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Ozet

Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SR-1 ¢esidi ve aymi ¢esidin metal baglayan Metallotiyonin II (MTII)
geni aktarilmig transgenik tiitiin (p-S-ScMTII) ¢esidi, nikel (Ni) biriktirme yetenegi ve fitoekstraksiyon
potansiyeli agisindan 14 giin boyunca 0, 5 ve 10 mg L-! Ni uygulanmig besin ¢ozeltisinde yetistirilmistir.
Artan dozlarda Ni uygulamasinin kuru madde tiretimi, Ni birikimi, klorofil ve glutatyon igerigi iizerine
etkileri aragtirilmugtir. Nikel uygulamast ile her iki tiitiin bitkisinde de baglangicta gozlenen orta derecede
solgunluk, porsiime ve sararma, hasat doneminde siddetlenmis, kokler gelisememis ve koyu kahverengi bir
renk almigtir. Transgenik tiitiin bitkisinin, transgenik olmayan tiitiin bitkisine kiyasla kuru madde miktar1
azalmugtir. Artan dozlarda Ni uygulamasi ile transgenik ve trasgenik olmayan tiitiin bitkilerinin Ni
konsantrasyonu, klorofil diizeyi ve -SH (indirgenmis glutatyon) konsantrasyonu artig gostermistir. Yapilan
aragtirmada, 10 mg L-! Ni dozu uygulamasinda, transgenik tiitiin bitkisinin gévdesinde (128 mg kg-1),
transgenik olmayan tiitiin bitkisinden yaklagik 1,47 kat (87 mg kg-1) daha fazla Ni biriktirdigi belirlenmistir.
Sonugta MTII geni aktarilarak, fitoekstraksiyonda kullanilacak bitkilerinin Ni biriktirme kabiliyetlerinin
artirllmasinin miimkiin olabilecegi sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Fitocktraksiyon, metallotiyonin, nikel, transgenik tiitiin.

Comparative Evaluation of Transgenic and Non Transgenic Tobacco for the Phytoextraction of
Nickel-Contaminated Soils

Abstract

Nickel (Ni) accumulation ability and phytoextraction potential of Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SR-
1 and Metallothionein IT (MTII) gene transferred transgenic plants (p-S-ScMTII) of the same cultivar were
grown in hydroponic culture containing 0, 5 and 10 mg L-! Ni for 14 days. The effects of increasing Ni
concentrations on plant dry matter production, Ni accumulation, chlorophyll and glutathione
concentration were investigated. Moderate wilting and wrinkling were observed upon Ni treatments at the
carly stage of the growth, these symptoms severely increased at the harvest in both plant types. In addition,
poor root growth and dark brown colour were observed. Dry matter content of transgenic tobacco was
lower than that of the non-transgenic one. With the increasing Ni doses, Ni concentration, chlorophyll
level and —SH (glutathione) concentration increased. Results showed that transgenic tobacco (128 mg
kg-1) accumulated about 1.47-fold more Ni than that of non-transgenic one in shoots (87 mg kg-1) at 10
mg L-! Ni treatment. Consequently, transfering the MTII gene into the plants to be used for
phytoextraction may be regarded as promissing in improving Ni accumulation ability of plants.
Keywords: Metallothionein, nickel, phytoextraction, transgenic tobacco.
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GIRIS Ongel 2011). Ancak bitki, hayvan ve insan

Nikel (Ni), bitkiler i¢in ¢ok az miktarda da olsa
gerekli olan ve bitki geligsimi i¢in mutlak gerekliligi
en son kesfedilen bitki besin elementidir
(Marschner 1995, Chen ve ark. 2009). Azot
metabolizmasi i¢in gereksinim duyulan temel bir
element olan Ni, bitkilerde iirecaz ve hidrogenaz
enzimlerinin yapisinda ve aktivitesinde rol alir

(Chen ve ark. 2009, Akinci ve Akinci 2011, Akinci ve
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biinyesinde yiiksek konsantrasyonlarda bulundu-
gunda kanserojen etkiye sahip olabilir (Marschner
1995, Grimsrud ve Andersen 2010).

Kontamine olmamig dogal topraklardaki Ni
konsantrasyonu 100 mg kg-dan diisiiktiir. Ancak,
serpantin gibi minerallerce zengin, ultra bazik
puskiirtik kayaclardan olugan topraklarda Ni
konsantrasyonu 5000 mg kg’a kadar ulasabilir
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(Kacar ve Katkat 2006). Nikel bakimindan zengin
toprak c¢ozeltilerinde ise 3,3 mg L-! Ni olarak
saptanmugtir. Diger yandan antropojenik faaliyetler,
maden aktiviteleri, tarimsal ve endistriyel
faaliyetler, fosil yakatlar, vb. topraklarin her gecen
glin daha fazla Ni ve diger agir metallerce
kirlenmesine yol agmaktadir (Yusuf ve ark. 2011).
Nikel gibi toksik metallerle kirlenmis topraklar
gesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler ile
arttilabilmektedir. Biyolojik temizleme yoéntemleri
icinde yer alan ve son yillarda ucuz ve kolay
uygulanabilir nedeniyle ilgi ¢eken
fitoekstraksiyon yontemi, toprak kirliligine neden
olan agir metallerin, bitki kokleri tarafindan alinarak
bitkinin govdesine (yesil aksamina) taginmasi ve
biriktirilmesi iglemidir (Ghosh ve Sing 2005). Agir
metallerle kirlenmis topraklarin temizlenmesinde
kullanilacak bitkilerin bol yesil aksam dretebilen,
derin kokli, hizli gelisen, kolay hasat edilebilen ve

yesil aksaminda yiiksek miktarda agir metal

olmasi

biriktirme yetenegine sahip olmasi gerekmektedir
(Daghan 2004).

Dogada dokularinda yiiksek miktarda metal
biriktiren ‘hiperakiimiilator’ adi verilen 6zel bitkiler
bulunmaktadir. Diinya ¢apinda taksonomik olarak
bilinen hiperakiimiilatér bitki tiirlerinin yaklagik
dortte t¢li (317 takson ve 17 familya) Ni
hiperakiimiilatoriiddiir (Baker ve ark. 2000, Reeves
ve Baker 2000, Ingle ve ark. 2005). Nikel
hiperakiimiilatorii bitkiler, kuru agirlik esasina gore
% 0,1-3 oraninda Ni igerebilirler (Prasad 2005).
Sebertia acuminata bitkisi, kuru kiitlesinin % 25’ine
ulagabilen Ni igerigiyle bilinen en iyt Ni
hiperakiimiilatorii bitkidir (Prasad 2005). Ancak,
Sebertia acuminata gibi hiperakiimiilator bitkilerin
pek ¢ogu giiclii ve zengin bir kok sistemine ve hizli
bir biiyiime yetenegine sahip olmadiklarindan
(Watanabe 1997, Reeves ve Baker 2000) topraklarin
derinlemesine
maktadir. Bu nedenle genetik ¢aligmalarla, farkli
canlilardan alinan ve metal baglayan genler, bol yesil
aksamli ve derin koklii bitkilere aktarilarak bitkilerin
metal biriktirme yetenekleri arttirilmaya ¢aligil-
maktadir (Ghosh ve Sing, 2005). Yapilan bir
galismada, AtSAP (stres iligkili protein) 10 geninin
aktarildig:
transgenik olmayan Arabidopsis bitkisine kiyasla Ni,

temizlenmesinde  kullanilama-

transgenik  Arabidopsis  bitkisinin

Mn ve Zn gibi agir metallere ve yiiksek sicaklik
stresine kargt dayaniklilig arttirdign ve yesil aksamla

kok dokularinda oldukga yiiksek miktarlarda Ni ve
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Mn biriktirdigi tespit edilmistir (Dixit ve Dhankher
2011). Nicotiana tabacum kalmodulin baglayici
protein (NtCBP4) geni aktarilan transgenik tiitiin
bitkisinin, 200 mM NiCl,’e tolerans ggsterirken,
yiiksek Pb konsantrasyonlarina kargt hassas oldugu
saptanmugtir (Arazi ve ark. 1999). Freeman ve ark.
(2004), serine asetil transferaz (SAT) genini Thalaspi
goesingense’den izole ederek Arabidopsis bitkisine
aktarmiglardir. Calismada, 100 mM Ni uyguladiklar
ortamda, transgenik Arabidopsis bitkisinin transgenik
olmayan Arabidopsis’e gore, yesil aksamda 5 kat,
kokte ise 1,5 kat daha fazla Ni biriktirebildigi tespit
edilmigtir.

Gen transferinde yaygin olarak kullanilan
genlerden biri olan metallotiyonin (MT) geni,
disiik molekiil agirlikli (6-7 kDa), sisteince zengin,
agir metal baglayan bir proteindir (Hamer 1986).
Giuiniimiize kadar gesitli MT genleri (farede MTI,
insanda MTII, mayada CUPI, bezelyede PSMTA)
Nicotiana sp. (tiitiin), Brassica sp. (kolza) ve
Arabidopsis thaliana (taksok otu) gibi farkli bitkilere
aktarilmigtir (Daghan 2004, Cherian ve Oliveira
2005). Mevcut ¢alismalar farkli kaynaklardan alinan
MT genlerinin farkli bitkilere aktarilmasiyla
bitkilerin agir metalleri biriktirme yetencklerini
arttirdigini gostermektedir. Pavlikova ve ark. (2004)
transgenik olmayan Wisconsin 38 (WSC) tiitiin
bitkisi ile ayni bitkinin CUP1 (maya metalloti-
yonein geniyle kodlanmis), GUS (B-glukuronidaz
i¢in raportor gen), HisCUP (CUP bakir baglayan
genle kombine olmusg bir polyhistidin) ve HisGUS
(B-glukuronidaz igin raportdr gen ile kombine
olmug bir polyhistidin) geni aktarilarak modifiye
edilmis transgenik tiitiin bitkilerinin Cd, Zn ve Ni
biriktirme yeteneklerini belirlemek test
etmiglerdir. Bitkilere 0,2 mg Ni L-! uygulamasinda
koklerde en fazla Ni birikiminin GUS geni
aktarilmig tiitiin bitkisinde (64,6 mg kg-1 Ni), yesil
aksamda ise en fazla Ni birikiminin HisGUS geni
aktarilmig transgenik tiitlin bitkisinde (6,5 mg kg-!
Ni) tespit etmiglerdir. Literatirde MT geninin
aktarildig: bitkiler, basgta Cd olmak {izere Zn, Cu ve
Pb biriktirme yetenegi yoniinden aragtirtlmig olup

i¢in

Ni biriktirme yetenegi yoniinden yapilmig aragtirma
yok denecek azdir (Yang ve ark. 2005, Jewell ve ark.
2010).

Bu aragtirmanin amaci, transgenik olmayan
Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SR-1 ¢esidi ve
ayni ¢esidin Saccharomyces cerevisiae (maya)’dan izole
edilen ve metal baglayan MTII geni aktarilmig
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transgenik titiin (p-S-ScMTII) c¢esidine, artan
dozlarda Ni uygulamasmin (0, 5 ve 10 mg L-1)
biiytime, Ni birikimi, klorofil ve glutatyon icerigi
tizerine etkilerini su kiltiirit kosullarinda test
etmek, bdylece Ni
fitoekstraksiyon amactyla kullanim potansiyeli
yoniinden bu iki bitkiyi kargilagtirmaktir.
MATERYAL VE METOT
Maya (Saccharomyces cerevisiae)’dan izole edilen
MTII geni, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
¢ogaltilarak klonlanmus ve tiitiin bitkisine (Nicotiana
tabacum L. cv Petit Havana SR-1) Agrobacterium

biriktirme yetenegi ve

tumefaciens araciligryla RWTH Aachen Universitesi,
Molekdiiler Biyoloji Bsliim’tinde Dr. Hatice Daghan
tarafindan aktarilmigtir. Gen aktarim iglemlerinin
detaylar1 Daghan (2004)’de verilmistir.

Yapilan bu ¢aligmada, tiitiin bitkisi hizli ve kolay
yetistirilmesi, etkili kok derinligi ve sagak koke sahip
olmast, iklimsel ve toprak segiciligi fazla olmayan bir
bitki olmasi nedeniyle tercih edilmigstir. Ayrica,
titin bitkisi sayilan bu 6zellikleri nedeniyle
transgenik olarak degistirilmis ilk yiiksek bitkidir
(Smith 1995).

Transgenik (p-S-ScMTII) tiitiin bitkisinin to-
humlar antibiyotik igeren (kanamisin) Murashige-
Skoog (MS) besi ortaminda ve transgenik olmayan
(SR-1) tiitiin bitkisinin tohumlar1 ise torf
ortaminda, 16/8 saat 1g1k/karanlik déngiistinde, 25°C
sicaklikta ¢imlendirilmigtir (Daghan 2004). Daha
sonra ¢imlendirilmis fideler, torf perlit karigimi (1:1)
ortamda 2-3 yaprakli hale gelip hafif koklendikten
sonra Hoagland besin ¢ozeltisi ortamia (pH 5,2)
aktarilmistir. Hoagland besin ¢ozeltisi; 3 mM
KNO;, 2 mM Ca(NO;),4H,0O, 0,25 mM
MgSO,.7H,O, 1 mM KH,PO,, 0,001 mM
MnSO,.H,0O, 0,1 mM FeEDTA, 0,00025 mM
CuSO,.H,0, 0,00025 mM (NH,):Mo,0,,, 0,001
mM ZnSO,.H,O, 2,5 mM KCI ve 0,0125 mM
H;BO; (Shi ve ark, 2006) icermektedir. Bitkiler
besin ¢ozeltisinde 1 hafta yetistirildikten sonra besin
¢ozeltisine 0, 5 ve 10 mg L-! dozlarinda Ni (NiSO,
formunda) 7 glin boyunca uygulanmustir. Besin
¢ozeltisi her 3 giin de bir degistirilmistir. Kontrollii
kosullarda (16/8 saat 1s1ik/karanlik, 25/20°C sicaklik,
% 60-70 nem ve 10 klux 151tk yogunlugu) yapilan
denemelerde bitkiler 14 giin stireyle yetistirilmistir.
Deneme boyunca Ni toksisitesi kargisinda bitkilerin
ugradiklar1 morfolojik degisimler gozlenmistir.
Bitkilere Ni uygulamasmin etkisiyle yapraklarda
degisen klorofil igerikleri, hasat 6ncesi klorofil
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ol¢im cihazi (Konica-Minolta SPAD-502) kulla-
nilarak belirlenmistir.

Deneme sonunda bitkiler yesil aksam ve kok
olarak ayr1 ayri hasat edilip saf suyla yikandiktan
sonra kurutma dolabinda 65°C’de sabit agirliga
gelinceye kadar kurutulmus ve bitkilerin kuru agir-
liklar alinarak agat tash bitki 6giitme degirmeninde
oguitiilmiistiir.

Ogiitiilmiis bitki 6rnekleri HNOj ile yas yakma
yontemine gore mikro dalga firinda ¢oziiniir-
lestirilerek toplam Ni konsantrasyonu ICP-AES
(Indiiktif Eslesmis Plazma Atomik Emisyon
Spektrofotometresi-Varian Series-1I)’de belirlen-
migtir. Ug paralelli yapilan bitki analizlerinin
dogrulugu, element icerigi belli standart sertifikali
bir tiitiin bitkisinin (Virginia Tobacco Leaves, CTA-
VTL-2) ayni yontemle analiz edilmesi ile kontrol
edilmigtir. Bitki 6rneklerinde -SH analizi (indir-
genmis glutatyon) Cakmak ve Marschner (1992)’ye
gore yapilmugtir.

Su kiiltiirti denemesi sonucunda elde edilen
veriler, Istatistiksel Analiz Programi (SAS) kulla-
nilarak degerlendirilmis ve ortalamalar arasindaki
fark, En Kiicitk Onemli Fark (LSD) testi
uygulanarak gruplandirilmigtir (Anonymous 1997).

BULGULAR ve TARTISMA

Yesil Aksam ve Kok Biiyiimesi ve Kuru
Madde Verimi

Kontrol (Ni uygulanmamisg) uygulamasina
kiyasla Ni dozlarinin artmasi, transgenik ve
transgenik olmayan tiitiin bitkilerinin yesil aksam ve
kok biiylimesini azaltmigtir. Nikel uygulamalari,
bitkide yaprak ayalarinda kii¢tilme, yapraklarda orta
derecede solgunluk ve porstime seklinde ortaya
¢tkmistir. Denemenin baglangicinda 5 mg L-1 Ni
uygulanmis bitkilerde, yesil aksamin gelisimi
yapraklarda herhangi bir belirti
gozlenmemistir. Ancak, 3-4 giin sonra, yapraklarda
orta derecede solgunluk ve pdrsiime gozlenmistir.

azalirken

Nikel dozunun 10 mg L-! uygulamasinda, her iki
bitkide de ilk hafta goézlenen orta derecede
solgunluk ve porsiime, hasat 6ncesi siddetlenmigtir.
Kokler gelisememis ve koyu kahverengi renk
almugtir. Benzer lezyon, Boominathan ve Doran
(2002) tarafindan da saptanmugtir. Boominathan ve
Doran (2002), tiitiin bitkisine 7-10 giin siireyle 0,43
mM (25 mg L-!) Ni uygulamiglar ve deneme
sonunda bitki biiyiimesinde ciddi bir gerilemenin
yani sira koklerde koyu kahverengi lezyonlar
gozlemiglerdir. Yiiksek miktarda Ni’in hiicrede
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yarattigi deformasyon sonucunda bitkilerin kok,
stirglin ve yapraklarinda gelisme geriligi sonucunda
ciddi verim kayiplart olugmaktadir (Akinci ve Akinct
2011).

Kloroz (sararma), bitkilerde Ni dahil agir
metallerin en yaygin toksisite belirtisidir (Pandey ve
Sharma 2002). Kontrol uygulamasina gore Ni
bitkilerin kloroz
herhangi bir fark olmadigi hatta Ni uygulanan

uygulamalarinda diizeyinde
bitkilerde, porsiime nedeniyle yapraklarin ¢ok az da
olsa daha koyu renkli oldugu gorilmistiir. Bu
gozlemler klorofil diizeyini 6lgen SPAD metre
okumalariyla desteklenmigtir. Kontrol uygula-
masinda transgenik bitkinin SPAD degeri 30,03 iken
Nf’in 5 ve 10 mg L-! uygulamalarinda ayn1 degerin
sirastyla 35,60 ve 38,00 oldugu belirlenmistir. Ancak
klorofil igerigindeki artig istatistiksel olarak énemli
bulunmustur (Tablo 1). Benzer bulgular transgenik
olmayan bitkide de elde edilmistir (Tablo 1). Somey
ve ark. 2007°nin yaptig1 bir
uygulanmug Arabidopsis bitkisinin klorofil igeriginin
kontrol bitkisine gore daha vyiksek oldugu
bildirilmigtir. Klorofildeki bu artig, Ni toksisite
stresine kargt yapraklarin antosiyanin maddesi

¢aligmada, Ni

tiretmesi (Somey ve ark. 2007 ) ya da yapraklardaki
porsimelerden kaynaklanmig olabilir. Elde edilen
bulgularin aksine, Pandey ve Sharma (2002), asirt
N1i'in (500 uM) klorofil igerigini azalttigini rapor
etmiglerdir. Benzer gekilde Dubey ve Pandey (2011),
Vigna mungo (kara fasulye) ile vyaptiklar1 su
kalttirinde 10 ve 25 giin siireyle 0, 20, 40, 60, 80 ve
100 uM Ni uygulamiglar ve N1'in klorofil igerigini
azalttigini rapor etmiglerdir.

Kopittke ve ark. (2010) besin ¢o6zeltisinde
yetigtirilen bitkilerin koklerinin uygulanan agir
metal miktar1 ve uygulama siiresinin metalin
bitkideki toksik etki siddetini etkiledigini, bazi
metallerin dakikalar ya da saatler ig¢inde toksik etki
bildirmiglerdir. Nitekim bu
galigmada yiiksek dozlarda ve uzun siire Ni

gosterebildigini

toksisitesine maruz kalan transgenik ve transgenik
olmayan tiitiin bitkilerinin kokleri siddetli bir
sekilde deforme olmus, gelisememis ve sonugta
yeterince besin elementi ve su alamayan yapraklarda
solgunluk olugmustur. Sun ve Wu (1998) 1 hafta
boyunca 0,085-0,255 mM (5-15 mg L-1) Ni
sonucunda Dbitkinin yeni gelisen
yapraklarinda damarlar boyunca kloroz ve nekrozlar
tespit etmiglerdir. Ancak 0,5 mM Ni uygulamasinda
ise ana damarlar boyunca koyu kahverengi

uygulamasi
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kurumalar, transpirasyon hizi ve potansiyelindeki
azalmalar sonucunda bitkinin dig yapraklarinda
solmalar meydana geldigini  belirtmislerdir.
Denemede elde edilen bulgular Sun ve Wu
(1998)’nun bulgularryla uyumludur.

Artan Ni konsantrasyonu, her iki
bitkisinin yesil aksam ve kék kuru madde veriminde

istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (p<0,05)

tlitiin

azalmaya neden olmustur. Ornegin kontrol
uygulamasinda transgenik bitkide yesil aksam kuru
madde verimi 5,17 g bitki-! iken transgenik olmayan
bitkide ayni degerin 6,00 g bitki-! oldugu bulun-
mustur. Nikelin 5 mg L1 dozunda s6z konusu
bitkilerin yesil aksam kuru madde verimleri
transgenik ve transgenik olmayan bitkiler igin
sirastyla 2,44 ve 3,34 g bitki-! oldugu saptanmugtir.
Nikel uygulamasiyla yesil aksam kuru madde verim
azalmasi1 transgenik bitki igin yaklasik %53,
transgenik olmayan bitki i¢in ayni degerin yaklagik
%44 oldugu gorilmistiir. Nikel uygulamasiyla
bitkinin yesil aksam kuru madde verim azalmasinin
10 mg L-1 dozunda da artarak devam ettigi
gozlenmigtir. (Tablo 1). Kontrol uygulamasina gore
Ni uygulamalariyla daha dramatik azalmalarin yesil
aksamdan ziyade kokte gergeklestigi ve bu azaliglarin
% 80-86 diizeyinde gerceklestigi bulunmustur. Elde
edilen bu bulgular fenolojik gézlemleri destekle-
mektedir. Benzer sekilde Setia ve ark. (1998) ve
Alam ve ark. (2007) toksik konsantrasyonlarda Ni
iceren besin ortamlarinda yetistirilen bugday
bitkilerinin yas ve kuru agirliklarinda bir azalma ve
bitkilerde bodurlagma olustugunu bildirmiglerdir.
Yesil Aksam ve Kokte Ni Konsantrasyonu
Nikel uygulamasiyla bitkilerin yesil aksam ve
kokteki Ni gibi
istatistiksel diizeyde artmustir.
Ornegin transgenik olmayan bitkide (SR-1) kontrol

konsantrasyonu beklenildigi
olarak 6nemli

uygulamasinda yesil aksamdaki Ni konsantrasyonu
Olgiilemeyecek diizeyde iken 5 ve 10 mg L-!
uygulamalarinda ayni degerin sirastyla 71 ve 87 mg
kgl oldugu saptanmugtir. S6z konusu degerlerin
transgenik bitkide ise sirastyla 72 ve 128 mg kg-!
oldugu belirlenmistir (Tablo 2). Bu deger Paplikova
ve ark. (2004)'1in bulgular ile benzer bulunmustur.
Nikelin 5 mg L-! doz uygulamasinda, yesil aksamin
Ni konsantrasyonu p-S-ScMTII ve SR-1 tiitiin
bitkilerinde yaklagik ayni miktarda bulunmustur.
Ancak 10 mg L-! Ni dozunda transgenik tiitin
bitkisi (128 mg kg-1) transgenik olmayan tiitiine (87
mg kg-1) gore yesil aksaminda yaklagik 1,47 kat1 daha

93



Ekoloji

Daghan ve Koleli

fazla Ni biriktirmigtir. Dixit ve Dhankher (2011),
transgenik (AtSAP 10) ve transgenik olmayan
Arabidopsis bitkisine 90 uM (5,25 mg L-1) Ni
uygulamalar1 sonucunda transgenik Arabidopsis
bitkisinin transgenik olmayan Arabidopsis’e gore yesil
aksaminda 2-3 kat ve kokiinde ise yaklagik 2 kat daha
fazla Ni biriktirdigini tespit etmiglerdir. Nikelin
kritik toksik diizeyi duyarl bitkilerde >10 mg kg-!
ve orta diizeyde duyarl bitkilerde >50 mg kg-! ve
hiperakiimiilatr bitkilerde ise >1000 mg kg-dir
(Yusuf ve ark. 2011). Elde edilen bulgular transgenik
titiin bitkisinin yesil aksaminda kritik toksik
diizeyden daha fazla Ni biriktirdigini ortaya
Chen ve ark. (2009),
konsantrasyonuna bagli olarak bitkilerin yesil aksam

koymustur. artan Ni
ve kok yas ve kuru agirliklarinda lineer bir azalma
gortildiigiini bildirmislerdir.

Artan dozlarda Ni uygulamast ile p-S-ScMTII ve
SR-1 de Ni
aktimiilasyonu, yesil aksamin yaklagik 50 kat1 daha
fazla olmustur (Tablo 2).

Yesil aksam Ni konsantrasyonunun koék Ni

tiitiin  bitkilerinin her ikisinde

konsantrasyonuna oranindan hesaplanan translo-
kasyon faktorii, transgenik olmayan tiitiinde 0,02
oraninda iken transgenik titiinde 0,03 oraninda
bulunmustur (Tablo 2). Brooks (1998)’a gore
hiperakiimiilatér bitkiler igin bir kriter olan
translokasyon faktdriiniin 1’den biyiik olmasi ya da
bitkinin yesil aksaminda 1000 mg kg-""dan fazla Ni
biriktirmesi gerekir. Ancak gerek yesil aksamda
biriken Ni konsantrasyonu (<1000 mg kg-1),
gerekse translokasyon faktérii (<1) yoniinden
degerlendirildiginde, her iki bitkininde fitoekstrak-
siyonda kullanma potansiyeline sahip olmadiklari
goriilmektedir.

Yesil Aksam Glutatyon Konsantrasyonu

Artan Ni
bitkisinin glutatyon iiretip iiretmedigini belirlemek

konsantrasyonuna kargi tiitiin
amaciyla hasat Oncesi alinan yaprak ve kok
orneklerindeki -SH gruplart analiz edilmis ve elde
edilen veriler Tablo 2’de gosterilmistir. Genel olarak
her iki bitkide de yesil aksamdaki glutatyon
konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur (Tablo
2). Transgenik tiitin bitkisinde, kontrole kiyasla 5
mg L-! Ni uygulamasiyla, yesil aksam glutatyon
konsantrasyonu sirayla 156 pg mL-“dan 910 ug
mL-ye yiikselirken, transgenik olmayan tiitiin
bitkisinde 175 ug mL-‘den 1729 ug mL-1‘ye
artan Ni
glutatyon

Beklenenin  aksine

bagh

ytikselmistir.

konsantrasyonuna olarak
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Tablo 1. Artan dozlarda Ni uygulamasinin transgenik (p-S-
ScMTII) ve transgenik olmayan (SR-1) tiitiin
bitkilerinin yesil aksam klorofil diizeyleri ile yesil
aksam ve kok kuru agirliklar {izerine gesit doz
interaksiyonunun etkileri.

. Klorofil KuruAgirlik
1 Ni Yash Geng Yesil .
Bitki Dozlar1 Vaprak | Yaprak | Aksam Kok
(mg L™ (SPAD) (g bitki™)
0 24,57 30,03 5,17 0,36
p-S-ScMTIL 5 27,43 35,60 2,44 0,07
10 29,23 38,00 1,52 0,06
0 26,83 31,13 6,00 0,45
SR-1 5 20,53 36,23 3,34 0,11
10 30,80 36,20 1,66 0,06
LSD (p<0,05) 1,22 2,89 3,32 0,03

Tablo 2. Artan dozlarda Ni uygulamasimnin transgenik (p-S-
ScMTII) ve transgenik olmayan (SR-1) tiitiin
bitkilerinin yesil aksam ve kék Ni konsantrasyon-
lar1 ile —=SH (gutatyon) konsantrasyonlari tizerine
¢esit doz interaksiyonunun etkileri.

Ni -SH

Ni Konsantrasyonu (Glutatyon)

Bitki Dozlart Yesil Aksam Kok TF" Yesil Kok
Aksam
(mgL™ (mg kg™ (ug ML YA)
0 " - 0,00 156 130
p-S-ScMTII 5 72 3638 0,02 910 556
10 128 4573 0,03 | 629 293
0 - - 0,00 | 175 138
SR-1 5 71 4119 0,02 | 1729 189
10 87 4203 0,02 603 339
LSD (p<0,05) 7 407 81 39

*TF: translokasyon faktorii= (yesil aksam Ni konsantrasyonu/ kok
Ni konsantrasyonu)
**: Belirlenememistir.

konsantrasyonu transgenik tiitiinden yaklagik 2 kat1
yitksek bulunmustur. Ancak 10 mg L-! Ni
uygulamasiyla transgenik ve transgenik olmayan
tittin bitkisinde sirayla 623 ve 603 pug mL-!
konsantrasyonuna gerilemistir. Tablo 2’de de
goriildigi tizere artan dozlarda Ni uygulamast ile p-
S-ScMTII ve SR-1 tiitiin bitkilerinin -SH
konsantrasyonlari artig gdstermis ve bu etki p<0,05
diizeyinde istatistiksel olarak énemli bulunmustur.
Beklendigi tizere transgenik p-S-ScMTII tiitiin
bitkisinin daha fazla -SH konsantrasyonuna sahip
oldugu saptanmistir.  Organizmanin  biitiin
hiicrelerinde bulunan ve hiicrelerin protein yapisi
disindaki silfidril grubunun yaklagik % 90’1
olusturan -SH bilesikleri (glutatyon), toksik
bilegiklerin etkisizlestirilmesinde (detoksifikasyo-
nunda) 6nemli role sahiptir (Noctor ve Foyer 1998).
Toksik bilegiklerin etkisizlestirilmesinde 6nemli role
sahip olan -SH bilesikleri, bitkileri radikal kaynakli
hasara kars1 koyarken antioksidan enzimlere substrat
olarak gorev yapar ve bir radikal tutucusu gibi

davranir (Noctor ve Foyer 1998).
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Su kiltird, ¢ozeltiden metal iyonlarimi absorp-
layacak bitkilerin yeteneklerini test etmede yararl
araglardir. Boylece bitkinin kirlenmis bir toprag:
remediye edebilme yani iyilestirebilme yetenegini
degerlendirmek olasidir. Bu aragtirmada Ni ile
kirlenmis topraklarin remediasyonunda transgenik
ve transgenik olmayan tiitiin bitkilerinin Ni
biriktirme yetenckleri fitoekstraksiyon agisindan test
edilmis ve Ni’in yesil aksamdan ziyade koklerde
biriktigi ve yesil aksam tretimini smirlandirdig

tespit edilmigtir. Nikel birikimi y6niinden

transgenik ve transgenik olmayan tiitiin bitkileri
arasinda onemli bir fark belirlenememistir.  Su
kiiltiirti denemesi, toprak kiiltiirii denemeleri ile de
test edilmelidir.
TESEKKUR

Bu calisma TUBITAK tarafindan (108-O-161)
desteklenmistir.  Maddi  desteginden  dolay:
TUBITAK’a, tiitin tohumlarini sagladigi igin
RWTH Aachen Universitesi, Molekiiler Biyoloji
Bolim’tinden Prof. Dr. Rainer Fischer’e tesekkiir
ederiz.

KAYNAKLAR
Akinci IE, Ongel O (2011) Amelioration of Nickel Toxicity by Humic Acid on Bean (Phaseolus vulgaris)

Seedling Growth Ekoloji 20 (79): 29-37.

Akinci S, Akinci IE (2011) Effect of Nickel on Germination and Some Seedling Growth Parameters in

Spinach (Spinacia oleracea). Ekoloji 20 (79): 69-76.

Alam MM, Hayat S, Ali B, Ahmad A (2007) Effect of 28 homobrassinolide treatment on nickel toxicity in

Brassica juncea. Photosynthetica 45: 139-142.

Anonymous (1997) Base SAS (Statistical Analysis System) Software Reference Card. Version 6.12. SAS

Institute Inc, New York.

Arazi T, Sunkar R, Kaplan B, Fromm H (1999) A tobacco plasma membrane calmodulin-binding

transporter confers Ni2+ tolerance and Pb2+ hypersensitivity in transgenic plants. The Plant Journal 20: 171-

182.

Baker AJM, McGrath, SP, Reeves, RD, Smith, JAC (2000) Metal Hyperaccumulator Plants: A Review of
the Ecology and Physiology of a Biological Resource for Phytoremediation of Metal-Polluted Soils. In: Terry

N and Banuelos G (eds), Phytoremediation of Contaminated Soil and Water, Lewis Publishers, Boca Raton,

FL, 85-107.

Boominathan R, Doran PM (2002) Nickel induced oxidative stress in roots of Ni hyperaccumulater

Alyssum bertolonii. New Phytologist 156: 205-215.

Brooks RR (1998) Plants that Hyperaccumulate Heavy Metals: Their Role in Phytoremediation,

Microbiology, Archacology Mineral Exploration and Phytomining. CAB International, Wallingford.

Cakmak I, Marschner H (1992) Magnesium deficiency and high light intensity enhance activities of

superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and glutathione reductase in bean leaves. Plant Physiology

98:1222-1227.

Chen C, Huang D, Liu J (2009) Functions and toxicity of nickel in plants: recent advances and future

prospects. Clean 37: 304-313.

Cherian S, Oliveira MM (2005) Transgenic plants in phytoremediation: recent advances and new

possibilities. Environmental Science Technology 39: 9377-90.

Daghan H (2004) Phytoextraction of heavy metal from contaminated soils using genetically modified
plants. PhD thesis, Mathematik, Informatik und Naterwissenschaften Fakultact der RWTH-Aachen.

Dixit AR, Dhankher OP (2011) A novel stress-associated protein ‘AtSAP10” from Arabidopsis thaliana confers
tolerance to nickel, manganese, zinc, and high temperature stress. PLoS One 6: 1-13.

Dubey D and Pandey A (2011). Effect of nickel (Ni) on chlorophyll, lipid peroxidation and antioxidant

enzymes activities in black gram (Vigna mungo) leaves. International Journal of Science and Nature 2: 395-401.

No: 84, 2012

95



Ekoloji Daghan ve Koleli

Freeman JL, Persans MW, Nieman K, Albrecht C, Peer W, Pickering IJ, Salt DE (2004) Increased
glutathione biosynthesis plays a role in nickel tolerance in Thalaspi nickel hyperaccumulators. The Plant Cell
16: 2176-2191.

Ghosh M, Singh SP (2005) A review on phytoremediation of heavy metals and utilization of its byproducts.
Applied Ecology and Environmental Research 3: 1-8.

Grimsrud T, Andersen A (2010) Evidence of carcinogenicity in humans of water-soluble nickel salts.
Journal of Occupational Medicine and Toxicology 5: 1-7.

Hamer DH (1986) Metallothionein. The Annual Review of Biochemistry 55: 913-951.

Ingle RA, Mugford ST, Rees JD, Campbell MM, Smith JA (2005) Constitutively high expression of the
histidine biosynthetic pathway contributes to nickel tolerance in hyperaccumulator plants. The Plant Cell 17:
2089-2106.

Jewell MC, Campbell BC, Godwin I D (2010) Transgenic Plants for Abiotic Stress Resistance. In: Kole C,
Michler C, Abbott AG, Hall TC (eds), Transgenic Crop Plants, Springer-Verlag, Berlin, 67-132.

Kacar B, Katkat V (2006) Bitki Besleme. Nobel Yayinlari, Ankara.

Kopittke PM, Blamey FPC, Asher CJ, Menzies NW (2010). Trace metal phytotoxicity in solution culture:
a review. Journal of Experimental Botany 61: 945-954.

Marschner H (1995) Mineral Nutrition of Higher Plants. 2nd ed. Academic Press, New York.

Noctor G, Foyer CH (1998) Ascorbate and glutathione: keeping active oxygen under control. Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology 49: 249-279.

Pandey N, Sharma CP (2002). Effect of heavy metals Co2*, Ni2*+ and Cd2?*+ on growth and metabolism of
cabbage. Plant Science 163: 753-758.

Pavlikova D, Macek T, Mackova M, Sura M, Szakova J, Tlustos P (2004) The evaluation of cadmium, zinc
and nickel accumulation ability of transgenic tobacco bearing different transgenes. Plant and Soil Environment
50: 513-517.

Prasad MNV (2005) Nickelophilous plants and their significance in phytotechnologies. Brazilian Journal
of Plant Physiology 17: 113-128.

Reeves RD, Baker AJM (2000) Metal Accumulating Plants. In: Raskin I, Ensley BD (eds),
Phytoremediation of Toxic Metals: Using Plants to Clean-up the Environment, John Wiley and Sons, New
York, 193-230.

Setia RC, Kaila J, Malik CP (1998) Eftects of NiCl, toxicity on stem growth and ear development in
Triticum aestivum L. Phytomorphology 38:21-27.

Shi Q, Li C, Zhang F (2006) Nicotine synthesis in Nicotiana tabacum L. induced by mechanical wounding
is regulated by auxin. Journal of Experimental Botany 57: 2899-2907.

Smith H (1995) Physiological and ecological functions within the phytochrome family. Annual Review of
Plant Physiology and Plant Molecular Biology 46: 289-315.

Someya N, Sato Y, Yamaguchi I, Hamamoto H, Ichiman Y, Akutsu K, Sawada K, Tsuchiya K (2007)
Alleviation of nickel toxicity in plants by a Rhizobacterium strain is not dependent on its siderophore
production. Communications in Soil Science and Plant Analysis 38: 1155-1162.

Sun EJ, Wu FY (1998) Along-vein necrosis as indicator symptom on water spinach caused by nickel in water
culture. Botanical Bulletin of Academia Sinica 39: 255-259.

Watanabe ME (1997) Phytoremediation on the brink of commercialization. Environmental Science and
Technology 31: 182-186.

96 No: 84, 2012



Nikel ile Kirlenmis Topraklarin Fitockstraksiyonu igin... Ekoloji

Yang X, Feng Y, He Z and Stoftella PJ (2005) Molecular mechanisms of heavy metal hyperaccumulation
and phytoremediation. Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 18: 339-353.
Yusuf M, Fariduddin Q, Hayat S, Ahmad A (2011) Nickel: an overview of uptake, essentiality and toxicity

in plants. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology 86:1-17.

No: 84, 2012 97



