldrich
31. Folin-Ciocalteu’s fenol ayiraci Merck
32. Sigir serum alblimin BSA Sigma -Aldrich
33. Kalsiyum kloriir CaCl,.2H,0 Sigma -Aldrich
34. Magnezyum siilfat MgSQO,.7H,0 abcr
35. Sodyum bikarbonat NaHCO3 Prolabo
36. Sodyum nitrat NaNO; Sigma -Aldrich
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37. di-Sodyum silisyum trioksit Na,Si03.9H,0 Sigma -Aldrich
38. di-Sodyum etilendiamin tetraasetik asit Na,EDTA  Sigma -Aldrich
39. Demir kloriir FeCl3.6H,0 Sigma -Aldrich
40. Cinko stilfat ZnS04.7H,0 Sigma -Aldrich
41. Kobalt kloriir CoCl,.6H,0 Sigma -Aldrich
42. Mangan kloriir MnCl;,.4H,0 Sigma -Aldrich
43. Sodyum molibdat Na;Mo00,.2H,0 Prolabo
44. Bakir siilfat CuS04.5H20 Merck
45. Aseton CH3;COCH;3 Merck
46. Sodyum azid NaNs3; Sigma-Aldrich

3.1.3. Cihazlar ve Diger Gerecler

1. Analitik terazi AND HR-250AZ

2.  Benmari Daihan Wisd Wise Bath

3. Buz makinasi Izmak

4.  Homojenizator Daihan WiseStir Wisd

5. Otomatik pipet seti Nichiryo Nichipet EX, Accumax
6. Pipetucu 200-1000uL ISOLAB

7. pH metre Orion-2 Star Thermo-Scientific
8.  Sogutmali santrifiij Hettich Universal 320R

9.  Spektrofotometrik analiz kiivetleri ISOLAB

10. Vorteks Multi-Mixer MVS-1

11. UV-Visible spektrofotometre Shimadzu UV1800

12. Distile su cihaz1 Millipore Rios 8

13. Mikroplaka okuyucu BioTek EON

14. Mikroplaka Greiner

15. Calkalayici ISOLAB

16. Terazi Ohaus Scout Pro SPU 6001

17. -86 °C Dondurucu Thermo Scientific

18. Inkiibator Daihan Wisd WiseCircu
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19. Magnetik karistirici VELP Scientifica
20. Hava pompast HDOM
21. 1.5 mL’lik santrifiij tipi ISOLAB
22. No-Frost buzdolab: Altus
23. Bulagik makinesi Argelik
3.2 Yontem

3.2.1. C. contraria Orneklerinin Hazirlanmasi

6 adet 2000 mL’lik beher igerisine 50 g C. contraria taze biyokiitlesi
konulmustur. Daha sonra beherlerin iizeri seffaf filmle kaplanarak 24 °C sicaklik ve
185 pmol/m?/sn1sik yogunlugunda 3 giin boyunca adaptasyon icin bekletilmistir.

Denemelere gecilmeden 6nce uygulanacak olan NH4" derisimleri, Mayis ve
Haziran 2014’de Egrigay Deresi’nde Ol¢iilen iki farkli NH3 6lgtimii (0.65 mg/L ve
3.22 mg/L) dikkate alinarak belirlenmistir. Yapilan arazi gozlemlerinde, tahil ekimi
yapilan Egricay Deresi’nin Kirkgéz Pinar1 mevkiinde herbisit tribenuron metil
igerikli tarim ilaci siselerine rastlanmistir. Bolgede hedef olmayan organizmalar igin
oldukga tehlikeli bir durum olusturan bu herbisitin etkisinin tespit edilebilmesi ig¢in,
tribenuron metilin amonyakla birlikte etkisinin arastirilmasina karar verilmistir.

Inkiibasyona birakmis oldugumuz 6rnek ortamlarindaki 0.65 mg/L ve 3.22
mg/L NH3 derisimlerini elde edebilmek i¢cin MBL ¢ozeltisi igerisine konmasi gereken
NH;CI miktar1 US EPA [125] tarafindan saglanan tabloya gore hesaplanmistir.
Chara contraria ornekleri 3.22 mg/L NHj derisiminde 48 saat i¢inde sarardiklari
icin, bunun yerine yari derisimi olan 1.61 mg/L NHj derisimi kullanilmistr.

Amonyak diizeyini hesaplamak i¢in asagidaki esitlik kullanilmigtir:

17
[NH;"|=[NH,CI]x 335X iyonizasyon Kkatsayisi

17: NH3"{in molekiil agirlig1 (g/mol)
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53.5: NH4CI’nin molekiil agirligi (g/mol)
Iyonizasyon katsayisi: Belirli bir sicaklik ve belirli bir pH’da NH3’tin NH," e

iyonlagma ytlizdesi

Calismada kullanilan makrofitin yasadig1 habitatin pH’1 7.5 ve su sicaklig1 24
°C oldugundan US EPA tarafindan saglanan tabloya gore, iyonizasyon katsayis1 esas
aliarak belirlenmistir. Kiiltiir ortaminin pH’1 NH4CI asit 6zellikte oldugu i¢in ortam

pH’1 NaOH ile 7.5’e ayarlanmistir.
3.2.2. Toksisite Denemeleri

Toksisite denemeleri 3 giinliik adaptasyon siirecinden ge¢mis olan C.
contraria ornekleri kullanilarak laboratuvar kosullarinda gergeklestirilmistir.
Her uygulama grubu 6 tekrarli olacak sekilde diizenlenmistir. Deney

diizenenegi asagidaki sekilde hazirlanmistir:
Kontrol Grubu

MBL ¢ozeltisi 6 adet 250 mL’lik behere aktarilmis ve her beher igerisine 5 g
C. contraria ornegi konularak agz: seffaf filmle kapatilmistir. Hazirlanan 6rnekler 14

giin siire ile 24 °C sicaklik ve 185 pmol/m%sn 151k yogunlugunda bekletilmistir
(Resim 3.4).
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Resim 3.4 MBL ¢6zeltisindeki kontrol grubu C. contraria drnekleri
0.81 pg/L Tribenuron Metil Grubu

0.81 pg/L tribenuron metil igeren MBL ¢ozeltisi 6 adet 250 mL’lik behere
aktarilmistir. Her beher icerisine 5 g C. contraria drnegi konularak agzi seffaf filmle
kapatilmistir. Hazirlanan 6rnekler 14 giin siire ile 24 °C sicaklik ve 185 umol/mzlsn

151k yogunlugunda bekletilmistir (Resim 3.5).

Resim 3.5 0.81 pg/L tribenuron metil ¢ozeltisindeki C. contraria drnekleri
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0.65 mg/L NH3; Grubu

0.65 mg/L NHjs igerecek sekilde hazirlanan NH,4Cl ¢6zeltisi 6 adet 250 mL’lik
behere aktarilmistir. Tiim beherlere 5 g C. contraria 6rnegi konularak agzi seffaf
filmle kapatilmistir. Hazirlanan o6rnekler 14 giin siire ile 24 °C sicaklik ve 185
umol/m?/sn 151k yogunlugunda bekletilmistir (Resim 3.6).

Resim 3.6 0.65 mg/L amonyak derisimi etkisindeki C. contraria 6rnekleri
0.65 mg/L NH3+0.81 ng/L Tribenuron Metil Grubu

0.81 pg/L tribenuron metil ve 0.65 mg/L NHj; igerecek sekilde hazirlanan
NH,4CI ¢ozeltisi 6 adet 250 mL’lik behere aktarilmistir. Her beher igerisine 5 g C.
contraria ornegi konularak agzi seffaf filmle kapatilmistir. Hazirlanan 6rnekler 14
giin siire ile 24 °C sicaklik ve 185 umol/mzlsn 151k yogunlugunda bekletilmistir
(Resim 3.7).
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\\, .

Resim 3.7 0.65 mg/L NHj derisimi ve 0.81 pg/L tribenuron metil karigiminin
etkisindeki C. contraria 6rnekleri

1.61 mg/L NH3 Grubu

1.61 mg/L NHj igerecek sekilde hazirlanan NH4Cl ¢6zeltisi 6 adet 250 mL’lik
behere aktarilmistir. Her beher igerisine 5 g C. contraria 6rnegi konularak agz1 seffaf
filmle kapatilmis ve 24 °C sicaklik ve 185 pmol/m?%/sn1sik yogunlugunda 14 giin siire
ile bekletilmistir (Resim 3.8).

Resim 3.8 1.61 mg/L NHj3 derisimi etkisindeki C. contraria érnekleri
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1.61 mg/L NH3+0.81 pg/L Tribenuron Metil Grubu

0.81 pg/L tribenuron metil ve 1.61 mg/L NHj; igerecek sekilde hazirlanan
NH,Cl ¢ozeltisi 6 adet 250 mL’lik behere aktarilmistir. Her beher igerisine 5 g C.
contraria ornegi konularak agzi seffaf filmle kapatilmistir. Hazirlanan 6rnekler 14
giin siire ile 24 °C sicaklik ve 185 umol/mzlsn 151k yogunlugunda bekletilmistir
(Resim 3.9).

Resim 3.9 1.61 mg/L NH3 ve 0.81 pg/L tribenuron metil karigiminin etkisindeki C.
contraria drnekleri

Besi ortaminin pH’1 deney boyunca 7.5 olarak 6l¢iilmiis ve sicakligi 24 °C
olacak sekilde kontrol edilmistir. Adaptasyon siirecinde oldugu gibi 48 saatte bir, su
degisimi yapilmistir. Bu uygulamaya 14 giin boyunca devam edilmistir. 14. giiniin
sonunda drnekler besi ortamindan alinarak kurutma kagidi ile suyu uzaklagtirilmis ve
hassas terazi ile tartilarak, kontrol grubunun her beherinden ortalama 4 tane 1’er g,
diger gruplarin ise her beherinden ortalama 2 tane 1’er g alinarak eppendorf tiiplerine
aktarilmistir. Daha sonra -80 °C’de biyokimyasal analizler yapilincaya kadar

bekletilmistir.
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3.2.3. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analiz igin, C. contraria ornekleri -80 °C’den cikarilarak
homojenize edilmistir. Homojenizasyon, %2’lik polivinilpirolidon i¢eren pH 7.5 50
mM Tris tamponu ile yapilmistir. Makrofit agirliginin 4 kat1 olacak sekilde (w/v)
homojenizasyon ¢ozeltisi ile buz igerisinde homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenat 15000 x g’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant APX,
DHAR, GPx, GST enzim analizi, T-SH, NP-SH, PB-SH, TBARS ve protein

miktarini belirlemek i¢in kullanilmgtir.

3.2.3.1. Askorbat Peroksidaz (APx) Aktivitesi

Askorbat peroksidaz aktivitesi Nakano ve Asada [126] yontemine gore analiz
edilmistir.

Belirtecler

» 50 mM pH 7.0 sodyum fosfat tamponu

» 4mM EDTA

» 8 mM H,0;

» 1 mM askorbik asit
50 mM pH 7.0 sodyum fosfat tamponu hazirlanisi: 0.3677 g NaH,PO,ve 0.2748 g
Na;HPO, tartilarak behere konulmustur. Cozelti pH’1 7’ye ayarlanmis ve balon
jojede saf su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.
4 mM EDTA hazirlamsi: 0.1489 g EDTA tartilarak 100 mL’ye saf su ile
tamamlanmustir.
8 mM H,02’nin hazirlanisi: %30’luk H,O,’den 285 uL alinarak 10 mL saf suya
konulmus ve iyice karigtirilmistir. 900 pL. sodyum fosfat tamponunun absorbansi 240
nm dalga boyunda ol¢iilmistiir (OD1). Bu c¢ozeltiye seyreltilmis olan %30’luk
H,0,’den 100 pL eklenerek optik dansitesi okunmustur (OD2). Olgiilen absorbans
degeri A= €.c.1 formiiliinde yerine konularak elde edilen H,O; (c¢) derisimine gore 8
mM olacak sekilde sodyum fosfat tamponu ile seyreltme yapilmistir. H,O2’ nin 240
nm’deki ekstinksiyon katsayis1 €= 0.0436 mM/cm’dir. =151k yolu; A= OD2-OD1
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1 mM askorbik asit hazirlamisi: 0.0176 g tartilarak saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmastir.

Yontem

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesini Olgebilmek igin gerekli ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra spektrofotometrik analiz kiivetlerine asagidaki sekilde
yerlestirilmistir. Ornek ve kor |kiivetleri ayn1 anda  spektrofotometreye
yerlestirilmistir. 30 °C’de 10 dakikalik inkiibasyondan sonra hem koér hem de 6rnek
kiivetlerine H,O,’den 125 pL eklenmistir. Olusan tepkime sonucunda absorbans

degerlerindeki degisim 3 dakika boyunca 290 nm’de Sl¢iilmistiir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Askorbat peroksidaz yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Fosfat Tamponu 500 500
EDTA 25 25
Askorbik asit - 250
Su 250 -
Ornek 100 100
Hesaplama
OD,-OD; Vt
APx (mmol/dak/mL):%x v 2.8

ODg = Baslangi¢ absorbans degeri
ODj3 = 3. dakikadaki absorbans degeri
t = Zaman (dak)

Vt = Toplam hacim

V& = Ornek hacmi

2.8 mM/cm = Indirgenmis askorbatin 290 nm’deki ekstinksiyon katsayisi

APx aktivitesi

APXx spesifik aktivitesi (mmol/dak/mg protein) = Protein miktan
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3.2.3.2. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR) Aktivitesi

Dechidroaskorbat rediiktaz aktivitesi DeTullio ve ark. [127] yontemine gore
analiz edilmistir.
Belirtecler
» 200 mM pH 6.2 sodyum fosfat tamponu
» 10 mM GSH
» 10 mM DHA
200 mM pH 6.2 sodyum fosfat tamponu hazirlamsi: 2.1819 g NaH,PO, ve 0.2584
g Na;HPO, tartilarak behere konulmustur. pH 6.2°ye ayarlanmis ve balon jojede saf
su ile 100 mL’ye tamamlanmastir.
10 mM GSH hazirlamist: 0.0615 g GSH tartilarak sodyum fosfat tamponu ile 20
mL’ye tamamlanmustir.
10 mM DHA hazirlamsi: 0.0174 g DHA tartilarak 10 mL’ye saf su ile
tamamlanmustir.
Yontem
Dehidroaskorbat rediiktaz enzim aktivitesini Ol¢ebilmek igin hazirlanan
cozeltiler spektrofotometrik analiz kiivetlerine asagidaki sekilde yerlestirilmistir.
Kore oOrnek yerine saf su konulmustur. Olusan tepkime sonucunda absorbans
degerlerindeki degisim 5 dakika boyunca 30°C’de ve 265 nm’de Olgiilmiistiir
(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Dehidroaskorbat rediiktaz yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Fosfat Tamponu 600 600
GSH 200 200
Ornek - 100

Su 100 -
DHA 100 100
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Hesaplama

OD;-OD, Vt
DHAR (mmol/dak/mL) = —  XygX 14

ODy = Baslangi¢ absorbans degeri

ODs = 5. dakikadaki absorbans degeri

t = Zaman (dak)

Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacmi

14 mM/cm = Indirgenmis askorbatin 265 nm’deki ekstinksiyon katsayisi
DHAR aktivitesi

Protein miktari

DHAR spesifik aktivitesi (mmol/dak/mg protein) =

3.2.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Nagalakshmi ve Prasad [128] yontemine gore
analiz edilmistir.
Belirtecler
100 mM potasyum fosfat tamponu pH 7.0
2.5 mM H,0,
100 U GR
50 mM GSH
2 mM NADPH
50 mM Sodyum azid
6.7 mM EDTA
100 mM potasyum fosfat tamponu hazirlamsi: 0.8338 g KH,PO,4 ve 0.6745 ¢

YV V. V V V V V

K2HPO, tartilarak behere konulmustur. pH 7’ye ayarlanmis ve balon jojede saf su ile
100 mL’ye tamamlanmustir.

2.5 MM H,0; Hazirlamisi: APX yonteminde oldugu gibi hazirlanmustir.
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50 mM GSH hazirlamisi: 0.0307 g GSH tartilarak potasyum fosfat tamponu ile 2000
uL’ye tamamlanmugtir.
2 mM NADPH hazirlamsi: 0.0167 g NADPH tartilarak saf su ile 10 mL’ye
tamamlanmustir.
50 mM sodyum azid hazirlamsi: 0.0813 g sodyum azid tartilarak 25 mL saf suda
¢Oziillmiistiir.
6.7 mM EDTA Hazirlamsi: 0.2494 g tartilip 100 mL’ye saf su ile tamamlamustir.
Yontem
Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesini 6l¢ebilmek i¢in hazirlanan ¢ozeltiler
spektrofotometrik analiz kiivetlerine asagidaki sekilde yerlestirilmistir. Ornek ve kor
kiivetleri ayn1 anda spektrofotometreye yerlestirilmistir. Kor ve ornek kiivetleri
icerisindeki ¢ozeltiler 30 °C’de 2 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra Ornek kiivetine 100 pL HyO,, kor kiivetine ise 100 pL saf su konulmustur.
Olusan tepkime sonucunda absorbans degerlerindeki degisim 2 dakika boyunca 340

nm’de 6l¢iilmistiir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Glutatyon peroksidaz yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Fosfat Tamponu 500 500
GR 10 10
GSH 20 20
NADPH 100 100
Sodyum azid 20 20
EDTA 150 150
Ornek 100 100
Hesaplama
GPx (mmol/dak/mL)= M X % X 6.2

ODy = Baslangi¢ absorbans degeri
OD, = 2. dakikadaki absorbans degeri
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t = Zaman (dak)

Vt = Toplam hacim

V& = Ornek hacmi

6.2 mM/cm = NADPH’1n 340 nm’deki ekstinksiyon katsayisi

GPx aktivitesi

GPx spesifik aktivitesi (mmol/dak/mg protein) = Protoin miktan

3.2.3.4. Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesi

Glutatyon S-transferaz aktivitesi Habig ve ark. [129]yontemine gore analiz
edilmistir.

Belirtecler

» 1mM EDTA igeren 0.1 M potasyum fosfat tamponu

» 25mM GSH

» 10 mM CDNB
1 mM EDTA iceren 0.1 M potasyum fosfat tamponu hazirlamsi: 1.1341 ¢
KH,PQy4, 0.29 g K;HPO, ve 0.0372 g EDTA tartilarak behere konulmus ve pH 6.5’e
ayarlanarak balon jojede saf su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.
25 MM GSH hazirlamsi: 0.077 g GSH tartilarak fosfat tamponu ile 10 mL’ye
tamamlanmastir.
10 mM CDNB hazirlamisi: 0.0203 g CDNB tartilarak %96’lik etil alkol ile 10
mL’ye tamamlanmistir.

Yontem

Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesini 6lgebilmek i¢in hazirlanan ¢ozeltiler
spektrofotometrik analiz kiivetlerine asagidaki sekilde yerlestirilmistir. Kor ve 6rnek
kiivetlerindeki cozeltiler iyice karistirildiktan sonra her iki kiivet igerisine 66 uL
CDNB eklenmistir. Olusan tepkime sonucunda absorbans degerlerindeki degisim 5

dakika boyunca 340 nm’de 6l¢iilmiistiir (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5 Glutatyon S-transferaz yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Fosfat tamponu 868 808
GSH 66 66
Ornek - 60
Hesaplama
ODs-OD, Vt
GST (mmol/dak/mL)Z% X o x 9.6

GST spesifik aktivitesi (mmol/dak/mg protein) =

ODo= Baglangi¢ absorbans degeri
ODs= 5.dakikadaki absorbans degeri
t= Zaman (dak)

Vt= Toplam hacim

Vo= Ornek hacmi

9.6 mM/cm= CDNB’nin 340 nm’deki ekstinksiyon katsayisi

GST aktivitesi

Protein miktar1

3.2.3.5. Total Tiyol, Non-Protein Tiyol, Protein Bagh Tiyol

Sedlak ve Lindsay [130] yontemine gore hesaplanmustir.
Belirtecler

> 0.2 M Tris tamponu pH 8.2

> 0.4 M Tris tamponu pH 8.9

> 0.01MDTNB

> Mutlak metil alkol

> %50’lik TCA

0.2 M Tris tamponu hazirlamsi: Tris bazdan 2.4228 g tartilarak 50 mL saf suda

¢Ozlinmistiir. Coziindiikten sonra pH 8.2’ye ayarlanmis ve 100 mL’lik balon jojeye

aktarilarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanmugtir.
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0.4 M Tris tamponu hazirlamisi: Tris bazdan 4.8456 g tartilarak 50 mL saf suda
¢cozlinmis ve pH 8.9’a ayarlanmistir. Daha sonra 100 mL’lik balon jojeye aktarilmis
ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

0.01 M DTNB hazirlanisi: DTNB’den 0.0198 g tartilarak %99.8’lik metanolle 5
mL’ye tamamlanmistir.

Mutlak metil alkol: Satin alinan ticari formu kullanilmstir.

%50’lik TCA hazirlamsi: 5 g TCA tartilarak saf su ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

3.2.3.5.1. Total Tiyol (T-SH)

Yontem

100 uL homojenat ile 300 uL 0.2 M Tris tamponu karigtirtlmigtir. Karisima,
mutlak metanolde ¢6ziinmiis olan 0.01 M’lik DTNB’den 20 pL eklenmistir. Bu
karisima 1580 uL metanol eklenerek kuvvetli bir sekilde ¢alkalanmistir. Son olarak
15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen siipernatantin absorbansi 412
nm dalga boyunda okunmustur. Kére homojenat yerine Tris tamponu eklenmistir.

GSH ile hazirlanan standart grafikten hesaplamalar yapilmistir (Sekil 3.1).
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0,012 /
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R2=10,9945

0,01

0,008
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0,004
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0 5 10 15 20 25 30

Derigim (uM)
. .

Sekil 11 Tiyol standart grafigi
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3.2.3.5.2. Non Protein Tiyol (NP-SH) ve Protein Bagh Tiyol (PB-SH)

Yontem

100 pL homojenat, 80 pL saf su ve 20 pL %50’lik TCA ile iyice
karistirllmistir. 15 dakika sonra 10000 x g’de 15 dakika siire ile +4 °C’de santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatanttan 100 pL alinarak, 200 uL 0.4 M pH 8.9 Tris
tamponu ve 5 pL DTNB ile karistirtlmistir. 5 dakika icinde absorbansi 412 nm’de
kore karst okunmustur. Kor ¢ozeltisinde 6rnek yerine Tris tamponu kullanilmistir.

Elde edilen absorbans degeri NP-SH derisiminin hesaplanmasinda kullanilmistir.

T-SH absorbans degerinden NP-SH absorbans degeri ¢ikartilarak PB-SH derigimi

hesaplanmustir.

3.2.3.6. Tiyobarbiturik Asit Reaktif Maddeleri Miktar1 (TBARS)

Tiyobarbiturik Asit Reaktif Maddeleri miktar1 Jain [131] tarafindan onerilen
ve Do ve ark. [132] tarafindan modifiye edilen yonteme gore spektrofotometrik
olarak analiz edilmistir.

» 100 nm’lik tetrametoksipropan (TMP)

» %1’lik siilfuirik asit

» %0.01 biitilhidroksitoluen (BHT)

» %1 lik tiyobarbitiirik asit (TBA)
100 nm’lik tetrametoksipropan (TMP): 1.66 pL TMP alinarak 100 mL saf suya
karigtirilmastir.
%1’lik siilfiirik asit: %97 saflik ve 1.840 g/mL yogunluktaki siilfiirik asitten 5.603
mL alinarak saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmustir.
200.01°lik biitilhidroksitoluen (BHT): 0.002 g BHT tartilarak 20 mL metanolde
¢cOzlilmiistiir.
%71’lik tiyobarbitiirik asit (TBA): TBA’dan 1 g tartilarak %1’lik stilfiirik asitle 100

mL’ye tamamlanmistir.

58



3. MATERYAL ve YONTEM Baris TANRIVERDI

Yontem

1.66 pL TMP, 100 mL saf su igerisinde ¢oziilmiistiir. Hazirlanan ¢ozelti 2
saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 100 nmol/mL’lik bu ¢6zeltiden 1.25, 2.5, 5,
10, 20, 40, 60 ve 80 nmol/mL’lik standartlar hazirlanarak TBARS standart grafigi
cizilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 12 TBARS standart grafigi

Standart grafik eldesindeki yontemle ayni sekilde, 100 L homojenat, %0.01
BHT igeren 400 pL metanol ve 500 pL %1 lik siilfiirik asit icerisinde ¢oziilmiis
%1°lik TBA ile karistirilmistir ve daha sonra vortekslenmistir. Ornekler 100°C’de 15
dakika siire ile inkiibe edilerek siirenin sonunda 6rnekler oda sicakligina sogutulmus
ve 20°C’lik santrifiij cihazinda 16000 X g@’de santrifiijlenmistir. Orneklerin
absorbansi 532 ve 600 nm’de mikroplaka kullanilarak ol¢iilmiistiir. Kor i¢in 6rnek
yerine saf su konularak ayni islemler yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri

standart grafik kullanilarak derisim degerlerine doniistiiriilmiistir.
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3.2.3.7. Protein Yontemi

Chara contraria orneklerinde APx, DHAR, GPx, GST enzim aktiviteleri ve
TBARS miktarini1 birim protein igindeki deger olarak sunabilmek igin protein miktari
hesaplanmustir [133].

Belirtecler
%2 Na,COs
%1 CuSO,4.5H,0
%2 Na-K tartarat
%]1°1lik SDS
1 M NaOH

vV V.V V V VY

Folin-Ciocalteu’s fenol ayiraci
»  Sigir serum albumini (BSA)

Bakiar ayiraci: 300 mL saf su i¢ine 20 g Na,COs3; 0.4 g CuSOq4 ve 0.2 g Na-K tartarat
eklenerek karistirilmis ve Cu ayiract hazirlanmistir.
%1’lik Sodyum dodesil siilfat (SDS): 1 g SDS tartilarak saf su ile 100 mL’ye
tamamlanmastir.
1 M NaOH: 4 g NaOH tartilarak 100 mL’ye saf su ile tamamlanmuistir.
Lowry aymraci: 3 mL Cu aywraci, 1 mL SDS, 1 mL NaOH karigtirlarak
hazirlanmustir.
Folin-Ciocalteu’s ayiraci: 100uL Folin-Ciocalteu’s ile 900 pL saf su karistirilarak
hazirlanmigtir.
Sigir serum albumini (BSA): 0.01 g BSA tartilmis ve saf su ile 10 mL’ye
tamamlanmuistir.

Yontem

BSA’dan 0.01 g tartilarak 10 mL saf su i¢inde ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozelti
kullanilarak 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/mL’lik standartlar hazirlanmistir.
Bu ¢ozeltiler ile protein standart grafigi hazirlanmistir (Sekil 3.3). Kére BSA yerine
saf su konulmustur. Ayni1 islemler BSA yerine homojenat kullanilarak tiim uygulama

gruplari i¢in yapilmis ve protein miktarlar1 hesaplanmaistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM Baris TANRIVERDI

Makrofitin toplam protein igerigi Lowry [133] yontemine goére yapilmustir.
100 pL homojenat iizerine 450 pL Lowry ayiract eklenmis ve daha sonra
vortekslenmistir. Oda sicaklifinda karanlikta 10 dakika bekletilmistir. Siirenin
sonunda 450 uL Folin-Ciocalteu’s ayiraci eklenmis ve vortekslenmistir. 30 dakika
oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Siire bitiminde Orneklerin absorbans
degerleri 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur. Biitiin uygulama
gruplarinda elde edilen degerler BSA ile hazirlanan standart grafige goére derisim

degerlerine doniistiiriilmistiir.

1,2

1
/o/ y =0,0011x
R2=0,9953

0,8

0,6
0,4 // /
.

0,2
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0 200 400 600 800 1000 1200
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\.

Sekil 13 Protein standart grafigi

3.2.4. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS 20.0 paket programi kullanilarak P<0.05
diizeyinde yapilmistir (N=6). Verilerin normalitesi Kolmogorov-Smirnov testi ile
kontrol edilmistir. Kolmogorov-Smirnov testi sonucuna goére normal dagilim
gostermeyen veriler Kruskal-Wallis testine tabi tutulmustur. Normal dagilim
gostermeyen veriler, Kruskal-Wallis non-parametrik testini takiben Mann-Whitney U

post hoc testi ile analiz edilmistir. OneWay ANOVA testine gére onemli olup
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homojen dagilan veriler ise ¢alisma gruplart arasinda farklilik olup olmadigi Duncan
testi ile degerlendirilmistir. Gruplar aras1 korelasyon ise Pearson korelasyonu ile
tespit edilmistir. Tim veriler aritmetik ortalama =+ standard hata seklinde

sunulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

Yapilan c¢alismada tribenuron metil herbisidi ve amonyagin iki farkli
derisiminin, ayr1 ayr1 ve birlikte subakut etkisinde birakilan C. contraria’da APX,
DHAR, GPx ve GST enzim aktiviteleri ve T-SH, NP-SH, PB-SH, TBARS ve protein

miktarlarina etkileri arastirilmistir.

4.1.1. Tribenuron Metil ve Farkhh Amonyak Derisimlerinin Etkisindeki C.

contraria’da Antioksidan Enzim Aktiviteleri

4.1.1.1. APx Enzim Aktivitesi

Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metilin C. contraria’da APx enzim
aktiviteleri tizerine etkisi Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1°de verilmistir. Farkli amonyak
(0.65 mg/L ve 1.61 mg/L NHs) derisimleri ve tribenuron metil (0.81 pg/L)
herbisitinin etkisindeki C. contraria’da APx enzim aktivitesi biitlin gruplarda
kontrole gore artmustir (P<0.05; Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1). En yiiksek APx enzim
aktivitesi %124 oraninda yiiksek amonyak derisimi ve tribenuron metil iceren
uygulama grubunda Olglilmistir. Diisik amonyak derisimi tek basina
uygulandiginda enzim aktivitesindeki artis %74 iken, herbisit ile birlikte %89’a
yiikselmistir. Yiiksek amonyak derisiminin uygulandig1 grupta ise %93’ten %124°e
cikmistir (Sekil 4.1). APx aktivitesi ile TBARS (P<0.01; r = -0.500) miktar1 arasinda
negatif korelasyon tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 14.1 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
APx enzim aktivitesinin kontrole goére ylizde degisimi. Gruplar arasi istatistiksel
farklilik y1ldiz isareti (*) ile gosterilmistir. Tr = Tribenuron metil
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Baris TANRIVERDI

Cizelge 4.1 Tribenuron metil ve farkli amonyak derisimlerinin etkisindeki C. contraria enzim aktiviteleri

Gruplar APX DHAR GPx GST
(mmol/dak/mg (mmol/dak/mg (mmol/dak/mg (mmol/dak/mg
protein) protein) protein) protein)

Kontrol 3.44+0.19° 3.76+0.27° 29.08+1.83° 1.73+0.13%
0.81 pg/L Tr 7.14+0.86" 2.19+0.18° 25.91+1.12° 1.05+0.15°
0.65 mg/L NHj 6.00:£0.84° 2.69+0.19° 21.07+0.56° 1.29+0.10°
0.65 mg/L NH3+ 0.81 pg/L Tr 6.49+0.88" 2.11£0.12° 18.17+0.72° 1.08+0.05°
1.61 mg/L NH; 6.64+0.52° 2.59+0.22° 25.11+0.89° 2.42+0.21°
1.61 mg/L NH3+ 0.81 pg/L Tr 7.72+0.40° 3.27+0.18° 25.56+0.73° 3.35+0.62°

Veriler aritmetik ortalamatstandart hata seklinde verilmistir. Farkli harfler ile gosterilen veriler

bulunmaktadir (P<0.05; N=6)

65

arasinda istatistiksel ayrim
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Baris TANRIVERDI

Cizelge 4.2 C. contraria'da enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar, TBARS ve protein diizeyleri arasindaki iliskiler

GPx DHAR APX GST TBARS T-SH NP-SH PB-SH Protein
GPx
DHAR 672"
APX -141 -.267
GST 240 277 237
TBARS 274 167 -500" -426"
T-SH -503" -428" .020 .055 -.304
NP-SH 118 -.013 -.322 -.022 3317 -.300
PB-SH -495" -.405 .063 .055 -.334" 992" -4217
Protein -.952" -6017 017 -.344" -.107 455" -111 4477

* iligki diizeyi (P<0.05). ** iliski diizeyi (P<0.01)
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4.1.1.2. DHAR Enzim Aktivitesi

Tribenuron metil ve farkli amonyak derisimlerinin C. contraria’da DHAR
enzim aktiviteleri tizerine etkisi Sekil 4.2 ve Cizelge 4.1’de verilmistir. Chara
contraria’da DHAR enzim aktivitesi, yiikksek amonyak derisiminin herbisitle birlikte
verildigi grup harig biitiin uygulamalarda kontrole gore azalmistir (P<0.05; Sekil 4.2
ve Cizelge 4.1). Diisilk amonyak derisiminin tek basina uygulandigi grupta tespit
edilen azalma, herbisitin kiiltiir ortamina eklenmesiyle birlikte %28’den %44’e
cikmistir. Tespit edilen bu azalma tiim gruplar i¢indeki en yiiksek orandir. Yiiksek
amonyak derisiminin tek basina uygulandigi grupta saptanan azalma ise tribenuron
metilin verilmesiyle %31°den %13’e gerilemistir (P>0.05; Sekil 4.2 ve Cizelge 4.1).
DHAR aktivitesi ile T-SH (P<0.01; r = -0.428), PB-SH (P<0.05; r = -0.405) ve
protein (P<0.01; r = -0.601) miktarlar1 arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir
(Cizelge 4.2).
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Sekil 15.2 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
DHAR enzim aktivitesinin kontrole gore yiizde degisimi. Gruplar arasi istatistiksel
farklilik yildiz isareti (*) ile gosterilmistir
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4.1.1.3. GPx Enzim Aktivitesi

Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metilin C. contraria’da GPx enzim
aktivitesi tizerine etkisi Sekil 4.3 ve Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Tribenuron metil
ve farkli amonyak derisimlerine maruz birakilan C. contraria’da GPx enzim
aktivitesi, tim uygulama gruplarinda kontrole gére azalmistir (P<0.05; Sekil 4.3 ve
Cizelge 4.1). Tribenuron metilin tek basina uygulandigi grupta %11 oraninda en
diisiik azalma olmustur. Diisiik amonyak derisimi tek basina uygulandiginda %28
oraninda bir azalma goriiliirken herbisitin de bu derisimle birlikte verilmesi
durumunda tiim gruplar igindeki en yiiksek oran olan %38’e yiikselmistir. Yiiksek
amonyak derisiminin tek bagma uygulandigi grupta %14 diizeyinde azalirken,
tribenuron metilin kiiltiire eklenmesiyle %12°ye diismiistiir. GPx aktivitesi ile DHAR
(P<0.01; r = 0.672) aktivitesi arasinda pozitif korelasyon, T-SH (P<0.01; r = -0.503),
PB-SH (P<0.01; r = -0.495 ve protein (P<0.01; r= -0.952) miktarlar ile arasinda
negatif korelasyon tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 163 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
GPx enzim aktivitesinin kontrole gore yiizde degisimi. Yildiz (¥) ve alfa isareti (a )
kontrol grubu ile aralarindaki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir
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4.1.1.4. GST Enzim Aktivitesi

Chara contraria’nin farkli amonyak (0.65 mg/L ve 1.61 mg/L NHs)
derisimleri ve 0.81 pg/L tribenuron metil derisimi etkisinde Olgiilen GST enzim
aktivitesi Sekil 4.4 ve Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Tribenuron metilin tekbasina,
diisiik amonyak derisimiyle karisimi ve bu derisimin tek basina uygulandigi
gruplarda kontrole gore azalma olmustur. Ancak 1.61 mg/L NH; ve 1.61 mg/L
NH3+0.81 ng/L tribenuron metil gruplarinda GST aktivitesinde artis olmustur
(P<0.05; Sekil 4.4 ve Cizelge 4.1). En yiiksek GST enzim aktivitesinin, kontrol
grubuna gore %93 oranindaki artisla 1.61 mg/L NH3+0.81 pg/L tribenuron metil
grubunda oldugu tespit edilmistir. GST aktivitesi ile TBARS (P<0.01; r = -0.426)

diizeyi arasinda negatif korelasyon bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Sekil 174 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
GST enzim aktivitesinin kontrole gore yiizde degisimi. Yildiz (*), alfa (o ) ve gama
(y) isaretleri kontrol grubu ile aralarindaki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir
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4.1.2. C.contraria’da Antioksidan Tiyol Miktarindaki Degisimler

4.1.2.1. Total Tiyol (T-SH) Diizeyi

Tribenuron metil ve farkli amonyak derisimlerinin etkisindeki C.
contraria’da T-SH diizeyleri Sekil 4.5 ve Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Tribenuron
metil tek basina ve yiikksek amonyak derisimi ile birlikte uygulandiginda, kontrole
gore T-SH diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriillmemistir (P>0.05;
Sekil 4.5 ve Cizelge 4.3). Diisilk amonyak derigiminin tek basma verildigi grupta
kontrole gore T-SH miktar1 %64 diizeyinde artarken, bu derisimin herbisitle verildigi
grupta bu artis %89’a ulagmistir. Diisiik amonyak derisimine gore yliksek amonyak
derisiminde T-SH diizeyi %73’liik bir artisla %137 ye ¢ikarak en yiiksek seviyeye
ulagsmistir. Yiiksek amonyak derisiminin tek basina uygulandigi grupta miktar1 artan
T-SH, herbisitin verilmesiyle birlikte %117 oraninda diismistiir (Sekil 4.5). T-SH ile
PB-SH (P<0.01; r = 0.992) ve protein (P<0.01; r = 0.455) miktarlar: arasinda pozitif
korelasyon tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 185 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
T-SH miktariin kontrole gore yiizde degisimi. Yildiz (*) ve alfa (o ) isaretleri
kontrol grubu ile aralarindaki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir
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Cizelge 4.3 Tribenuron metil ve farkli amonyak derisimlerinin etkisindeki C. contraria'da T-SH, NP-SH, PB-SH, TBARS ve protein
miktarlarindaki degisim

Gruplar T-SH NP-SH PB-SH TBARS Protein
(uM/ yas agirhk) (uM/ yas agirhk) (uM/ yas agirhk) (nmol/_ mg (mg/mL)
Kontrol 77.82+9.05° 40.44+2.82 37.37+8.73° 13?585; T]o)za 0.68+0.04%
0.81 ng/L Tr 78.80+8.68° 42.20+2.14 36.60+8.29° 12.33+0.64% 0.75+0.03°
0.65 mg/L NH3 127.82+7.36° 34.54+4.49 93.27+8.76° 9.66:+0.57° 0.89+0.02°
0.65 mg/L NH3+0.81 pg/L Tr 147.14+14 47" 35.48+2.09 111.66+12.80° 11.1940.86™ 1.03+0.05°
1.61 mg/L NH3 184.30+18.20° 33.68+1.09 150.62+18.91° 9.29+0.43° 0.75+0.02°
1.61 mg/L NHz+ 0.81 png/L Tr 93.50+5.00% 39.63+1.43 53.87+4.24 9.41+0.59° 0.73+0.02°

Veriler aritmetik ortalamatstandart hata seklinde verilmistir. Aralarinda istatistiksel olarak ayrim bulunan gruplar farkli harflerle
gosterilmistir (P<0.05; N=6)
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4.1.2.2. Non Protein Tiyol (NP-SH) Diizeyi

Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metilin C. contraria’da NP-SH
miktar1 tizerine etkisi Sekil 4.6 ve Cizelge 4.3’te verilmistir. Chara contraria’da NP-
SH diizeyinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmemistir (P>0.05; Sekil 4.6 ve Cizelge 4. 3). NP-SH miktar1 ile PB-SH
(P<0.05; r = -0.421) miktar1 arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir (Cizelge
4.2).
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Sekil 19.6 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
NP-SH miktariin kontrole gore yiizde degisimi

4.1.2.3. Protein Bagh Tiyol (PB-SH) Diizeyi

Tribenuron metil ve farkli amonyak derisimleri etkisindeki C. contraria’da
PB-SH diizeyleri Sekil 4.7 ve Cizelge 4.3’te gosterilmistir. PB-SH miktarlarinda
tribenuron metilin tek ve yiiksek amonyak derisimiyle birlikte uygulandig1 gruplarda
kontrole gore anlamli bir farklilik goriillmemistir (P>0.05; Sekil 4.7 ve Cizelge 4.3).
Amonyak derigiminin artmasiyla birlikte PB-SH miktarlar1 da artmistir. Diisiik

amonyak derisiminin ayr1 verildigi grupta %150 oraninda gozlenen artig, herbisitin
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verilmesiyle birlikte %199’a ¢ikmistir. Yiiksek amonyak derisiminin tek basina
uygulandigr grupta %303 oraninda artis meydana gelirken, tribenuron metilin ayni
derisimle birlikte verilmesi sonucu PB-SH diizeyi kontrol diizeyine azalmistir (Sekil
4.7). PB-SH miktar1 ile protein (P<0.01; r = 0.447) miktar1 arasinda pozitif
korelasyon tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 207 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
PB-SH miktarinin kontrole gore yiizde degisimi. Yildiz (¥) ve alfa (o ) isaretleri
kontrol grubu ile aralarindaki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir

4.1.3. Tribenuron Metil ve Amonyagin Farkh Derisimlerinin C. contraria’da
TBARS Miktar1 Uzerine Etkileri

Tribenuron metil ve farkli amonyak derisimlerinin, C. contraria TBARS
miktar1 lizerine etkisi Sekil 4.8 ve Cizelge 4.3’te verilmistir. TBARS miktari, biitlin
uygulamalarda kontrole gore azalmistir (P<0.05; Sekil 4.8 ve Cizelge 4.3). En fazla
azalma %33 oraninda 1.61 mg/L NH; grubunda goriilmiistiir. En az diisiis ise %11
orant ile herbisitin tek basma verildigi grupta gozlenmistir. Diisiikk amonyak
derisiminin tek basina verildigi grupta TBARS miktarinda %30 oraninda azalma

meydana gelirken, herbisitin bu derisime eklenmesi sonucu TBARS miktarinda %19
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oraninda bir azalma meydana gelmistir. TBARS diizeyi ile NP-SH (P<0.01; r =
0.331) diizeyi arasinda pozitif, PB-SH (P<0.01; r = -0.334) diizeyi ile negatif
korelasyon tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Sekil 218 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
TBARS miktarinin kontrole gore ylizde degisimi. Yildiz (*), alfa (a ) ve gama (y)
isaretleri kontrol grubu ile aralarindaki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir

4.1.4. Protein Diizeyi

Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metilin C. contraria’da protein
miktar1 lizerine etkisi Sekil 4.9 ve Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Diisiik amonyak
derisiminin tek basma uygulandigi grupta %32 oranindaki artis, herbisitin kiiltiir
ortamina eklenmesiyle birlikte %51°e ¢ikmustir (P<0.05; Sekil 4.9). Yiiksek
amonyak derigiminin tek basina ve tribenuron metille birlikte uygulandig: gruplarda
ve sadece herbisit uygulanan grupta C. contraria’da protein miktarinda kontrole gore
anlamli bir farklilik goriillmemistir (P>0.05; Sekil 4.9 ve Cizelge 4.3).
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Sekil 229 Farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da
protein miktarinin kontrole gore yiizde degisimi. Yildiz (*) ve alfa (o ) isaretleri

kontrol grubu ile aralarindaki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir
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4.2. TARTISMA

Farkli amonyak derisimlerinin ve tribenuron metil herbisidinin C. contraria
tizerindeki etkileri incelenmistir. Yapilan 6n ¢alismalarda Chara contraria 3.22 mg/L
NH; derisimine maruz birakilmis ve uygulamanin 7. giiniinden itibaren makrofitin
sarardig1 ve ciiriimeye basladig1 goriilmiistiir. NHz ve NH4 ’iin farkli derisimlerinin
(3.5, 20, 50 ve 100 mg/L) S. polyrrhiza su mercimeginin biiyiimesi iizerine etkisi
caligilmistir [114]. Yiiksek azot derisimleri su mercimeginin biiylimesini inhibe
etmistir. Aynm1 sekilde, topraga amonyak uygulanmis ve alkali 6zelliginden dolay1
yiiksek pH’ta hiicresel solunumu inhibe ederek arpada toksik etki gostermistir [115].
Lemna gibba kiiltir ortamma NH," ilavesinde, amonyum hiicre duvarinda
depolarizasyona neden olmustur [134]. Bu nedenle, cevresel sularda en yiiksek
derisim olarak 6l¢iilen 3.22 mg/L. amonyak derigiminin yaris1 (1.61 mg/L NHs) ve
0.65 mg/L NH3 derigimi tercih edilmistir.

Ekosistemlere gesitli kirletici kaynaklardan gecen asir1 NH,", makrofitler igin
toksik olmakta ve bunun sonucunda ROT olusmaktadir. Olusan ROT’lar pigment
sentezini, azot ve protein metabolizmasini, membran biitiinliiglinii, mineral alimini
olumsuz etkilemektedir [117]. Makrofitler bu tiir hiicresel dejenerasyonlar: 6nlemek
icin de enzim aktivitelerini artirabilmektedir. Makrofitlerin, amonyagin neden oldugu
serbest radikallerden (HO", O;" ve 102) kendilerini korumak amaciyla enzim
aktivitelerini artirdig1 ifade edilmistir [117]. Oksidatif hasarin azaltilmasinda 6nemli
bir yeri olan APx enzimi, H,0,’yi suya ¢eviren ve onu detoksifiye eden 6nemli bir
antioksidandir. Calismamizda, tribenuron metil ve farkli amonyak derigimlerinin
etkisindeki C. contraria’da APx enzim aktivitesinin, tim uygulama gruplarinda
arttig tespit edilmistir. Kullanilan herbisit ve amonyak derisimleri serbest radikal
olusumunu uyarmis ve olusan serbest radikallerin uzaklagtirilabilmesi i¢in de APx
enzim aktivitesi artmistir. Ozellikle tribenuron metilin tek basina uygulandigi grup ve
herbisitin yliksek amonyak derisimi ile kombinasyonu olan gruplarda dikkat ¢eken
bir artis olmustur. Bu sonu¢, muhtemelen herbisitin amonyagin toksisitesini
artirmasiyla ortaya c¢ikmustir. Hydrilla verticillata makrofiti NH4;Cl’ye maruz

birakilmis, uygulamanin 4. giiniinde O,~ ve H;O, miktarinin arttigi ve bu durumun
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da APx enzim aktivitesini uyardig1 tespit edilmistir [135]. Baska bir ¢caligmada ise H.
verticillata’da, NH4Cl tek basina ve SNP ile birlikte uygulandiginda APX
aktivitesinde benzer sekilde anlamli artiglar olmustur [113]. Calismamizda, yiiksek
amonyak derisimindeki APX aktivitesi diisiik amonyak derisimine gore daha fazla
olmustur. Derisime bagli olarak aktivitenin artisi, yiiksek derisimlerin daha toksik
oldugunu géstermektedir. Hydrilla verticillata bitkisi NH;"-N’nin 0.2, 1.0, 2.0, 5.0,
10.0, 15.0 ve 20.0 mg/L derisimlerine maruz birakildiginda, derisim artigina bagh
olarak APx aktivitesinin énemli bir artis sergiledigi rapor edilmistir [117].

Amonyak disinda yabani ot miicadelesinde kullanilan herbisitler de APx
artisina neden olabilmektedir. Calismada kullanilan C. contraria, tribenuron metil
herbisitine maruz birakildiginda, amonyakta oldugu gibi kontrole gore artis olmustur.
Azolla microphylla ile yapilan arastirmada [107], paraquat (PQ) herbisitinin zamana
bagl olarak APx aktivitesine etkisi incelenmistir. Diisiik PQ derisiminin bitkiyi
etkilemedigi fakat yiiksek derisimlerin ROT birikimine neden oldugu belirtilmistir.
ROT birikimi, egreltide APx antioksidan enzim aktivitesinin artisina neden olmustur.
Calisma ile, herbisit kaynakli canlilarda olusan serbest radikalleri uzaklastirmak icin
enzim aktivitesinin arttigi soylenebilir.

Kullanilan farkli amonyak derisimleri ve tribenuron metil kaynakli olusan
asin HyO, ve 0,7, membran peroksidasyonuna neden olan HO® radikalinin
olusumuna neden olur [136]. Olusan HO™”nun neden oldugu membran
peroksidasyonunu onlemek i¢in de bitkiler APx miktarin1 artirabilmektedir. APx’in
olusan H;0,’yi uzaklagtirarak gosterdigi koruyucu o6zellik sayesinde, LPO’nun
onlenebildigini ve bu durumda TBARS diizeyinin azaldigin1 sdyleyebiliriz.
Vallisneria natans makrofiti NH4CI'nin farkli derisimlerine maruz birakilmis ve
antioksidan enzimlerin (APx, SOD ve CAT), amonyagn etkisiyle olusan serbest
radikalleri detoksifiye etmesi sonucu membran biitiinliginiin korundugu ve
dolayisiyla TBARS igeriginin azaldig belirtilmistir [136].

Cevresel stres kosullarinda  bitkiler, DHAR enzimi aracilifiyla
dehidroaskorbatt (DHA), askorbik aside (AsA) indirgeyerek oksidatif hasardan
korunurlar. Enzimin aktivite gosterebilmesi i¢in de ortamdaki DHA’nin belli bir

oranda bulunmasi 6nemlidir. Aksi takdirde okside DHA, DHAR enzimini inhibe
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edebilir ve bitkilerin antioksidan kapasiteleri de bu durumda azalabilir. Yiiksek
amonyak derisimi ve herbisit kombinasyonu olan grup hari¢ diger uygulamalarda
DHAR aktivitesi azalmustir.

Tribenuron metil etkisinde C. contraria’da DHAR aktivitesinin azalmasinda,
tribenuron metilin enzimin aktif bolgesine veya tiyol bolgesine baglanmasi ile
enzimin aktif merkezinin ya da substrat baglanma bolgesinin bozulmasi etkili
olabilmektedir. Lemna gibba’nin giimiis metaline maruz kalmasi sonucu, enzimlerin
inhibe olmasinda kullanilan toksikantin enzimin tiyol bolgesine baglanmasinin etkili
oldugu ifade edilmistir [137]. Oxyfluorfen herbisitinin etkisindeki Glycine max’da,
DHAR enziminin sentezini saglayan gen baskilanmis ve enzimin inaktivasyonu veya
yikimi ile birlikte aktivitesi azalmistir [138]. Ayni sekilde chrysotile asbestosuna
maruz birakilan L. gibba’da da DHAR aktivitesinin azaldigi ve bu sonucun
olusmasinda Knorzer ve ark.[138]’nin ifade ettikleri mekanizmanin etkili oldugu
vurgulanmistir [139].

Calismamizda tribenuron metil grubunda oldugu gibi diisiik amonyak
derisimi ve bu derisimin herbisitle birlikte uygulandig1 gruplarda da enzim aktivitesi
kontrole gore azalmistir. Bu gruplarda enzim aktivitesinin azalmasinda, amonyak
derisiminin toksisite i¢in yeterli olmadigi ve bu nedenle aktivitenin azaldig
soylenebilir. 0.16-0.25 mg/L NH,4" derisimlerinin, C. demersum, M. spicatum ve V.
natans makrofitlerinin biiyiimeleri {izerinde toksik olmadig: ve bunun NH,"*iin azot
kaynagi olarak kullaniminin etkili oldugu ifade edilmistir [118]. Bilindigi gibi DHA,
DHAR katalizorliigiinde AsC-GSH dongiisiinde AsA’ya indirgenerek bitkilerin
antioksidan kapasitesini artirmaktadir [47]. Ancak DHA bazi durumlarda
indirgenmeyerek ortamda birikebilmekte ve bu da DHAR’in aktivitesini
diistirebilmektedir. Kadmiyum etkisindeki C. demersum’da asir1 DHA birikimi
nedeniyle DHAR aktivitesinde azalma oldugu bildirilmistir [140]. Bu enzim
oksidatif strese karsi bitkileri koruyan bir antioksidan oldugu ig¢in, aktivitesinin
azalmastyla birlikte organizmalar oksidatif hasara karsi agik hale gelebilmektedir
[48]. DHAR aktivitesinin yetersiz oldugu kosullarda organizmalar, enzimatik
olmayan antioksidan savunma bilesenleri olan tiyol miktarmi artirabilmektedir.

Chara contraria’da DHAR aktivitesinin azalmasi sonucu tiyol miktar1 artmistr.

78



4. BULGULAR ve TARTISMA Baris TANRIVERDI

Celekli ve ark. [141] flamentli alglerle yaptiklari ¢alismada, ortamda bulunan agir
metallerin oksidatif hasara neden oldugunu ve oksidatif hasarin etkilerini azaltmak
i¢in de total tiyol diizeyinin arttigini rapor etmislerdir.

Calismamizda yiiksek amonyak derisiminde DHAR enzim aktivitesi azalmis
ve bu derisimin herbisitle birlikteligi sonucunda aktivitesi artmistir. Ciinkii yliksek
amonyak derisimlerinde herbisitin de verilmesi ROT olusumunu uyarmaktadir ve
olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilebilmesi i¢in enzim aktivitesi artmakita,
bitki herbisitin etkilerini azaltabilmektedir [55]. Kadmiyum etkisindeki C.
demersum’da, , ortama ¢inko (Zn) ilavesiyle ROT tiirlerinin detoksifiye edildigi ve
bunun sonucunda AsA ve GSH seviyelerinin korunmasi amaciyla aktivitesi azalan
DHAR enziminin tekrardan arttig1 bildirilmistir [140].

Bitkilerde, bazi durumlarda enzimatik antioksidan kapasite, maruz kalinan
toksikantin tiiriine gore yetersiz kalabilmektedir. Boyle durumlarda diger bir
enzimatik antioksidan veya enzimatik olmayan antioksidan etkili olabilmektedir.
Calismamizda GPx enzim aktivitesi biitlin uygulama gruplarinda kontrole gore
azalmigtir. Disiik amonyak derisimi ve bu derisimin tribenuron metille
kombinasyonu olan gruplardaki azalma diger gruplara oranla daha fazla olmustur.
Herbisit ve olusan asir1 miktardaki ROT’larin, enzim aktivitesinin azalmasinda
onemli birer faktdr olmalari muhtemeldir. Enzim aktivitesinin azaldigi boyle bir
durumda ise total tiyol ve protein bagli tiyol antioksidan miktarlarinin artmasi,
bitkinin bu kosullara karsi1 direncli hale gelmesini saglamistir. Aynmi sekilde APx
aktivitesinin artis1 da, GPx’in yetersiz kaldig1 bu kosullarda antioksidan kapasiteyi
desteklemektedir.

Tribenuron metil etkisindeki C. contraria’da GPx aktivitesi azalmistir.
Herbisit kaynakli ROT’lar veya radikal olmayan tiirler 6zellikle de H,O,, GPx
aktivitesini inhibe edebilir. PQ etkisindeki Azolla microphylla’da PQ derisimine
bagl artan ROT nedeniyle GPx aktivitesinin azaldigi bildirilmistir [107]. PQ
herbisiti etkisindeki marul tohumlarinda, GPx aktivitesi herbisit etkisiyle gii¢clii bir
sekilde inhibe edilmistir [142]. PQ derisiminin artisinda GPx aktivitesi goriilmemis,
aktivitenin azalmasinda ise kullanilan herbisit tiirlerine gore farkli radikaller etkili

olmustur. Metribuzin herbisiti Zea mays GPx aktivitesini inhibe etmistir [143].
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Isoproturona maruz birakilan Zea mays’da GPx aktivitesi, etki siiresinin artisina bagh
olarak azalmistir [144].

Diisiik amonyak derisimi ve bu derisimin herbisitle birlikte verildigi
gruplarda aktivitenin kontrole gére 6nemli bir oranda diistiigii tespit edilmistir. Ayni
zamanda bu derisimin herbisitle birlikte verilmesi ile enzim aktivitesinin bu iki grup
arasinda degismedigi belirlenmistir. Temel olarak GPx aktivitesinde tespit edilen
azalmada etkili olan faktdrlerin, yukarida da anlatildig: gibi herbisitin toksisitesi veya
herbisitin enzimin aktif bolgesine baglanmasinin etkili oldugunu ifade edebiliriz
[107,137,143].

Calismamizda kullandigimiz diisiik derisim amonyak miktarlart GPx
aktivitesini azaltirken, amonyak derisimlerinin artisiyla birlikte GPx aktivitesinin
diisiik derisimlere oranla arttig1 tespit edilmistir. Amonyagin yiiksek derisimleri ROT
olusumunu uyarmaktadir. Caligmamizda kullandigimiz yiiksek amonyak derisimleri
diisiik derisimlere oranla GPx aktivitesini artirmistir. Myriophyllum mattogrossense
makrofiti NH,C1l’nin 0.1, 1.0, 10.0, 20 ve 30.0 mg/L derisimlerine 7 giin boyunca
maruz birakilmis ve makrofitin GPx aktivitesinde, sadece 20 mg/L derisiminde
Onemli bir artis olmustur. GPx aktivitesindeki bu artisin ise LPO’nun toksik tirtinii
olan 4-HNE’nin detoksifikasyonunu saglamaya yonelik oldugu bildirilmistir [145].
Bu ¢alismadan farkli olarak arastirmamizda, GPx aktivitesinin LPO’nun indikatorii
olan TBARS miktarinin azalmasinda etkili olmadigi tespit edilmistir. Enzim
aktivitesinin etkili olmadigi bu durumda, TBARS miktarinin azalmasinda enzimatik
olmayan antioksidanlar etkili olmustur. GPx aktivitesi ile T-SH ve PB-SH arasinda
saptanan negatif korelasyon bu diisiinceyi dogrulamaktadir. Ceratophyllum
demersum arsenige maruz kaldiginda tiyol igerigi ¢calismamizda oldugu gibi 6nemli
oranda artmistir [146]. Dolayisiyla da enzim aktivitesindeki azalma, toksikantlarin
neden oldugu ROT’larin uzaklastirilabilmesi i¢in T-SH ve PB-SH miktarlarinin
artmasimi  saglamistir. Cesitli  havuzlardan toplanan Cladophora glomerata
orneklerindeki tiyol ve PB-SH igerigindeki artisin artan oksidatif hasari azaltmaya
yonelik oldugu bildirilmistir [147]. GPx aktivitesi ile DHAR aktivitesi arasinda ise
pozitif korelasyon tespit edilmistir. Bu iki enzim kullanilan toksikant kaynakli olusan

ROT’larin detoksifiye edilebilmesi i¢in GSH kullanmaktadir. GSH’1n, proteinlere

80



4. BULGULAR ve TARTISMA Baris TANRIVERDI

baglanmasi ile birlikte tiikenmesi sonucu GPx ve DHAR aktiviteleri azalabilmektedir
[143]. DHAR ve GPx arasinda tespit edilen pozitif iligki, enzim aktivitesinin yeterli
olmadigi kosullarda enzimatik olmayan antioksidan diizeylerinin artis nedeni olabilir.

Rediikte glutatyon; bitki, mantar, hayvan ve alglerde detoksifikasyon
mekanizmasinda rol oynayan, diisiik molekiiler agirlikli protein olmayan 6nemli bir
tripeptittir. Yapisinda bulunan tiyol gruplar1 sayesinde agir metal, herbisit gibi
ksenobiyotiklerle baglant1 kurarak onlar1 detoksiye etmektedir ve bu tepkimeleri de
GST katalizorliiginde gerceklestirmektedir. GST’ nin aktivite gosterebilmesi igin
ortamda yeterli miktarda GSH bulunmasi gerekmektedir. GSH’in yetersiz oldugu
durumlarda ise GST aktivitesi azalmaktadir.

Tribenuron metilin uygulandigi grupta GST enzim aktivitesi azalmistir. Bu
durum, kullanilan herbisitin, enzimin aktif bolgesine baglanmasi ile birlikte enzimin
inaktif olmasi seklinde gerceklesmektedir. Ayrica GSH sentezini saglayan enzimlerin
(y-glutamilsistein sentaz ve GSH-sentaz) inhibe olmasiyla da iliskili olabilir. Lemna
gibba’nin glimiis metaline maruz birakilmasi sonucu enzim aktivitesinde belirlenen
inhibisyonun, enzimin tiyol bdlgesine, kullanilan toksikantin baglanmasinin etkili
olabilecegi bildirilmistir [137] Isoproturon herbisitine maruz birakilan Zea mays
yapraklarinda GSH sentezini saglayan enzimlerin inhibisyonu ve GSH’1n tiikenmesi
sonucu GST aktivitesinin azaldigi ifade edilmistir [144].

Diisiik amonyak derisimi ve bu derisimin herbisitle birlikte uygulandig
gruplarda da GST aktivitesi diismiistir. Bu gruplarda GST aktivitesi azalirken
protein miktarinin da artti§i belirlenmistir. Bazi durumlarda amonyak derisimleri
makrofitler i¢in besi tuzu oldugundan dolayr organizmadaki protein miktarinin
artisinda, bu amonyagin organizma tarafindan azot kaynagi olarak kullanim sekline
doniistiiriilmesinin  etkili olabilecegi ifade edilmistir [118]. Lemna minor’da,
amonyagin azot kaynagi olarak kullanilmasi sonucu diisiik derigimlerinin protein
igeriginin artiginda etkili oldugu bildirilmistir [148].

Calismamizda yiiksek amonyak derisimi ve bu derisim ile birlikte herbisit
uygulanmasi1 GST enzim aktivitesini artirmistir. Makrofitin, herbisit veya yiiksek
amonyak derisimi kaynakli olusan ROT’lar1 detoksifiye etmek amaciyla GST enzim

aktivitesini artirdign soylenebilir. Kullanilan herbisit veya amonyagin yiiksek
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derisiminin etkisi ile LPO olusmaktadir. Lipit peroksidasyonu sonucu olusan
bilesenlere GST’nin baglanmasi sonucu detoksifikasyon mekanizmasimin arttigini
ifade edebiliriz. Fluorodifen herbisiti etkisindeki Myriophyllum spp. makrofitinde
olusan serbest radikallerin uzaklastirilmasi amaciyla GST aktivitesi artmistir [63].
Ayni sekilde Ulva pertusa makrofitinde hem coumaphos insektisinin etkisi ile olusan
ROT’larin hem de herbisitin detoksifiye edilebilmesi i¢cin GST aktivitesinin dnemli
oranda arttig1 ifade edilmistir [68]. Azoxystrobin fungusidi etkisindeki M.
quitense’de artan GST aktivitesinin GSH’in toksikantla konjugasyonu sonucu
detoksifikasyonu ile iligkili olabilecegi bildirilmistir [111].

Calismamizda GST aktivitesi ile TBARS diizeyleri arasinda negatif
korelasyon bulunmustur. Amonyak ve herbisitin etkisi ile olusan hidroperoksitlerin
detoksifikasyonu i¢in GST enzim aktivitesinin arttigin1 ve bu nedenle azalan TBARS
diizeylerinin artan GST aktivitesi ile ilgili oldugunu 6nermekteyiz. GST bu sekilde
lipit peroksidasyonu zincir tepkimesini durdurarak yiikksek amonyak derigsimi ve
tribenuron metilin etkisinde bozulan membran biitiinliigiiniin korunmasina katki
saglamaktadir. Coumaphos etkisindeki U. pertusa’da lipit peroksidasyonundaki
azalmanin artan GST aktivitesi nedeni ile olabilecegi bildirilmistir [68]. Hydrilla
verticillata’da, NH4CI’nin etkisinde olusan organik peroksitlerin uzaklastirilmasi
amactyla GST aktivitesinin arttig1 ifade edilmistir [135].

Enzimatik antioksidanlarin inhibe edildigi veya yetersiz kaldig1 kosullarda
organizmalar, antropojenik veya dogal toksikantlara karsi enzimatik olmayan
antioksidanlar; tiyoller, non protein tiyoller ve protein bagl tiyoller araciliiyla
korunabilmektedir. Tiyoller; antioksidan kapasitelerini proteinlere baglanarak,
ortamda serbest bir halde bulunarak veya toksikantla baglanti kurarak etki
gostermektedir. Bu tepkimelerin bir sonucu olarak da miktarlar1 azalabilmektedir.

Tribenuron metil bitkiler igin diisiik derisimlerde bile toksik olmustur [30,34].
Dolayisiyla toksisitenin azaltilabilmesi i¢in de herbisitin detoksifiye edilmesi
gereklidir. Detoksifikasyon mekanizmasinin ise bir¢ok organizmada oldugu gibi
herbisitin  GST araciligiyla GSH gibi tiyollere baglanmasi ile gerceklestigi
bilinmektedir [149]. Herbisitin tiyollere baglanmasi ya da herbisit-indiiklii ROT

olusumu da tiyollerin tilkenmesine neden olmustur [143]. Calismamizda herbisit
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uygulanan grupta tiyol miktarinin kontrole gore degismemesi benzer mekanizma ile
olusan tiyollerin detoksifikasyon amaciyla herbisite baglanmasi sonucu tiikenmesi ve
miktar1 azalan tiyollerin de novo sentezi ile yeniden iiretiminin etkili oldugunu
sOyleyebiliriz [79]. Metribuzin ve pretilachlor herbisitlerine maruz birakilan misirda
total tiyol iceriginin arttig1 ve herbisitin detoksifikasyonunda GSH’in herbisitlerle
olan konjugasyonunun de novo sentezini uyarmis olabilecegi bildirilmistir. Ancak
metribuzin ile muamelede tiyol igeriginin ilk 4 giin iginde arttigi daha sonrasinda
sinirlandig1, pretilachlorun etkisinde ise deney boyunca tiyol diizeyinin arttig1 tespit
edilmistir. Ayrica herbisit etkisindeki misirda GSH’daki hafif artisin GSSG’1n
GSH’a indirgenmesindeki basarisizlik olabilecegi diisiiniilmiistiir [143]. Dolayisiyla
tiyol miktarinin artabilmesi i¢in de maruz kalma siiresinin ve GSH’in yeniden
olusumunun 6nemli birer kriter oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu diisiinceden
yola ¢ikarak tribenuron metilin etkisindeki C. contraria’da tiyol miktarlarinin
kontrole gore degismemesinde, etki siiresinin ve GSH’1n tekrardan olusumunun etkili
olabilecegini sdylemek miimkiindiir.

Makrofitler protein sentezinde kullanilmak iizere azot kaynagi olarak nitrat
yerine amonyumu tercih etmektedirler [114,150]. Azotun bu formda tercih
edilmesinde nitrata oranla daha diisiik enerji tiiketimine neden olmasi etkilidir.
Amonyum, disiik derisimlerde makrofitler i¢in 6nemli bir besin kaynagidir
[150,151]. Chara contraria kiiltiir ortamina eklenen NH,CIyi absorbe ederek azot
kaynag1 olarak kullandigi i¢in T-SH diizeyi diisiik amonyak derisimi uygulanan
grupta yiikselmistir. Amonyagin diisiik derisiminin toksik olmamasi da yapisinda
bulunan azotun protein sentezinde kullanilma olasiligini artirmaktadir [118]. Yiiksek
amonyak derisimleri, bitki biiyime ve gelismesinde etkili olan glutamin
aminoasidinin sentezini inhibe etmektedir. Glutamin sentaz, glutamin sentezini ve
azot alimini saglayan bir enzim olup yiiksek amonyak derisiminde aktivitesi inhibe
edilmektedir [116]. Ancak ¢alismamizda amonyagin diisiik derisiminde (0.65 mg/L),
azot metabolizmasinda etkili olan enzim aktivitesinin inhibe edilmedigini bu
arastirmanin 1s18inda ifade etmek miimkiin olabilmistir. Azotun smirli oldugu sulak
alanlarda aminoasit sentezinin artmasiyla bitki biyomasi arasinda bir iliski oldugu ve

azotun ortamdaki optimum oraninin 6nemli oldugu bildirilmigtir [150]. Bitki
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hiicrelerinde yiiksek oranda biriken aminoasitler gelismeyi olumsuz etkilemektedir.
Dolayisiyla bu derisimde protein sentezini saglayan enzimlerin inhibe olmamasi
nedeniyle protein ve tiyol miktarinin arttigini sdylemek miimkiin olmustur [116,148].

Yiiksek amonyak derisimi, bitki kiiltiir ortamina tek bagina verildiginde T-SH
diizeyi kontrole gore onemli derecede artmistir. Yiiksek amonyak derigimlerinin
bitkilerde ROT olusumunu uyardigi ¢alismalarda belirtilmistir [116,117,150].
Dolayisiyla calismamizda yiliksek amonyak derisiminde tiyol miktarinin 6nemli
oranda artiginin, amonyak kaynakli ROT’larin detoksifikasyonuna yonelik oldugunu
diistinmekteyiz. Arpada tuz stresine karsi, kiikiirt varliginda tiyol miktarinin arttig1 ve
bu gruptaki bitkilerin oksidatif strese kars1 daha dayanikli oldugu ifade edilmistir
[152]. Yapilan bu c¢alisma oksidatif hasarin tiyoller ile azaltildigina dair
bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Ayrica yiiksek amonyak derisiminde T-SH
diizeyinin, kullanilan amonyagin azot kaynagi olarak kullanilmasi sonucu artmasi da
baska bir ihtimaldir. Vallisneria natans makrofiti NH,4’iin farkli derisimlerine maruz
birakilmis ve artan amonyum miktarinin toksisitesini azaltmak icin bitkinin,
amonyumu azot bakimindan zengin aminoasitlere ¢evirdigi bildirilmistir [150].
Myriophyllum brasiliense makrofitinin yiiksek NH;" derisimlerinin toksisitesini
azaltmak i¢in, amonyum alimini arttirarak dokularda azot birikimini sagladigi ve bu
azotu aminoasit sentezinde veya azotlu bilesiklerin sentezinde kullandig1
bildirilmistir [151].

Yiiksek amonyak derisiminin tribenuronla verildigi grupta T-SH diizeyinin
kontrole gore degismemesine ragmen sadece yiiksek amonyak derisiminde azaldigi
goriilmiistiir. Amonyagin diislik derisimleri bitkiler i¢in temel bir besin tuzu oldugu
halde yiiksek derisimleri toksik olmustur. Amonyak kaynakli olusan ROT’lar
oksidatif stresi uyarir, bitkide su kaybina neden olur ve fotosentezi inhibe eder [153].
Deney ortamina eklenen herbisit ise amonyagin toksisitesini daha da artirmaktadir
[5]. Bakir elementinin orta ve yiiksek seviyeleri amonyak toksisitesini artirmistir
[153]. Makrofit metabolizmasi sonucu olusan tiyollerin, ROT’ larin ve herbisitin
toksisitesini azaltabilmek i¢in bu bilesenlere baglanmasiyla birlikte miktarlar
azalabilmektedir. Toksikantlarin benzer bir mekanizma ile detoksifiye edildigi ifade

edilmistir [153]. Bu aragtirmada asir1 amonyak ve bakir derisimlerinde V.natans’in
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bir antioksidan olan prolin sentezini artirdigini, olusan prolinin de agir metale
baglanarak bitkinin agir metale kars1 diren¢ kazandigin1 tespit etmislerdir.

Bir tiyol olan GSH’in ortamda yeterli diizeyde bulunmasi, GPx ve GST
araciligiyla ortamdaki serbest radikallerin ve herbisitlerin indirgenebilmesi igin
olduk¢a Onemlidir [143]. T-SH ile DHAR ve GPx aktiviteleri arasinda negatif
korelasyon bulunmustur. Gorillen bu negatif korelasyon, yiiksek amonyak
derisimlerinde DHAR ve GPx aktivitelerinin azaldiginin, GSH’1n yeterli diizeyde
kullanilamadiginin ve ortamda bulunan ROT veya herbisitin uzaklastirilamadiginin
bir gostergesi olabilir. Bu durumda ROT ve herbisitlerin detoksifiye edilebilmesi
GST Kkatalizorliigiinde gergeklesecektir. Iki farkli herbisite maruz birakilan Zea
mays’da tiyol miktarindaki artistn GST ve GPx aktiviteleri ile iligkili oldugu
bildirilmistir [143]. 1.61 mg/L NH3+0.81ug/L grubundaki GST aktivitesinin
artmastyla herbisitin GSH’la baglantisinin saglandigi ve bu nedenle de tiyol
miktarinin azalmig oldugunu sdylemek miimkiin hale gelmistir [143].

Bilindigi gibi cesitli stres faktorlerinin etkisinde olusan ROT’lar, membran
biitiinligiint ve gecirgenligini bozarak oksidatif strese neden olabilmektedir [154].
Calismamizda oksidatif stresin azaltilabilmesi igin tiyollerin, membran proteinlerine
baglanmasiyla PB-SH miktarlar1 artmis olabilir. Elsholtzia haichowensis bitkisi asirt
Cu’ya maruz birakilmis ve olusan oksidatif stres nedeniyle tiyol miktari artmigtir
[78]. Olusan tiyollerin biiyikk ¢ogunlugunun proteine baglanarak bitkinin oksidatif
stresten korundugu Dbildirilmistir. Ayrica ¢alismamizda tiyollerin antioksidan
etkisinin bir sonucu olarak protein miktarlarinin artti§i da tespit edilmistir. Sonug
olarak, kullanilan toksikantlarin neden oldugu ROT’larin uzaklastirilabilmesi igin T-
SH miktarinin arttig1 sdylenebilir.

Tribenuron metil makrofitler igin disik derisimlerde bile toksik
olabilmektedir [34]. Herbisit toksisitesi GSH’m, GST katalizorligiinde herbisite
baglanmasi ile giderilebilmekte veya azaltilabilmektedir. Caligmamizda 0.81 pg/l
tribenuron metil derisiminde NP-SH miktarinda kontrole gore herhangi bir degisim
meydana gelmemistir. Bu sonucun ortaya ¢ikmasi, NP-SH olan GSH’1n, herbisitin
detoksifikasyonu amaciyla sentezinin artmasi ve daha sonra da kullanilmasiyla ilgili

oldugu sdylenebilir. GSH’1n, herbisit kaynakli olusan ROT’larin yikici etkilerini
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azaltabilmesi i¢in bu molekiillere baglanmasi sonucunda NP-SH miktarinda 6nemli
bir degisim olmamistir. Nemat Alla ve ark. [143] musirla ilgili yaptiklari arastirmada,
GSH miktarindaki azalmanin, herbisit ve ROT’larin detoksifiye edilebildiginin bir
kanit1 oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda, NP-SH’in miktarinda anlaml
olmayan degisikligin, GSH’in tiikenmesi sonucu baska tiyollerin sentezinin
artmasiyla da ortaya ¢ikmis olabilecegi diger bir ihtimaldir. Brassica napus’ta Zn’nin
diisiik derisiminin yapraklarda NP-SH miktarini artirdigi, derisim artiginin ise hem
koklerde hem de yapraklarda NP-SH diizeyini azalttigi belirtilmistir [155]. Ayni
calismada GSH miktarinin azalmasiyla birlikte fitoselatin ve sistein gibi diger
tiyollerin miktarinin artmasimin da NP-SH diizeyinin yiikselmesinde etkili oldugu
belirtilmistir. Panax ginseng bitkisi methyl jasmonate (MJ) ve salisilik asitin (SA)
etkisi altinda birakildiginda NP-SH miktarinin arttigi, NP-SH miktarinin artiginin ise
bitkinin oksidatif stres kosullarina karst direncli hale gelmesini saglamis olabilecegi
ifade edilmistir [156]. Cladophora glomerata ile yapilan ¢alismada NP-SH
diizeyindeki artisin, algin GSH seviyelerini artirarak oksidatif strese tepki
gostermesinden kaynaklandig: bildirilmistir [147].

Calismamizda yiiksek amonyak derisimi tiyol miktarmi artirmistir. Tiyol
miktarindaki artisin, hiicrelerin oksidatif stresi tolere edebilme yetenegini artirdigi,
tiikenmesi durumunda hiicrelerin oksidatif strese kars1 savunmasiz hale gelebildigi
bilinmektedir [155]. Kullanilan amonyak derisimleri ve tribenuron metilin toksisitesi,
tiyol diizeyini onemli oranda arttirmis ve olusan tiyollerin proteinlere baglanmasi
sonucu miktarlar1 azalmis, azalan tiyoller de novo sentezi ile iiretilmis olabilir [79].
Bunun bir sonucu olarak NP-SH miktarinda tim gruplarda onemli bir degisim
olmamistir. Chara contraria’da PB-SH miktari ile NP-SH diizeyi arasindaki negatif
korelasyon bu sonucu dogrulamaktadir. Kullanilan toksikant kaynakli olusan
ROT’lar hiicre memraninda LPO’ya neden olmaktadir ve bu yikict etkilere karsi
membran biitlinliigliniin korunabilmesi i¢in tiyoller proteinlere baglanabilmektedir.
Bu durum NP-SH diizeyinin azalmastyla sonu¢lanmustir.

Protein bagli tiyol grubu antioksidanlar, hiicreleri toksinlere karsi koruyan ve
LPO’yu oOnleyen Onemli ajanlardandir. Proteinlerde bulunan —SH (siilfhidril)

gruplariin oksidatif hasardan korunmasi ise GSH tarafindan —SH oksidasyonu i¢in
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baska bir substrat saglanmasiyla gergeklesmektedir [147]. PB-SH miktar1 ile TBARS
arasinda goriilen negatif korelasyon, PB-SH gruplarinin protein yapilar iizerindeki
koruyucu etkisini dogrulamistir. Aynmi sekilde T-SH igerigi ile PB-SH miktari
arasinda da pozitif korelasyon tespit edilmistir. Olusan serbest radikallerin tiyol
icerigini artirdifit ve tiyollerin biiylik ¢ogunlugunun membran proteinlerine
baglanmasiyla PB-SH igeriginin arttig1 farkli makrofitlerde tespit edilmistir [157].

PB-SH miktar1 tribenuron metil ve 1.61 mg/L NH3+ 0.81 ug/L tribenuron
metil gruplar1 disindaki uygulamalarda kontrole goére 6nemli oranda artmistir. PB-SH
diizeyindeki artisin, protein tiyollerinin Oy~ temizleme yetenegi ve tiyol bolgelerine
yakin HO ile reaksiyona girme kabiliyetlerinden dolay: protein tiyollerinin serbest
radikal saldirilarina karsi bu sekilde koruma saglayabilecegi belirtilmistir [147].
Ayrica bu ¢aligmada PB-SH diizeyinin artisinda GSH’1in da 6nemli rolii bulundugu
belirtilmistir. Tribenuron metil kaynakli olusan serbest radikallerin nétralize
edilebilmesi igin tiyol gruplar1 herbisite baglanabilmektedir. Borisova ve ark. [157]
cesitli makrofitlerle yaptiklar1 bir aragtirmada, agir metal kaynakli olusan serbest
radikallerin, miktar1 artan T-SH igerigiyle etkisizlestirildigini belirtmislerdir. Olusan
bu tiyollerin biiylik ¢cogunlugunun membran biitlinliigiinliin korunabilmesi i¢in zar
proteinlerine baglandigini tespit etmislerdir.

Diisiik amonyak derisiminde PB-SH miktarinda artis tespit edilmistir. Bu
derisimdeki PB-SH miktarinin artisginda, kullanilan amonyaktaki azotun tiyol
sentezinde harcandigini ve bu tiyollerin protein yapili bilesiklere katilmis olmasi
nedeniyle gerceklesmis oldugunu sdyleyebiliriz. Ug farkli makrofit iizerinde
amonyumun etkileri incelenmis ve makrofitlerin azotu asimile ederek bunu aminoasit
sentezinde kullandigi belirtilmistir [158]. Fakat amonyak derisimlerinin artmasi
sonucu da toksik etkiyi azaltmak i¢cin amonyumdan serbest aminoasit sentezinin daha
fazla oldugunu belirtmislerdir. Dolayisiyla aminoasit sentezinin artmasiyla birlikte,
yapisinda aminoasit bulunduran tiyol miktarlarinin arttigit ve bunun da PB-SH
miktarlarint ~ artirdigt  sOylenebilir.  Arastirmamizda da yiikksek amonyak
derisimlerindeki PB-SH miktarinin diisiik amonyak derigimlerine gore artisinda,
yiiksek derisimlerin neden oldugu olumsuz etkinin azaltilmasina yonelik olarak

amonyaktaki azot kullaniminin artis1 etkili olmustur [158].

87



4. BULGULAR ve TARTISMA Baris TANRIVERDI

DHAR ve GPx arasinda goriilen pozitif korelasyon tiyol miktarinin artigini
etkilemis olabilir. GPx enzimi, toksikantlarin olusumunu uyardigi H,O;’yi, GSH’1
kullanarak suya indirgerken [49], DHAR ise GSH’1 kullanarak DHA’y1 AsA’ya
indirgemektedir [47]. Dolayisiyla bu enzimlerin aktivitesinin azalmasiyla GSH
kullanim1 azalmis ve miktar1 da bundan dolayr artmis olabilir. PB-SH miktarinin
artigi, C. contaria’nin toksikantlarin neden oldugu ROT’larla basa ¢ikabildigini
gostermektedir.

Diisiik amonyak derisimi ve herbisitin kombinasyonu olan grupta PB-SH
miktar1 kontrole gore artmis fakat birbirleriyle kiyaslandiginda énemli bir degisimin
olmadigr goriilmiistiir. Bu sonucun ortaya c¢ikmasinda, herbisit kaynakli olusan
serbest radikallerin yikici etkilerinden protein yapilarin korunabilmesi i¢in tiyollerin
proteine baglanmasi etkili olabilir. Fakat tribenuron metil ve yiiksek amonyak
derisiminin birlikte verildigi grupta PB-SH miktar1 kontrole gore degismemis ancak
bu derisimin tek basina verildigi gruba gore azalmistir. Yiikksek amonyak derisimiyle
birlikte herbisit C. contraria’yr olumsuz etkilemis, benzer sonuglar farkli bitkilerde
de goriilmiistiir [5]. Asir1 bakir derisiminin amonyak toksisitesini artirdigi, bunun da
bakirin amonyum alimini artirmasiyla gerceklestigi belirtilmistir [153].

Baz1 stres kosullart altinda tiyol sentezini saglayan enzim inhibisyonu da PB-
SH’1n azalmasinda etkili olabilir. Ornegin, tiyol yapisina katilan glutaminin sentezi,
glutamin sentaz enzimi katalizorligiinde gerceklesmektedir. Bu enzimin her iki
toksikantin kombinasyonuyla olusan ROT’larin ve herbisitin toksisitesi nedeniyle
aktivitesinin engellendigi rapor edilmistir [116]. Metolachlor herbisiti etkisindeki
Zea mays’da GSH seviyesinin azaldigi ve bu azalmada GSH sentezinin ilk
basamaginda yer alan y-glutamilsistein sentetaz enzim inhibisyonunun etkili oldugu
bildirilmistir [159].

Tiyobarbiturik Asit Reaktif Maddeleri, hiicre membranlarinin ROT’lar
tarafindan oksidasyona ugramasi sonucu olusan ve LPO’nun gostergesi olan dnemli
bir belirtegtir. TBARS diizeylerindeki artig, hiicre zarmin ROT’lar tarafindan
oksidasyona ugradiginin kanitidir. Artan TBARS diizeylerinin, daha sonradan
azalmas1 ise antioksidan molekiillerin hiicre membranin1 oksidatif hasardan

korumasiyla gerceklesmektedir. Bilindigi gibi toksikantlar bitkilerde ROT
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olusumunu uyarmaktadir. Olugan ROT’lar lipid peroksidasyonunu baslatarak, hiicre
zarinin iglevselligini ve biitlinliigiinii bozabilmekte, ayrica hiicresel islevlerde geri
donilisii olmayan hasarlara neden olabilmektedir. Lipit peroksidasyonunun bir
gostergesi olan TBARS miktarlar1 da bu mekanizmayla artmaktadir [154].

Calismamizda tribenuron metil grubunda kontrole gore TBARS diizeyinde
azalma tespit edilmistir. TBARS diizeyinin azalmasinda, etkisini arastirdigimiz APX
ve GST antioksidan enzimlerinin membran biitliinligii lizerindeki koruyucu
ozelliklerinin etkili oldugunu 6nermekteyiz. Nasturtium officinale bitkisi 0.01 mg/L
tribenuron metil derisimlerine maruz birakilmis ve herbisitin, MDA miktarin1 6nemli
bir sekilde etkilemedigi, derisimin artirilmasiyla birlikte de LPO’nun arttig1, bunun
sonucunda enzimatik antioksidan aktivitenin artmis olabilecegi ifade edilmistir [154].
TBARS ile APx ve GST arasindaki negatif korelasyon, LPO’nun bu enzimlerin
aktivitesinin etkinliginde azaldig1 seklindeki diislincemizi desteklemektedir. Zea
mays’da bakirin etkileri incelenmis, toksikant derisiminin artisiyla birlikte TBARS
diizeyinin arttigi ve biyomembranin korunmasi yoniinde enzimatik peroksidaz
aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir [84].

Diistik amonyak derisimindeki TBARS miktar1 da kontrole gore azalmistir.
Ayni derisim herbisitle birlikte uygulandiginda ise TBARS diizeyinin bu iki grup
arasinda artt1g1 belirlenmistir. Bir baska deyisle, antioksidan kapasite yeterli olmadigi
icin LPO’nun daha fazla oldugu ve TBARS diizeyinin de bundan dolay1 arttig
soylenebilir. Isoproturon herbisitinin M. spicatum’da antioksidan fenolik bilesenleri
giicli bir sekilde etkilemedigi, bu tiir antioksidanlarin yetersiz oldugu kosullarda da
farkli antioksidanlarin etkili olabilecegi ifade edilmistir [160]. 1.61 mg/L
NH3+0.81pg/L grubunda TBARS diizeyindeki azalma, 0.65 mg/L NH3+ 0.81pg/L
grubundaki azalmaya goére daha fazladir. Kullanilan yiiksek derisim amonyagin, C.
contraria’da ROT olusumunu uyardigini, makrofitin ROT’larin neden oldugu
oksidatif stresin etkilerini azaltabilmek i¢in enzimatik veya enzimatik olmayan yolla
antioksidan kapasitelerini arttirma yoluna gittigini diigiinmekteyiz. Aktivitesi artan
antioksidanlarin etkinliginde LPO Onlenebilmekte ve bu da TBARS diizeyinin
azalmasin1 saglayabilmektedir. Bu etki mekanizmasi, ¢alismamizda kullandigimiz

organizmanin APx ve GST gibi enzimatik antioksidan kapasitelerinin artisina bagl
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olarak, TBARS diizeyinin azalmasiyla tespit edilmistir. Myriophyllum
mattogrossense makrofiti NH4CI’nin yiiksek derisimlerine maruz birakilmig, artan
antioksidan enzimlerle serbest radikallerin detoksifiye edildigi, bunun sonucunda ise
LPO’nun dolayisiyla da TBARS igeriginin azaldig1 rapor edilmistir [145]. Lemna
minor ile yapilmis baska bir c¢alismada [148] da, bitki amonyumun farkli
derigimlerine 14 giin siire ile maruz birakilmig, amonyum etki siiresinin artigina bagli
olarak ilk glinlerde MDA diizeyinin arttig1 fakat daha sonraki giinlerde antioksidan
enzimlerin aktivitesi nedeniyle MDA igeriginin azaldigi belirtilmistir. Hydrilla
verticillata bitkisi, 12 saat-4 giin siire ile NH4CI’nin farkli derisimlerinin etkisinde
birakildiginda artan ROT miktarina ragmen MDA igeriginin kontrole kiyasla dnemli
oranda azaldigi ve bu azalmanin antioksidan enzimlerin aktivitesine bagli olarak
gergeklestigi bildirilmistir [135].

Calismamizda kullandigimiz toksikantlardan farkli olarak bir¢ok calismada
agir metallerin  de oksidatif stresi uyarabildigi belirtilmistir. ~ Spirogyra
pulchrifigurata, C. glomerata ve C.crispata flamentli alglerindeki MDA igeriginin,
sudaki agir metal artis1 nedeniyle arttig1 ifade edilmistir [161]. Calismamizin aksine
ortaya ¢ikan bu sonug, arastirmacilarin belirtmis oldugu gibi farkli cevresel
kosullarda stres faktorlerine verilen cevaplarin tiirden tiire degisiklik gosterebilecegi
seklinde agiklanmistir. Biitlin bu calismalardan elde edilen veriler 1518inda,
canlilardaki ozellikle makrofitlerdeki antioksidan kapasitenin artmasi sonucunda
TBARS miktarinin belirli oranda azaldigi, kullanilan toksikantin gesidi ve derisimine
bagli olarak ise TBARS diizeyinin arttigini sdyleyebiliriz.

Tribenuron metil grubunda protein miktar1 kontrole gore dnemli bir degisim
gostermemistir. Daha 6nce belirtildigi gibi herbisitler ROT olusumunu uyarmaktadir.
Olusan ROT’larin detoksifiye edilebilmesi i¢in de tiyol miktarlar1 artmaktadir. Tiyol
yapisinda aminoasitler bulundugu igin bu grupta protein miktarlarinda 6nemli bir
degisim olmadig1 sOylenebilir. Ayn1 zamanda maruz kalma siiresi ve kullanilan
derisim de bu sonucun ortaya ¢ikmasini etkilemis olabilir. Nasturtium officinale
bitkisi 0, 0.01, 0.05, 0.1 ve 0.5 mg/L tribenuron metile maruz brrakilmistir [154].
Derisim ve maruz kalma siliresinin artmasiyla birlikte protein miktar1 azalmistir.

Dolayisiyla protein igeriginde Onemli bir degisim olmamasinda, kullandigimiz
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derisim ve maruz kalma siiresinin etkili oldugunu soyleyebiliriz. Tribenuron metil
etkisindeki bugdayda gen ifadesinin degismedigi, ortaya ¢ikan bu sonucun, herbisitin
yart Omriiniin kisa olmasinin ve hizli bir sekilde detoksifiye edilmesinin etkili
olabilecegi bildirilmistir [162].

Farkli makrofitlerde azotun belli derisimlerinin toksik olmadigi tam tersine
protein sentezini uyardigi ifade edilmistir [147]. Protein igeriklerinin 0.65 mg/L
NH3+0.81 pg/L tribenuron metil ve 0.65 mg/L NHj; gruplarindaki artiginin,
antioksidan kapasitenin yeterli olmasindan dolay1 azotun kullanilabilirliginin arttigini
ve bu nedenle protein diizeylerinin yiikseldigini soyleyebiliriz. Lemna minor
bitkisinde diisiik NH4" derisimlerinde NH4 aliminin fazla oldugu, derisim artisinin
ise alim1 etkilemedigi, bu nedenle de yiliksek amonyak derisiminin protein icerigini
onemli bir sekilde degistirmedigi tespit edilmistir [148]. Yiiksek amonyak
derisimlerinde azotun alim miktarinin  azalmasinda  bitkinin, membran
polarizasyonunu diisiirmesi etkilidir [151]. Calismamizda, diisiikk derisimlerde protein
miktarinin artmasi, yiiksek derisimde ise kontrole gore farklihik olmamasi,
amonyumun alim miktartyla ilgili oldugu bu g¢alismalardaki sonuclarla da
desteklenmistir. Ayrica yiiksek derisimin herbisitle birlikte verildigi grupta da
kontrole gore onemli bir degisim tespit edilmemistir. Tribenuron metilin amonyak
toksisitesini artirmasi sonucu, protein sentezini saglayan enzimlerin inhibe olmasiyla,

protein diizeyi kontrole gére anlamli olmamustir [148,150].
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5. SONUC ve ONERILER

Diinya’da ve Tirkiye’de hizli ve kontrolsiiz niifus artisi, tarim {riinleri ve
cesitliliginin artirlmasmi zorunlu kilmistir. Ozellikle birim alanda en yiiksek {iriin
alma kaygisi (verim), dogal giibrelemenin yani sira asir1 inorganik gilibrelemeyi de
beraberinde getirmistir. Kullanilan bu giibreler, yagmurla birlikte sucul ekosistemlere
karistig1 gibi aym1 zamanda bu havza igerisindeki yabani otlarin gelisimine de katki
saglamaktadir. Bilindigi gibi istenmeyen bu tiirler, {irlin verimini oldukga
diisiirmektedir. Bu durumda yabani otlar1 yok etmek amaciyla herbisitler
kullanilmaya baglanmistir. Adiyaman’da yaptigimiz 6n calismalarda tribenuron
metilin yaygin bir sekilde kullanildigi tespit edilmistir. Hem herbisit hem de
amonyagin yagmur sulariyla sucul ekosistemlere karisip etkilesime girmeleri, bu
toksikantlarin sucul organizmalar tizerindeki toksik etkilerini artirmaktadir. Bu iki
toksikantin hedef organizmalar disinda hedef olmayan canlilar, 6zellikle de suyu
filtreleyerek temizleyen makrofitler i¢in ne derece etkili oldugunu tespit etmemiz
oldukca 6nemli olmugtur. Ayrica makrofitlerin sucul ekosistemlerin rehabilitasyonu
ve 1slah ¢aligsmalarinda olduk¢a 6nemli bir yer tuttugu, daha 6nceki ¢alismalarimizda
da gorilmistiir. Dolayisiyla sucul ekositemlerin devamliligi i¢in makrofitlerin
ortamda var olmasi suyun yenilenebilir olmasi agisindan 6nemli bir durum haline
gelmistir. Diinya {izerinde kullanilabilir su kaynaklarinin oldukg¢a sinirli olmast,
makrofitlerin 6nemini daha da artirmaktadir. Kullanilabilir bu su kaynaklari; evsel,
endiistriyel ve tarimsal alanlardan gelen ¢ok cesitli kirleticilere maruz kaldiginda,
dogal yollardan suyun rehabilitasyonu, énemli bir biyorestoratdr olan bu makrofitler
tarafindan gergeklestirilmektedir. Su bitkilerinin bu tarz kirleticileri filtreleme islemi,
onlarin diren¢ mekanizmalariyla ilgilidir. Bu dogal ariticilarin diren¢ mekanizmalari
ise, antioksidan savunma sistemleri gibi mekanizmalarinin etkinligi sonucu hayatta
kalmay1 bagarabilmeleri ile ilgilidir.

Makrofitlerin sucul ekosistemlerde varliklarini siirdiirebilmelerini miimkiin
hale getiren antioksidan kapasiteleri, enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla
diizenlenmektedir. Bu tiir antioksidan molekiillerin artmasi veya azalmasi, bitkilerin

kirleticilere maruz kaldiginin bir gostergesi olarak degerlendirilebilmektedir. Erken
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uyar1 parametresi olarak kullanilabilecek bu molekiillerin analizi sayesinde, gerekli
Onlemler alinabilmekte ve suyun geri doniisiim islemleri ¢ok ge¢ olmadan
saglanabilmektedir. Bu diisiinceden yola ¢ikarak, yukarida da belirttigimiz gibi daha
onceden yaptigimiz caligmalarda giiglii bir biyorestorator tiir oldugunu tespit
ettigimiz C. contraria makrofiti, calismamizda model organizma olarak
kullanilmistir.  Giiglii bir filtreleme 6zelligi olan bu su bitkisinin antioksidan
kapasitesinin, herbisit ve amonyak kaynakli kirleticilerin varliginda yeterli olup
olmadigin1 6l¢gmek, bundan sonra yapilacak olan suyun geri kazanilabilirligi ile ilgili
calismalarda, bu bitkinin 6nemini 6n plana ¢ikaracaktir.

Bitkilerde bulunan enzimatik antioksidanlar, hiicresel organellerde,
stoplazmada veya tilakoit membranlarda bulunabilmektedir. Bu antioksidanlar,
herbisit, agir metal, fungisit veya azot kaynakli ksenobiyotikler nedeniyle agiga ¢ikan
ROT’larin olumsuz etkilerine karsi koymaktadir. Elde ettigimiz sonuglara gore, C.
contraria’da APx ve GPx enzim aktiviteleri ile TBARS ve tiyol diizeyleri amonyak,
tribenuron metil herbisiti ve bunlarin karigimlar1 i¢in biyomarkir olarak
kullanilabilirler. Bu galisma, sucul ekosistemlerde var olan toksik maddelere karsi
makrofitlerde aktivitesi artan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin etki
mekanizmasini ve bunlarin birer biyomarkir olup olamayacagi konusunda yeni ve
onemli bilgiler sunmaktadir. Bu erken uyar1 parametreleri, bundan sonra yapilacak
ekolojik restorasyon yontemlerine iliskin fikirler sunacaktir. Ozellikle de yiiksek
amonyak miktarlarinin detoksifikasyonunda C. contraria’nin 6nemi ortaya
cikacaktir. Amonyagin hangi derisimlerinde makrofitin yasayabilecegi konusunda
daha kapsamli arastirmalarin yapilmasi, bu makrofitin restorasyon calismalarinda
kullanilabilirligi konusunda da bilim diinyasina 6nemli katkilar saglayacaktir. Chara
contraria’nin  restorasyon ¢alismalarinda kullanilabilmesi  igin, makrofitin
yasayabilecegi amonyak derisimlerinin tespitinden sonra, atik sularin 6n aritimdan
gecirilmesi ve amonyak igeriklerinin makrofitin yasayabilecegi seviyelere
indirgenmesi gerekmektedir. Ayrica galismamiz, tarimsal alanlarda kullanilan farkli
herbisitlerin etki mekanizmalarinin tespit edilmesi konusunda yapilacak arastirmalara

da 6nemli veri parametreleri saglayacaktir.
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Sonug olarak bu caligma, herbisitlerin ve amonyagin, hedef olmayan ama
sistemde ve aritimda Onemli bir yere sahip olan su bitkileri ve bu habitatlarda
yasayan diger organizmalar iizerindeki etkilerinin ne derece oldugunu tespit
edebilmek i¢in yararli olabilecektir. Elde edilen veriler, rehabilite ¢alismalarinda,
amonyak derisimlerinin Sistemdeki diizeylerinin belirlenmesine 6nemli katkilar
saglayacaktir. Cilinkii amonyak derisimlerinin olmasi gerekenden fazla miktarda
bulunmasi, sudaki alg sayilarinin asir1 sekilde ¢ogalmasina (6trifikasyon) neden
olmaktadir. Bu durum sucul sistemlerin bulanik hale gelmesine ve bunun neticesinde
de 151k gegirgenliginin azalmasmma zemin hazirlayacaktir. Isik gegirgenliginin
azalmasi da sistemde Oonemli derecede anoksik kosullarin ortaya ¢ikmasina neden
olacaktir. Sistemdeki zincirin bozulmasi bu havzalarda yasayan biitiin organizmalari
etkileyecektir. Bu nedenle sucul habitatlardaki amonyak derisimlerinin optimum
degerde tutulmasi son derece 6nemlidir.

Suyun antropojenik ve dogal kirlilik kaynaklari tarafindan ne sekilde
kirlendigi bilincine varmamiz, bu konuda alacagimiz 6nlemler konusunda bizlere yol
gosterecektir. Sahip olacagimiz bu kiiltiir, Diinya’mizin ilk olusundan atalarimiza,
atalarimizdan bizlere ve bizlerden gelecek nesillere birakilacak olan bu essiz mirasi

korumamizi saglayacaktir.

94



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

KAYNAKLAR

A. Azizullah, M. Jamil, P. Richter ve D.-P. Hider, “Fast bioassessment of
wastewater and surface water quality using freshwater flagellate Euglena
gracilis—a case study from Pakistan”, Journal Applied Phycology, vol. 26,
no. 1, pp. 421-431, 2014.

D. Majumdar ve N Gupta, “Nitrate pollution of groundwater and associated
human health disorders”, Indian Journal of Environmental Health, vol.42,
no.1, pp.28-39, 2000

G. D. Agrawal, “Diffuse agricultural water pollution in India”, Water Science
and Technology, vol. 39, no. 3, pp. 33-47, 1999.

B. Tanriverdi, M. F. Gikli, D. Koc ve E. R. Sivaci, “Evulation effects of
Cryptocoryne walkerii (Schott) as a biorestorer on elimination of turbidity”,
Journal of Environmental Protection and Ecology, vol. 17, no. 1, pp. 191-
198, 2016.

D. S. Kim, E. J. P. Marshall, J. C. Caseley ve P. Brain, “Modelling
interactions between herbicide and nitrogen fertiliser in terms of weed
response”, Weed Research, vol. 46, no. 6, pp. 480-491, 2006.

S. Graham ve C. Parkinson, “The water cycle”, NASA Earth Observatory,
2010.

D. Dudgeon vd., “Freshwater biodiversity: importance, threats, status and
conservation challenges”, Biological Reviews, vol. 81, no. 02, pp. 163-182,
2006.

P. K. Goel, Water Pollution: Causes, Effects and Control. New Age
International, 2006.

A. Agrawal, R. S. Pandey ve B. Sharma, “Water Pollution with Special
Reference to Pesticide Contamination in India”, Journal of Water Resource
and Protection, vol. 02, no. 05, pp. 432-448, 2010.

S.A. Khan, M. Suleman ve M Asad, “Assessment of Pollution Load in
Marble Waste Water in Khairabad, District Nowshera, Khyber Pukhtunkhwa,

95



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

Pakistan” International Journal of Economic and Environmental Geology,
vol. 8, no. 2, pp. 35-39, 2017.

K. P. Singh, A. Malik ve S. Sinha, “Water quality assessment and
apportionment of pollution sources of Gomti River (India) using multivariate
statistical techniques—a case study”, Analytica Chimica Acta, vol. 538, no. 1,
pp. 355-374, 2005.

M. Peters, Q. Guo, H. Strauss, R. Wei, S. Li ve F. Yue, “Contamination
patterns in river water from rural Beijing: A hydrochemical and multiple
stable isotope study”, Science of The Total Environment, vol. 654, pp. 226-
236, 2019.

J. D. Allan, “Landscapes and Riverscapes: The Influence of Land Use on
Stream Ecosystems”, Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics,
vol. 35, no. 1, pp. 257-284, 2004.

J. A. Bethke ve R. A. Cloyd, “Pesticide use in ornamental production: what
are the benefits?”, Pest Management Science, vol. 65, no. 4, pp. 345-350,
2009.

A. Srivastava, N. K. Jangid, M. Srivastava ve V. Rawat, “Pesticides as Water
Pollutants”, Environment & Agriculture Book Chapter I, 1GI Global. no.436,
pp. 1-19, 2019.

A. C. Alexander, A. T. Luis, J. M. Culp, D. J. Baird ve A. J. Cessna, “Can
nutrients mask community responses to insecticide mixtures?”,
Ecotoxicology, vol. 22, no. 7, pp. 1085-1100, 2013.

K. E. Murray, S. M. Thomas ve A. A. Bodour, “Prioritizing research for trace
pollutants and emerging contaminants in the freshwater environment”,
Environmental Pollution, vol. 158, no. 12, pp. 3462-3471, 2010.

N. Li, P. F. Du, X. C. Huang ve Z. P. Shu, “Access the Change of Water
Quality in the Sponge City of LCTIP”, IOP Conference Series: Earth and
Environmental Science, vol. 291, pp. 1-6, 2019.

T. X. Nguyen vd., “The interactive effect of the season and estuary position

on the concentration of persistent organic pollutants in water and sediment

96



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

from the Cua Dai estuary in Vietnam”, Environmental Science And Pollution
Research vol. 26, no. 11, pp. 10756-10766, 2019.

L. Soriano ve J. Rubi6, “Impacts of Combined Sewer Overflows on surface
water bodies. The case study of the Ebro River in Zaragoza city”, Journal of
Cleaner Production, vol. 226, pp. 1-5, 2019.

J. A. Camargo ve A. Alonso, “Ecological and toxicological effects of
inorganic nitrogen pollution in aquatic ecosystems: A global assessment”,
Environment International, vol. 32, no. 6, pp. 831-849, 2006.

P. Poole, V. Ramachandran ve J. Terpolilli, “Rhizobia: from saprophytes to
endosymbionts”, Nature Reviews Microbiology, vol. 16, no. 5, pp. 291-303,
2018.

R. C. Aller ve J. K. Cochran, “The Critical Role of Bioturbation for Particle
Dynamics, Priming Potential, and Organic C Remineralization in Marine
Sediments: Local and Basin Scales”, Frontiers in Earth Science., vol. 7, no.
157, pp. 1-14, 2019.

V. H. Smith, “Eutrophication of freshwater and coastal marine ecosystems a
global problem”, Environmental Science and Pollution Research, vol. 10, no.
2, pp. 126-139, 2003.

A. Sivaci, E. R. Sivaci ve M. Sokmen, “Changes in antioxidant activity, total
phenolic and abscisic acid constituents in the aquatic plants Myriophyllum
spicatum L. and Myriophyllum triphyllum Orchard exposed to cadmium”,
Ecotoxicology, vol. 16, no. 5, pp. 423-428, 2007.

J. Grochowska, R. Augustyniak, M. Lopata, K. Parszuto, R. Tandyrak ve A.
Plachta, “From Saprotrophic to Clear Water Status: the Restoration Path of a
Degraded Urban Lake”, Water, Air, and Soil Pollution, vol. 230, no. 4, pp. 1-
14, 2019.

R. E. Namara, M. A. Hanjra, G. E. Castillo, H. M. Ravnborg, L. Smith ve B.
Van Koppen, “Agricultural water management and poverty linkages”,
Agricultural Water Management, vol. 97, no. 4, pp. 520-527, 2010.

H. El-Ramady vd., “Plant Nano-nutrition: Perspectives and Challenges”,

Nanotechnology, Food Security and Water Treatment, 2018, pp. 129-161.

97



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

R. van der Oost, J. Beyer ve N. P. E. Vermeulen, “Fish bioaccumulation and
biomarkers in environmental risk assessment: a review”, Environmental
Toxicology and Pharmacology, vol. 13, no. 2, pp. 57-149, 2003.

S. Polati, M. Bottaro, P. Frascarolo, F. Gosetti, V. Gianotti ve M. C. Gennaro,
“HPLC-UV and HPLC-MSn multiresidue determination of amidosulfuron,
azimsulfuron, nicosulfuron, rimsulfuron, thifensulfuron methyl, tribenuron
methyl and azoxystrobin in surface waters”, Analytica Chimica Acta, vol.
579, no. 2, pp. 146-151, 2006.

C. Yu, S. Hu, P. He, G. Sun, C. Zhang ve Y. Yu, “Inducing male sterility in
Brassica napus L. by a sulphonylurea herbicide, tribenuron-methyl”, Plant
Breeding, vol. 125, no. 1, pp. 61-64, 2006.

S. Jocic, G. Malidza, S. Cvejic, N. Hladni, V. Miklic ve D. Skoric,
“Development of sunflower hybrids tolerant to tribenuron methyl”, Genetika,
vol. 43, no. 1, pp. 175-182, 2011.

K. R ve D. K, “The role of the growth stage of weeds in their response to
reduced herbicide doses”, Acta Agrobotanica, vol. 64, no. 4, pp. 259-266,
2011.

J. L. Bernal, J. J. Jime ve J. Atienza, “ Determination of chlorsulfuron and
tribenuron-methyl residues in agricultural soils. ”, Journal of
Chromatography A, vol.778, no.(1-2), pp. 119-125, 1997.

A. K. Bhattacherjee ve P. Dureja, “Light-induced transformations of
tribenuron-methyl in aqueous solution”, Pesticide Science, vol. 55, no. 2, pp.
183-188, 1999.

M. Bottaro vd., “Hydrolytic and photoinduced degradation of tribenuron
methyl studied by HPLC-DAD-MS/MS”, American Society For Mass
Spectrometry, vol. 19, no. 8, pp. 1221-1229, 2008.

P. Ahmad, C. A. Jaleel, M. M. Azooz ve G. Nabi, “Generation of ROS and
Non-Enzymatic Antioxidants During Abiotic Stress in Plants”, Botany
Research International., vol. 2, no. 1, pp. 11-20, 2009.

98



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

S. S. Gill ve N. Tuteja, “Reactive oxygen species and antioxidant machinery
in abiotic stress tolerance in crop plants”, Plant Physiology and Biochemistry,
vol. 48, no. 12, pp. 909-930, 2010.

A. Sivaci, E. Elmas, F. Giimiis ve E. R. Sivaci, “Removal of Cadmium by
Myriophyllum heterophyllum Michx. and Potamogeton crispus L. and Its
Effect on Pigments and Total Phenolic Compounds”, Archives of
Environmental Contamination and Toxicology, vol. 54, no. 4, pp. 612-618,
2008.

J. G. Scandalios, “Oxidative stress: molecular perception and transduction of
signals triggering antioxidant gene defenses”, Brazilian Journal of Medical
and Biological Research, vol. 38, no. 7, pp. 995-1014, 2005.

K. Asada, “Ascorbate peroxidase — a hydrogen peroxide-scavenging enzyme
in plants”, Physiologia Plantarum, vol. 85, no. 2, pp. 235-241, 1992.

S. Davletova vd., “Cytosolic ascorbate peroxidase 1 1s a central component of
the reactive oxygen gene network of Arabidopsis”, Plant Cell, vol. 17, no. 1,
pp. 268-281, 2005.

S. Singh, S. Mishra, R. Kumari ve S. Agrawal, “Response of ultraviolet-B
and nickel on pigments, metabolites and antioxidants of Pisum sativum L”,
Journal of Environmental Biology / Academy of Environmental Biology,
India, vol. 30, pp. 677-684, 20009.

S. Shigeoka vd., “Regulation and function of ascorbate peroxidase
isoenzymes”, Journal of Experimental Botany, vol. 53, no. 372, pp. 1305-
1319, 2002.

J. Durner ve D. F. Klessig, “Inhibition of ascorbate peroxidase by salicylic
acid and 2,6-dichloroisonicotinic acid, two inducers of plant defense
responses”, Proceedings of the National Academy of Sciences vol. 92, no. 24,
pp. 11312-11316, 1995.

D. Clark, J. Durner, D. A. Navarre ve D. F. Klessig, “Nitric oxide mnhibition
of tobacco catalase and ascorbate peroxidase”, Molecular Plant-Microbe
Interactions, vol. 13, no. 12, pp. 1380-1384, 2000.

99



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

M. Hasanuzzaman vd., “Regulation of ascorbate-glutathione pathway in
mitigating oxidative damage in plants under abiotic stress”, Antioxidants, vol.
8, no. 9, no. 384, pp. 1-50, 2019.

B. Krishna Das vd., “Non-native ligands define the active site of Pennisetum
glaucum (L.) R. Br dehydroascorbate reductase”, Biochemical and
Biophysical Research Communications, vol. 473, no. 4, pp. 1152-1157, 2016.
K. Apel ve H. Hirt, “Reactive Oxygen Species: Metabolism, oxidative stress,
and signal transduction”, Annual Review of Plant Biology., vol. 55, no. 1, pp.
373-399, 2004.

M. A. Akbudak, E. Filiz, R. Vatansever ve K. Kontbay, “Genome-wide
identification and expression profiling of ascorbate peroxidase (APx) and
glutathione peroxidase (GPx) genes under drought stress in Sorghum
(Sorghum bicolor L.)”, Journal of Plant Growth Regulation, vol. 37, no. 3,
pp. 925-936, 2018.

S. Goswami ve S. Das, “Eichhornia crassipes mediated copper
phytoremediation and its success using catfish bioassay”, Chemosphere, vol.
210, pp. 440-448, 2018.

I. I. Ozyigit vd., “Identification and comparative analysis of H,O,-scavenging
enzymes (Ascorbate Peroxidase and Glutathione Peroxidase) in Selected
plants employing bioinformatics approaches”, Frontiers in Plant Science, vol.
7, no. 301, pp. 1-23, 2016.

A. Chafik, A. Essamadi, S. Y. Celik, K. Solak ve A. Mavi, “Characterization
of an interesting selenium-dependent glutathione peroxidase (Se-GPx)
protecting cells against environmental stress: The Camelus dromedarius
erythrocytes Se-GPx”, Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, vol. 18,
pp. 1-9, 2019.

H. Luo, Q. Wang, Z. He, Y. Wu, A. Long ve Y. Yang, “Protection of dietary
selenium-enriched seaweed Gracilaria lemaneiformis against cadmium
toxicity to abalone Haliotis discus hannai”, Ecotoxicology and Environmental
Safety, vol. 171, pp. 398-405, 20109.

100



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

M. V. Monferran, J. A. Sanchez Agudo, M. L. Pignata ve D. A. Wunderlin,
“Copper-induced response of physiological parameters and antioxidant
enzymes in the aquatic macrophyte Potamogeton pusillus”, Environmental
Pollution, vol. 157, no. 8-9, pp. 2570-2576, 2009.

N. Garg ve G. Manchanda, “ROS generation in plants: Boon or bane?”, Plant
Biosystems - An International Journal Dealing with all Aspects of Plant
Biology, vol. 143, no. 1, pp. 81-96, 20009.

R. K. Upadhyay ve S. K. Panda, “Salt tolerance of two aquatic macrophytes,
Pistia stratiotes and Salvinia molesta”, Biologia Plantarum, vol. 49, no. 1,
pp. 157-159, 2005.

A. A. Ghafarizadeh, G. Vaezi, M. A. Shariatzadeh ve A. A. Malekirad,
“Effect of in vitro selenium supplementation on sperm quality in
asthenoteratozoospermic men”, Andrologia, vol. 50, no. 2, pp. 1-7, 2018.

Y. Eshdat, D. Holland, Z. Faltin ve G. Ben- Hayyim, “Plant glutathione
peroxidases”, Physiologia Plantarum, vol. 100, no. 2, pp. 234-240, 1997.

Y. Gueta-Dahan, Z. Yaniv, B. A. Zilinskas ve G. Ben-Hayyim, “Salt and
oxidative stress: similar and specific responses and their relation to salt
tolerance in Citrus”, Planta, vol. 203, no. 4, pp. 460-469, 1997.

H. Willekens vd., “Catalase is a sink for H,O, and is indispensable for stress
defence in C3 plants”, The EMBO Journal, vol. 16, no. 16, pp. 4806-4816,
1997.

V. P. Roxas, R. K. Smith, E. R. Allen ve R. D. Allen, “Overexpression of
glutathione S-transferase/glutathioneperoxidase enhances the growth of
transgenic tobacco seedlings during stress”, Nature Biotechnology, vol. 15,
no. 10, pp. 988-991, 1997.

“J. Nimptsch ve S. Pflugmacher, “Substrate specificities of cytosolic
glutathione-S transferases in five different species of the aquatic macrophyte
Myriophyllum™, Journal of Applied Botany and Food Quality, vol. 79, no. 2,
pp. 94-99, 2005

D. P. Dixon, A. Lapthorn ve R. Edwards, “Plant glutathione transferases”,

Genome Biology, vol. 3, no. 3, pp. 1-9, 2002.

101



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

R. Edwards, D. P. Dixon ve V. Walbot, “Plant glutathione S-transferases:
enzymes with multiple functions in sickness and in health”, Trends in Plant
Science, vol. 5, no. 5, pp. 193-198, 2000.

C. Frova, “The plant glutathione transferase gene family: genomic structure,
functions, expression and evolution”, Physiologia Plantarum, vol. 119, no. 4,
pp. 469-479, 2003.

J. Rossjohn vd., “A mixed disulfide bond in bacterial glutathione transferase:
functional and evolutionary implications”, Structure, vol. 6, no. 6, pp. 721-
734, 1998.

K. Schweikert ve D. J. Burritt, “The organophosphate insecticide Coumaphos
induces oxidative stress and increases antioxidant and detoxification defences
in the green macroalgae Ulva pertusa”, Aquatic Toxicology, vol. 122-123, pp.
86-92, 2012.

S. V. Ivanov ve P. I. Kerchev, “Separation and quantification of the cellular
thiol pool of pea plants treated with heat, salt and atrazine”, Phytochemical
Analysis, vol. 18, no. 4, pp. 283-290, 2007.

P. Faure ve J.-L. Lafond, “Measurement of plasma sulfhydryl and carbonyl
groups as a possible indicator of protein oxidation”, Analysis of Free Radicals
in Biological Systems, pp. 237-248, 1995.

N. Haugaard, “Reflections on the role of the thiol group in biology”, Annals
of the New York Academy of Sciences, vol. 899, no. 1, pp. 148-158, 2000.

L. Zagorchev, C. Seal, I. Kranner ve M. Odjakova, “A central role for thiols
in plant tolerance to abiotic stress”, International Journal of Molecular
Sciences, vol. 14, no. 4, pp. 7405-7432, 2013.

T. Leustek ve K. Saito, “Sulfate transport and assimilation in plants”, Plant
Physiology, vol. 120, no. 3, pp. 637-644, 1999.

C. Vieira Dos Santos, S. Cuiné, N. Rouhier ve P. Rey, “The Arabidopsis
plastidic methionine sulfoxide reductase B proteins. sequence and activity
characteristics, comparison of the expression with plastidic methionine
sulfoxide reductase A, and induction by photooxidative stress”, Plant

Physiology, vol. 138, no. 2, pp. 909-922, 2005.

102



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

R. Alcazar vd., “Polyamines: molecules with regulatory functions in plant
abiotic stress tolerance”, Planta, vol. 231, no. 6, pp. 1237-1249, 2010.

D. Wesenberg, G.-J. Krauss ve D. Schaumléffel, “Metallo-thiolomics:
Investigation of thiol peptide regulated metal homeostasis in plants and fungi
by liquid chromatography-mass spectrometry”, International Journal of Mass
Spectrometry, vol. 307, no. 1-3, pp. 46-54, 2011.

M. E. V. Schmoger, M. Oven ve E. Grill, “Detoxification of arsenic by
phytochelatins in plants”, Plant Physiology, vol. 122, no. 3, pp. 793-802,
2000.

M. Qian, X. Li ve Z. Shen, “Adaptive copper tolerance in Elsholtzia
haichowensis mvolves production of cu-induced thiol peptides”, Plant
Growth Regulation, vol. 47, no. 1, pp. 65-73, 2005.

A. J. Meyer ve M. D. Fricker, “Control of demand-driven biosynthesis of
glutathione in green Arabidopsis suspension culture cells”, Plant Physiology,
vol. 130, no. 4, pp. 1927-1937, 2002.

M. A. lannelli, F. Pietrini, L. Fiore, L. Petrilli, ve A. Massacci, “Antioxidant
response to cadmium in Phragmites australis plants”, Plant Physiology and
Biochemistry, vol. 40, no. 11, pp. 977-982, 2002.

Y. Meyer, C. Belin, V. Delorme-Hinoux, J.-P. Reichheld ve C. Riondet,
“Thioredoxin and glutaredoxin systems in plants: Molecular mechanisms,
crosstalks, and functional significance”, Antioxidants & Redox Signaling, vol.
17, no. 8, pp. 1124-1160, 2012.

E. Yeung, J. Bailey-Serres ve R. Sasidharan, “After The Deluge: Plant revival
post-flooding™, Trends in Plant Science, vol. 24, no. 5, pp. 443-454, 2019.

J. M. Gutteridge, “Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers of tissue
damage”, Clinical Chemustry,, vol. 41, no. 12, pp. 1819-1828, 1995.

J. J. Liu, Z. Wei ve J. H. Li, “Effects of copper on leaf membrane structure
and root activity of maize seedling”, Botanical Studies, vol. 55, no. 1, pp. 1-6,
2014,

103



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

F. V. A. Guimardes vd., “Calcium can moderate changes on membrane
structure and lipid composition in cowpea plants under salt stress”, Plant
Growth Regulation, vol. 65, no. 1, pp. 55-63, 2011.

F. Yurekli ve Z. B. Porgali, “The effects of excessive exposure to copper in
bean plants”, Acta Biologica Cracoviensia Series Botanica, vol. 48, no. 2, pp.
7-13, 2006.

J. de D. Alché, “A concise appraisal of lipid oxidation and lipoxidation in
higher plants”, Redox Biology, vol. 23, pp. 1-11, 2019.

A. W. Girotti, “Lipid hydroperoxide generation, turnover, and effector action
in biological systems”, Journal of Lipid Research, vol. 39, no. 8, pp. 1529-
1542, 1998.

A. Catala, “An overview of lipid peroxidation with emphasis in outer
segments of photoreceptors and the chemiluminescence assay”, The
International Journal of Biochemistry & Cell Biology, vol. 38, no. 9, pp.
1482-1495, 2006.

O. Ozcan, H. Erdal, G. Cakirca ve Z. Yonden, “Oxidative stress and its
impacts on intracellular lipids, proteins and DNA”, Journal of Clinical and
Experimental Investigations, vol. 6, no. 3, pp. 331-336, 2015.

R. M. McCourt, K. G. Karol, M. Guerlesquin ve M. Feist, “Phylogeny of
extant genera in the family Characeae (Charales, Charophyceae) based on
rbcL, sequences and morphology”, American Journal of Botany, vol. 83, no.
1, pp. 125-131, 1996.

M. Pelechaty, A. Pukacz, K. Apolinarska, A. Petechata ve M. Siepak, “The
significance of Chara vegetation in the precipitation of lacustrine calcium
carbonate”, Sedimentology, vol. 60, no. 4, pp. 1017-1035, 2013.

S. C. Schneider, D. E. Pichler, T. Andersen ve A. Melzer, “Light acclimation
in submerged macrophytes: The roles of plant elongation, pigmentation and
branch orientation differ among Chara species”, Aquatic Botany, vol. 120,
pp. 121-128, 2015.

104



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

L. Caisova ve M. Gabka, “Charophytes (Characeae, Charophyta) in the Czech
Republic: taxonomy, autecology and distribution.”, Fottea, vol. 9, no. 1, pp.
1-43, 2009.

M. T. Casanova, “Oospore variation in three species of Chara (Charales,
Chlorophyta)”, Phycologia, vol. 36, no. 4, pp. 274-280, 1997.

G. Mulderij, E. Van Donk ve J. G. M. Roelofs, “Differential sensitivity of
green algae to allelopathic substances from Chara”, Hydrobiologia, vol. 491,
no. 1, pp. 261-271, 2003.

A. Celekli ve F. Geyik, “Artificial neural networks (ANN) approach for
modeling of removal of Lanaset Red G on Chara contraria”, Bioresource
Technology, vol. 102, no. 10, pp. 5634-5638, 2011.

N. J. Diba, S. Naz ve S. Md. G. Gousul Azam, “Chara contraria Braun ex
Kiitz. (Characeae): A new record for Bangladesh”, Algological Studies, vol.
141, pp. 3-9, 2013.

“Chara contraria A.Braun ex Kiitzing : Algaebase”.
https://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=27150&sk=0&fr
om=results [Erisim Mar. 03, 2020].

A. Celekli, B. Tanriverdi ve H. Bozkurt, “Predictive modeling of removal of
Lanaset Red G on Chara contraria; kinetic, equilibrium, and thermodynamic
studies”, Chemical Engineering Journal, vol. 169, no. 1-3, pp. 166-172, 2011.
L. Geoffroy, H. Teisseire, M. Couderchet ve G. Vernet, “Effect of
oxyfluorfen and diuron alone and in mixture on antioxidative enzymes of
Scenedesmus obliquus”, Pesticide Biochemistry and Physiology, vol. 72, no.
3, pp. 178-185, 2002.

A. Coors, J. Kuckelkorn, M. Hammers-Wirtz ve T. Strauss, “Application of
in-situ  bioassays with macrophytes in aquatic mesocosm studies”,
Ecotoxicology, vol. 15, no. 7, pp. 583-591, 2006.

L. Geoffroy, C. Frankart ve P. Eullaffroy, “Comparison of different
physiological parameter responses in Lemna minor and Scenedesmus
obliquus exposed to herbicide flumioxazin”, Environmental Pollution, vol.
131, no. 2, pp. 233-241, 2004.

105



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

D. S. Garanzini ve M. L. Menone, “Azoxystrobin causes oxidative stress and
DNA damage in the aquatic macrophyte Myriophyllum quitense”, Bulletin of
Environmental Contamination and Toxicology, vol. 94, no. 2, pp. 146-151,
2015.

S. L. Rezende-Silva vd., “Pouteria torta is a remarkable native plant for
biomonitoring the glyphosate effects on Cerrado vegetation”, Ecological
Indicators, vol. 102, pp. 497-506, 2019.

N. Liu vd., “Separate and combined effects of glyphosate and copper on
growth and antioxidative enzymes in Salvinia natans (L.) All”, Science of The
Total Environment, vol. 655, pp. 1448-1456, 2019.

A. Sood, S. Pabbi ve P. L. Uniyal, “Effects of paraquat on lipid peroxidation
and antioxidant enzymes in aquatic fern Azolla microphylla”, Russian
Journal of Plant Physiology, vol. 58, no. 4, pp. 667-673, 2011.

K. Mitsou, A. Koulianou, D. Lambropoulou, P. Pappas, T. Albanis ve M.
Lekka, “Growth rate effects, responses of antioxidant enzymes and metabolic
fate of the herbicide Propanil in the aquatic plant Lemna minor”,
Chemosphere, vol. 62, no. 2, pp. 275-284, 2006.

P. C. Wilson ve R. Koch, “Influence of exposure concentration and duration
on effects and recovery of Lemna minor exposed to the herbicide
norflurazon”, Archives of Environmental Contamination and Toxicology, vol.
64, no. 2, pp. 228-234, 2013.

R. L. Dalton, C. Nussbaumer, F. R. Pick, ve C. Boutin, “Comparing the
sensitivity of geographically distinct Lemna minor populations to atrazine”,
Ecotoxicology, vol. 22, no. 4, pp. 718-730, 2013.

D. S. Garanzini, S. Medici, L. D. Moreyra ve M. L. Menone, “Acute exposure
to a commercial formulation of Azoxystrobin alters antioxidant enzymes and
elicit damage in the aquatic macrophyte Myriophyllum quitense”, Physiology
and Molecular Biology of Plants, vol. 25, no. 1, pp. 135-143, 2019.

J. J. Cunningham, W. M. Kemp, M. R. Lewis ve J. C. Stevenson, “Temporal

responses of the macrophyte,Potamogeton perfoliatus L., and its associated

106



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

autotrophic community to atrazine exposure in estuarine microcosms”,
Estuaries, vol. 7, no. 4, pp. 519-530, 1984.

C. Wang, S. H. Zhang, W. Li, P. Fang Wang ve L. Li, “Nitric oxide
supplementation alleviates ammonium toxicity in the submerged macrophyte
Hydrilla verticillata (L.f.) Royle”, Ecotoxicology and Environmental Safety,
vol. 74, no. 1, pp. 67-73, 2011.

J. R. Caicedo, N. P. van der Steen, O. Arce ve H. J. Gijzen, “Effect of total
ammonia nitrogen concentration and pH on growth rates of duckweed
(Spirodela polyrrhiza)”, Water Research, vol. 34, no. 15, pp. 3829-3835,
2000.

H. M. Vines ve R. T. Wedding, “Some effects of ammonia on plant
metabolism and a possible mechanism for ammonia toxicity 1234”, Plant
Physiology, vol. 35, no. 6, pp. 820-825, 1960.

P. Zhao, Y. Wang, Z. Lin, J. Zhou, H. Chai, Q. He, Y. Li ve J. Wang, “The
alleviative effect of exogenous phytohormones on the growth, physiology and
gene expression of Tetraselmis cordiformis under high ammonia-nitrogen
stress”, Bioresource Technology, vol. 282, pp. 339-347, 2019.

K. Zhuang, D. Shi, Z. Hu, F. Xu, Y. Chen ve Z. Shen, “Subcellular
accumulation and source of O,— and H,O, in submerged plant Hydrilla
verticillata (L.f.) Royle under NH,"-N stress condition”, Aquatic Toxicology,
vol. 207, pp. 1-12, 2019.

T. Cao, L. Ni, P. Xie, J. Xu ve M. Zhang, “Effects of moderate ammonium
enrichment on three submersed macrophytes under contrasting light
availability: Effects of ammonium on macrophytes”, Freshwater Biology, vol.
56, no. 8, pp. 1620-1629, 2011.

L. Bertrand, M. V. Monferran, M. E. Valdés ve M. V. Amé, “Usefulness of a
freshwater macrophyte (Potamogeton pusillus) for an environmental risk
assessment in a multi-source contaminated basin.”, Chemosphere, vol. 222,
pp. 1003-1016, 2019.

C. Li, M. Wang, X. Luo, L. Liang, X. Han ve X. Lin, “Accumulation and

effects of uranium on aquatic macrophyte Nymphaea tetragona Georgi:

107



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

Potential application to phytoremediation and environmental monitoring”,
Journal of Environmental Radioactivity, vol. 198, pp. 43-49, 20109.

B. Zhang, X. Li, D. Chen ve J. Wang, “Effects of 1-octyl-3-
methylimidazolium bromide on the antioxidant system of Lemna minor”,
Protoplasma, vol. 250, no. 1, pp. 103-110, 2013.

S. Sinha, R. Saxena ve S. Singh, “Chromium induced lipid peroxidation in the
plants of Pistia stratiotes L.: role of antioxidants and antioxidant enzymes”,
Chemosphere, vol. 58, no. 5, pp. 595-604, 2005.

M. L. Menone ve S. Pflugmacher, “Effects of 3-chlorobiphenyl on
photosynthetic oxygen production, glutathione content and detoxication
enzymes in the aquatic macrophyte Ceratophyllum demersum”,
Chemosphere, vol. 60, no. 1, pp. 79-84, 2005.

“Media Recipes and Preparation”.
http://www.marine.csiro.au/microalgae/methods/Media%20CMARC%20reci

pes.htm#MBL. [Erigim: 04-Mar-2020].

R. V. Thurston, Aqueous Ammonia Equilibrium: Tabulation of Percent Un-
ionized Ammonia. Environmental Research Laboratory-Duluth, Office of
Research and Development, U.S. Environmental Protection Agency, 1979.

Y. Nakano ve K. Asada, “Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbate-
specific peroxidase in spinach chloroplasts”, Plant and Cell Physiology, vol.
22, no. 5, pp. 867-880, 1981.

M. C. D. Tullio, L. D. Gara, C. Paciolla ve O. Arrigoni, “Dehydroascorbate-
reducing proteins in maize are induced by the ascorbate biosynthesis inhibitor
lycorine”, Plant Physiology and Biochemistry, vol. 6, no. 36, pp. 433-440,
1998.

N. Nagalakshmi ve M. N. V. Prasad, “Responses of glutathione cycle
enzymes and glutathione metabolism to copper stress in Scenedesmus
bijugatus”, Plant Science, vol. 160, no. 2, pp. 291-299, 2001.

W. H. Habig, M. J. Pabst ve W. B. Jakoby, “Glutathione S-Transferases the
first enzymatic step i mercapturic acid formation”, The Journal of Biological
Chenustry, vol. 249, no. 22, pp. 7130-7139, 1974.

108



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

J. Sedlak ve R. H. Lindsay, “Estimation of total, protein-bound, and
nonprotein sulfhydryl groups in tissue with Ellman’s reagent”, Analytical
Biochemistry, vol. 25, pp. 192-205, 1968.

S. K. Jain, “Evidence for membrane lipid peroxidation during the in vivo
aging of human erythrocytes”, Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Biomembranes, vol. 937, pp. 205-210, 1988.

T. Q. Do, J. R. Schultz ve C. F. Clarke, “Enhanced sensitivity of ubiquinone-
deficient mutants of Saccharomyces cerevisiae to products of autoxidized
polyunsaturated fatty acids”, Proceedings of the National Academy of
Sciences, vol. 93, no. 15, pp. 7534-7539, 1996.

E. F. Hatree, “Determination of protein : a modification of the Lowry method
that gives a linear photometric response”, Analytical Biochemistry., vol. 48,
pp. 422-427, 1972.

B. Ingemarsson, P. Oscarson, M. af Ugglas ve C.-M. Larsson, “Nitrogen
utilization in Lemna: Ill. Short-term effects of ammonium on nitrate uptake
and nitrate reduction”, Plant Physiology, vol. 85, no. 3, pp. 865-867, 1987.

C. Wang, S. H. Zhang, P. F. Wang, W. Li ve J. Lu, “Effects of ammonium on
the antioxidative response in Hydrilla verticillata (L.f.) Royle plants”,
Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 73, no. 2, pp. 189-195, 2010.

C. Wang, S. Zhang, P. Wang, J. Hou, W. Li ve W. Zhang, “Metabolic
adaptations to ammonia-induced oxidative stress in leaves of the submerged
macrophyte Vallisneria natans (Lour.) Hara”, Aquatic Toxicology, vol. 87,
no. 2, pp. 88-98, 2008.

M. Varga vd., “Physiological and biochemical effect of silver on the aquatic
plant Lemna gibba L.: Evaluation of commercially available product
containing colloidal silver”, Aquatic Toxicology, vol. 207, pp. 52-62, 20109.

O. C. Knorzer, J. Burner ve P. Boger, “Alterations in the antioxidative system
of suspension-cultured soybean cells (Glycine max) induced by oxidative

stress”, Physiologia Plantarum, vol. 97, no. 2, pp. 388-396, 1996.

109



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[139]

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

A. K. Trivedi, . Ahmad ve M. Ashquin, “Effects of chrysotile asbestos
exposure on certain biochemical parameters of Lemna gibba.”, Indian
Journal of Plant Physiology, vol. 15, no. 1, pp. 80-83, 2010.

P. Aravind ve M. N. V. Prasad, “Cadmium-Zinc interactions in a hydroponic
system using Ceratophyllum demersum L.: adaptive ecophysiology,
biochemistry and molecular toxicology”, Brazilian Journal of Plant
Physiology, vol. 17, no. 1, pp. 3-20, 2005.

A. Celekli, E. Kapi, C. Soysal, H. Arslanargun ve H. Bozkurt, “Evaluating
biochemical response of filamentous algae integrated with different water
bodies”, Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 142, pp. 171-180,
2017.

D. Stajner, M. Popovi¢ ve M. Stajner, “Herbicide induced oxidative stress in
lettuce, beans, pea seeds and leaves”, Biologia Plantarum, vol. 47, no. 4, pp.
575-579, 2003.

M. M. Nemat Alla, A.-H. M. Badawi, N. M. Hassan, Z. M. El-Bastawisy ve
E. G. Badran, “Herbicide tolerance in maize is related to increased levels of
glutathione and glutathione-associated enzymes”, Acta Physiologiae
Plantarum, vol. 30, no. 3, pp. 371-379, 2008.

M. M. Nemat Alla ve N. M. Hassan, “Changes of antioxidants and GSH-
associated enzymes in isoproturon-treated maize”, Acta Physiologiae
Plantarum, vol. 29, no. 3, pp. 247-258, 2007.

J. Nimptsch ve S. Pflugmacher, “Ammonia triggers the promotion of
oxidative stress in the aquatic macrophyte Myriophyllum mattogrossense”,
Chemosphere, vol. 66, no. 4, pp. 708-714, 2007.

S. Mishra, S. Srivastava, R. D. Tripathi ve P. K. Trivedi, “Thiol metabolism
and antioxidant systems complement each other during arsenate
detoxification in Ceratophyllum demersum L.”, Aquatic Toxicology, vol. 86,
no. 2, pp. 205-215, 2008.

C. Johnstone, “Using Algae as Environmental Impact Indicators in Urban

Freshwater Ponds”, Doktora Tezi, University of Abertay Dundee, 2003.

110



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

L. Huang vd., “Ammonium-induced oxidative stress on plant growth and
antioxidative response of duckweed (Lemna minor L.)”, Ecological
Engineering, vol. 58, pp. 355-362, 2013.

D. M. Stamper ve O. H. Tuovinen, “Biodegradation of the acetanilide
herbicides alachlor, metolachlor, and propachlor”, Critical Reviews in
Microbiology, vol. 24, no. 1, pp. 1-22, 1998.

T. Cao vd., “The role of NH+4 toxicity in the decline of the submersed
macrophyte Vallisneria natans in lakes of the Yangtze River basin, China”,
Marine and Freshwater Research,, vol. 58, no. 6, s. 581, 2007.

P. Saunkaew, P. Wangpakapattanawong ve A. Jampeetong, “Growth,
morphology, ammonium uptake and nutrient allocation of Myriophyllum
brasiliense Cambess. under high NH4 + concentrations”, Ecotoxicology, vol.
20, no. 8, pp. 2011-2018, 2011.

S. Astolfi ve S. Zuchi, “Adequate S supply protects barley plants from
adverse effects of salinity stress by increasing thiol contents”, Acta
Physiologiae Plantarum, vol. 35, no. 1, pp. 175-181, 2013.

Z. Zhu vd., “Growth and physiological responses of submerged plant
Vallisneria natans to water column ammonia nitrogen and sediment copper”,
PeerJ, vol. 4, pp. 1-15, 2016

F. Duman, E. Urey, R. Temizgul ve F. Bozok, “Biological responses of a
non-target aquatic plant (Nasturtium officinale) to the herbicide, tribenuron-
methyl: Effect of tribenuron-methyl on watercress”, Weed Biology and
Management, vol. 10, no. 2, pp. 81-90, 2010.

C. Wang vd., “The effect of excess Zn on mineral nutrition and antioxidative
response in rapeseed seedlings”, Chemosphere, vol. 75, no. 11, pp. 1468-
1476, 2009.

M. Ali, E.-J. Hahn ve K.-Y. Paek, “Methyl jasmonate and salicylic acid
mduced oxidative stress and accumulation of phenolics in Panax ginseng
bioreactor root suspension cultures”, Molecules, vol. 12, no. 3, pp. 607-621,
2007.

111



KAYNAKLAR Baris TANRIVERDI

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

G. Borisova, N. Chukina, M. Maleva, A. Kumar ve M. N. V. Prasad, “Thiols
as biomarkers of heavy metal tolerance in the aquatic macrophytes of Middle
Urals, Russia”, International Journal of Phytoremediation, vol. 18, no. 10,
pp. 1037-1045, 2016.

J. Gao, P. Ren, Q. Zhou ve J. Zhang, “Comparative studies of the response of
sensitive and tolerant submerged macrophytes to high ammonium
concentration stress”, Aquatic Toxicology, vol. 211, pp. 57-65, 2019.

S. Farago, K. Kreuz ve C. Brunold, “Decreased glutathione levels enhance
the susceptibility of maize seedlings to metolachlor”, Pesticide Biochemistry
and Physiology, vol. 47, no. 3, pp. 199-205, 1993.

A. Nuttens, S. Chatellier, S. Devin, C. Guignard, A. Lenouvel, ve E. M.
Gross, “Does nitrate co-pollution affect biological responses of an aquatic
plant to two common herbicides?”, Aquatic Toxicology, vol. 177, pp. 355-
364, 2016.

A. Celekli, H. Arslanargun, C. Soysal, E. Giiltekin ve H. Bozkurt,
“Biochemical responses of filamentous algae in different aquatic ecosystems
in South East Turkey and associated water quality parameters”,
Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 133, pp. 403-412, 2016.

F. Pasquer, U. Ochsner, J. Zarn ve B. Keller, “Common and distinct gene
expression patterns induced by the herbicides 2,4-dichlorophenoxyacetic acid,
cinidon-ethyl and tribenuron-methyl in wheat”, Pest Management Science,
vol. 62, no. 12, pp. 1155-1167, 2006.

112



KiSIiSEL BILGILER Baris TANRIVERDI

KiSiSEL BILGILER

Adi Soyadi  : Baris TANRIVERDI
Dogum Yeri : Adiyaman

Dogum Tarihi : 12.08.1978

Medeni Hali : Evli

Yabanci Dili : Ingilizce

E-posta : barhatberk@gmail.com

Egitim Durumu

Derece Alan Universite Mezuniyet

Yih
Yiiksek Lisans Biyoloji Gaziantep Universitesi 2010
Lisans Biyoloji Ankara Universitesi 1998
Lise Matematik Adiyaman Lisesi 1993
Yayinlar

[1]  A. Celekli, B. Tanriverdi ve H. Bozkurt, “Predictive modeling of removal of
Lanaset Red G on Chara contraria; kinetic, equilibrium, and thermodynamic
studies”, Chemical EngineeringJournal, vol. 169, no. 1-3 , pp. 166-172,
2011.

[2] A. Celekli, B. Tanriverdi ve H. Bozkurt, “Lentil Straw: a novel adsorbent for
removing of hazardous dye—Sorption behavior studies”, Clean—Soil, Air,
Water, vol. 40, no. 5, pp. 515-522, 2012.

[3] B. Tanriverdi, M. F Gikli, D. Koc ve E. R. Sivaci, “Evulation effects of
Cryptocoryne walkerii (Schott) as a biorestorer on elimimation of turbidity”,
Journal of Environmental Protection and Ecology, vol. 17, no. 1, pp. 191-
198, 2016.

113



