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OZET

Arastirma Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan 2014 yilinda tescil
edilen bir ekmeklik bugday ¢esidi olan “Saban” ve bir arpa ¢esidi olan “Hasat” iizerinde
arsenik, kursun ve kadmiyum karigimlarinin etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir.

Arpa ve bugday tohumlar1 20 °C’de fotoperiyot uygulanarak bitki biiylime
kabininde 10 giin siireyle biiyiitiildii.10. giiniin sonunda, kontrol grubu distile su ile
sulanirken, diger gruplar 1. giin grubu 1 giin siire ile 5. giin grubu 5 giin siire ile taze
hazirlanmis 15 pM, 30 uM ve 60 uM konsantrasyonlar da arsenik, kursun ve kadmiyum
iceren karigim soliisyonlart ile sulandi. Arpa ve bugday bitkilerinde ¢imlenme yiizdeleri,
kok govde uzunluklari, kok govde taze ve kuru agirliklari, total protein miktarlari, bazi
hormon seviyeleri ve MDA igerikleri 6lguldi. Bitkilerdeki SOD, CAT, GS ve GPX
antioksidan enzimlerinin metal stresi sirasinda ekspresyon seviyelerinin nasil etkilendigi
arastirildl. Arastirma igin bitkilerin cimlendirilmesi T.U Fen Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinde yapildi. Bitkilerdeki agir metal ve enzim ekspresyon analizleri Trakya
Universitesi Arastirma ve Gelistirme Merkezi (TUTAGEM)’inde gergeklestirildi.

15 uM, 30 uM ve 60 uM (Arsenik, kursun ve kadmiyum) metal iyonu karisimi
uygulanan deney gruplarinda konsantrasyon artisina bagli olarak ¢imlenme oraninda,
bitkilerin kok ve govde kuru agirliklarinda tiim gruplarda kontrol grubuna gore azalma
gozlendi. MDA seviyelerinin tiim dozlarda yiikseldigi tespit edildi. Agir metal iyonu
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore agir metallerin konsantrasyon artigina bagl
olarak dokularda artarak biriktigi tespit edildi. Sonug olarak ¢alismada agir metale maruz
kalan bitkide oksidan stresin primer cevabi olan antioksidan enzimlerin ekspresyon
seviyelerinde strese bagl olarak anlamli degisikliklerin oldugu belirlendi.
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ABSTRACT

This study was conducted to determine the effects of the arsenic, lead, and cadmium
mixtures on "Saban", a variety of bread wheat, and "Hasat", a variety of barley, which
were registered by Trakya Agricultural Research Institute in 2014.

Barley and wheat seeds were grown in the plant growth cabinet at 20°C for 10 days
by applying photoperiod. At the end of the 10™" day, while the control group was watered
with distilled water, among the other groups, the 1% day group and the 5™ day group were
watered with the freshly prepared solutions of the mixture containing arsenic, lead, and
cadmium at the concentrations of 15 puM, 30 uM, and 60 uM for 1 day and 5 days,
respectively. The germination percentages, root stem lengths, root stem wet and dry
weights, total protein contents, some hormone levels, and MDA contents in barley and
wheat plants were measured. How the expression levels of SOD, CAT, GS, and GPX
antioxidant enzymes in plants are affected during metal stress has been investigated. The
germination of plants for the study was performed at T.U. Faculty of Science, Department
of Biology. Heavy metal and enzyme expression analyses in plants were carried out at
Trakya University Research and Development Center (TUTAGEM).

A decrease was observed in the experimental groups, in which 15 pM, 30 uM, and
60 uM (arsenic, lead, and cadmium) metal ion mixture was applied, in terms of the
germination rate depending on the increased concentration, and a decrease was observed
in the root and stem dry weights of the plants in all groups compared to the control group.
MDA levels were determined to increase at all doses. It was determined that heavy metals
accumulated by increasing in the tissues due to the increased concentration of heavy
metals in the heavy metal ion-applied groups compared to the control group. As a result,
it was determined in the study that there were significant changes in the expression levels
of antioxidant enzymes, which are the primary response to oxidative stress in plants
exposed to heavy metals, depending on the stress
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BOLUM 1

GIRIS

Ulkemiz ekonomisinde &nemli bir rolii olan tahil iiriinleri insan beslenmesi agisinda
da biiyiik 6neme sahiptir. Tahillar insanoglunun temel besinlerinden olan ekmegin ham
maddesi olmasinin yansira, hayvanlarin beslenmesin de yem olarak ve birgok endiistriyel
tirtinlerin tiretiminde de temel madde olarak kullanilmaktadir. Ayrica biyolojik degerleri
yiiksek protein igermesi nedeniyle en ¢ok tiiketilen besin kaynaklarindandir. Bu nedenle
yeryliziinde insanlarin besin ihtiyacini kargilamak i¢in yaygin bir bigimde tahil tiretimi
yapilmaktadir. Diinyada yaklasik olarak 674,3 milyon hektarlik bir alanda ekim
yapilirken bu alanda tahil iiretiminin ise yaklagik 2.075 milyon ton civarindadir (Anonim,
2003). Diinyada oldugu gibi iilkemizde de iklimin tahil {irlinlerinin tiretime uygun olmasi
nedeniyle 6zellikle bugday ve arpa iiretimi yaygin bir bicimde yapilmaktadir.

Tahil tiretimi arasinda onemli bir yeri olan arpa, insanoglunun ilk kiiltiire aldig1
bitkiler arasindadir. ilk baslarda sadece beslenme icin kullanilirken, giiniimiizde genel
olarak hayvanlarin beslenmesinde yem olarak ayni zamanda maltlik olarak gerek diinya
gerekse lilkemiz endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Arpa gibi bugday da
diinyada en yaygin olarak yetistirilen kiiltiir bitkisidir. Yiiksek adaptasyonu sayesinde her
tirlii iklim ve ekosistemde yetisebilme 6zelligine sahip olan bugday insanoglunun ilk
caglardan beri en 6onemli besin kaynagi olmustur (Anonim, 2003).

Diinya niifusunun artisina bagli olarak artan besin ihtiyacini karsilamak i¢in gelisen
teknoloji, sanayilesme ve modern tarima baglh olarak son yiizyilda tahil iirlinlerinin
iretim alanlarinda ve tretilen iiriinlerde gozle gortilebilir degisikliklerin olmasina neden
olmustur. Ancak bu degisimin sonucunda meydana gelen olumsuzluklardan en ¢ok
etkilenen yine insanoglu olmustur. Sanayilesme nedeniyle tarim alanlar1 azalmis ve ekim
yapilan alanlarda da tiretimi artirmak amaciyla 6zellikle kimyasal giibre, herbisit, pestisit

gibi kimyasal maddelerin kullaniminda biiyiik bir artig olmustur.



Tarimsal tiretimin artmasina neden olan bu kimyasal maddelerden bazilar1 bitki
gelisiminde hormon etkisi gostererek tahil iretiminde 6nemli bir yer tutmaktadir. Ancak
bu maddeler ekosistemde tahil iiriinleri ile beslenen diger canlilara besin zinciri ile
gecerek bu canlilarda hiicresel hasarlarin yansira kalitsal yapinin da bozulmasina neden
olmaktadir. Ayrica bu kimyasal maddeler ekosistemde tamamen yok olmamakta
ekosistemde ve burada yasayan canlilarda siirekli birikmekte ve ekosistemde yasayan
canlilara toksik etki yapmaktadir (Erdin vd., 2004).

Tarim alanlarinin giderek azalmasinin yansira gelisen teknoloji ve sanayilesmenin
getirdigi kirlilik, mevcut tarimsal alanlarda kirliligin artmasina neden olmaktadir. Bunun
sonucu olarakta tarimsal alanlarda, endiistriden kaynaklanan Kirlilik, tarim alanlarin
verimliligini etkileyerek tarimsal iiretimin azalmasina neden olmaktadir. Cesitli endiistri
ve sanayinin gevreye verdigi kirliliklerin yanisira egzoz gazlari, maden isletmeleri,
tiretimi artirmak amaciyla kullanilan tarimsal giibre ve ilaglar ekosistemdeki agir metal
kirliligini artiran nedenler arasindadir. Ekolojik agidan agir metaller icerisinde yer alan
bu kirletici maddelerden bazilarina, canlilar mikro diizeyde gereksinim duymasina
ragmen fazla miktarda maruz kaldiklarinda bu maddeler canlilara toksik etki
gostermektedir. Canlilarda toksik etki yapan bu tip maddelere toksik maddeler denir. Bu
maddelerin toksisitesi maddenin kimyasal yapisina, miktarina canli tiiriine ve canlidaki
birikim miktarina gore degisim gostermektedir.

Cesitli faaliyetler sonucu ekosisteme atilan ve besin zinciri yoluyla da tiim canlilara
ulasan ve canlilarda birikime neden olan bu toksik maddeler canlilarda serbest radikal
olusumuna yol agmakta ve bu serbest radikallerde canlilarda pek ¢ok hastaliklarin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir (Mercan, 2004). Serbest oksijen radikalleri (SOR) yiiksek
diizeyde reaktif ozellik tasiyan ve oksijen iceren kii¢iikk molekiillerdir. Aslinda SOR
canlida meydana gelen normal metabolik reaksiyonlari sirasinda kiigiik miktarda tiretilen
bir maddedir. Normal sartlarda metabolik reaksiyonlari sirasinda az miktarda tiretilen bu
radikaller canliya zarar vermezler. Ancak fazla miktarda birikmeleri durumunda hiicre
icerisindeki yer alan temel organik maddelerden protein, yag ve DNA gibi maddelerle
reaksiyona girerek canlida énemli zararlarin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (Wu ve
Cederbaum, 2003). SOR iiretimi organizma igerisinde, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidan sistem tarafindan diizenlenir. Hiicre i¢erisindeki SOR’nin artmasi, hiicredeki

oksidan ve antioksidan dengesinin bozulmasina neden olurken, bu durum canlinin hiicre



yapisinda ve molekiillerinde ¢esitli hasarlarin olusmasina yol agar. Canlilarda oksidatif
stres olusumu canlinin hizli yaslanmasina, canlida norolojik bozukluklara ve kanser gibi
pek ¢ok hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Liu vd.,,2003).

Bitkilerin gelisip biiylimesi i¢in ekolojik sartlarin optimum olmas1 gerekmektedir.
Ancak bazi bitkiler, ortam sartlarinda bir degisim oldugu zaman metebolizmalarini bu
sartlara gore ayarliyarak (ortama uyum saglayarak) gelisimlerini devam ettirebilirler.
Ancak bu tolerans siirlarmin tzerinde beklenmedik kosullara maruz kalmalar
durumunda, bu kosullar bitkinin gelisimini, verimliligini ve hayatta kalmasim etkiler.
Bitkide hasarlarin ve fizyolojik degisimlerin meydana gelmesine neden olur (Shao vd.,
2008). Bitkilerin gelisimi sirasinda elverissiz sartlara sebep olan, bitki gelisimini ve
fizyolojik olaylarini etkileyen bunun gibi ¢evresel faktorlerin timiine Stres adi verilir.
Bitkileri strese sokan cevresel faktorlerden en oOnemlileri madencilik, kentsel ve
endiistriyel atiklar, tarimda kullanilan cesitli pestisit, herbisit ve yapay giibreler gibi
maddeler ve trafikte ag¢iga ¢ikan egzoz gazlari araciliyla ekosisteme verilen agir1 miktarda
agir metallerdir. Ekosistemde kirlilige neden olan kadmiyum, kursun, arsenik gibi agir
metaller bitkilerde 6zelliklede ekonomik 6neme sahip tahil iiriinlerinde agir metal stresine
neden olurken, bu triinlerin biliylimesini simirlamakta ve iriin verim ve kalitesini
diistirmektedir (Shanker vd, 2005).

Bu agir metallerden kadmiyum bitkilerin yapisinda bulunan azot ve karbohidrat
gibi temel maddelerin metabolizmasin da degisikliklere neden olmaktadir. Ayrica
proteinlerin yapisindaki-SH gruplarini ve enzimleri etkilemekte, fotozentezde gorev
yapan enzimlerin sentezini bozarak fotosentezi engellemekte ve stomalarda kapanmaya
yol agarak transpirasyon ile su kaybmin azalmasima ve bitki fizyolojisinde bir takim
degisimlere yol agmaktadir (Sheoran vd, 1990; Zengin ve Munzuroglu, 2005).

Endiistriyel ve madencilik faktorleri gibi kirlenme kaynaklarina ek olarak kireg tast,
kursun yataklar1 gibi faaliyetlerle de ekosisteme verilen kursun bitkilerde dogal olarak
bulunur ancak bitki gelisimi i¢in mutlak gereken bir element degildir. Kursunun toksik
etkisi ortamdaki yogunluguna, diger maddelerle tuz olusturma sekline, bulundugu
topragin niteligine ve bitki tiiriine bagl olarak degismektedir. Kursun’un bitkilerdeki
toksik etkisi genel olarak bitkideki makromolekiillerin fonksiyonel gruplarinda yer alan

metal iyonlartyla birlesmesi ile olur. Boylece fotosentez ve bitkinin su igerigini



diizenleyen g¢esitli enzimlerin aktivitesini degistirerek bitkinin ¢imlenmesi, koklerin
slirgiin vermesi gibi bitki gelisim olaylarini etkilemektedir (Lamhamdi, vd.,2011).

Arsenik yer kabugunda en cok bulunan agir metallerden biridir. Tarimda,
eczacilikta, sanayi endiistrisinde hammadde olarak kullanilan arsenik ekosistemde
bulunan canlilar i¢in oldukga toksik etkisi olan agir metallerdendir. Ozellikle inorganik
arsenik (arsenat ve arsenit ) bitkiler icin yiiksek derecede toksiktir. Ciinkii bu maddeler
bitkilerdeki fosforilasyonu ¢ozer ve bitkinin fosfat alimini engeller. Hatta bu madde
bitkilerde yiiksek konsantrasyonlara eristiginde bitki biliylimesini engelleyerek bitkinin
oliimiine dahi neden olur (Chun-Nu vd., 2006). Arsenigin ekosisteme girdigi en dnemli
kaynaklar, insektisitler, herbisitler, ahsap koruyucular, kokusuz boya tiretimi, madencilik
ve komiir yataklaridir (Castillo-Michel, vd., 2007). Cevresel kirlenmenin bir sonucu
olarak arsenik karasal ekosistemlerde oldugu gibi sucul ekosistemleri de etkileyerek icme
suyu ve beslenme yoluyla insanlara kadar ulasmaktadir. Cin’de arsenik madeni
civarindaki yerel halkin % 35’inden fazlasinin arsenik toksisitesi ile karsi karsiya oldugu
bilinmektedir (Wang, vd.,1999). Bu alanda yapilan g¢alismalar bugday, piring ve
topraklardaki arsenik konsantrasyonu ile insanlarin saglarindaki arsenik konsantrasyonu
arasinda anlamli bir iliskinin oldugunu gostermistir (Lin, vd., 2001).

Cesitli cevresel stresler siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve
singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerinde artisa sebeb olur. Reaktif oksijen tiirlerinin
asirt Uretimi hiicresel yapi ve metabolizma iizerinde negatif etkilere yol agar. Reaktif
oksijen tiirleri proteinler, DNA ve hiicre membranlarinda oksidatif hasara sebeb olduklari
icin hiicreyi 6liime dahi gotiirebilmektedirler. Bir¢ok canli tiirti gibi bitki hiicreleri de belli
seviyeye kadar ROT ile enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla miicadele edebilirler.
Bitkilerdeki enzimatik antioksidan savunmanin temel elemanlart Siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), Katalaz (CAT) ve glutatyon sentaz (GS) tir (Bucova
vd., 2012) Vaskiiler bitkiler ¢cevre sartlarindaki degisikliklere hizli sekilde cevap vermek
zorundadirlar. Olusan strese en erken cevap Reaktif oksijen tiirlerinin artmasina bagh
olarak kok biiyiimesinin inhibisyonudur (Potters vd., 2009) Arsenik kadmiyum ve kursun
biyolojik proseslerde esansiyel olmayan canlilar i¢in toksik oldugu bir¢ok calisma ile
gosterilmis agir metallerdir.

Cevre kirliligi sebebi ile su topraktaki konsantrasyonlari tolere edilebilir sinirlarin

tizerine ¢ikmistir ve canliligi tehtit etmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada Trakya Trimsal



Arastirma Enstitiisli tarafindan 2014 yilinda tescil edilen bir ekmeklik bugday ¢esidi olan
“Saban”,ve bir arpa ¢esidi olan “Hasat” ¢esitleri tizerinde arsenik kadmiyum ve kursunun
kisa siireli uygulamasinin bitkilerde stres kosullar1 sirasinda énemli rolii oldugu birgok
yayinda ifade edilen antioksidan enzimler SOD, CAT ve GS enzimlerinin metal stresi

sirasinda ifade diizeylerinin nasil etkilendigi arastirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. TAHILAR VE ONEMI

Tarla bitkileri, tarim alanlarinda yetistirilen genelde otsu yapida tek yillik, bazen de
calimsi veya odunumsu yapida ¢ok yillik kiiltiir bitkileridir. Tarla bitkileri genel olarak;
tahillar, yemeklik baklagiller, endiistri bitkileri ve yem bitkileri olarak dort ana grup
altinda toplanir. Buna ilave olarak hayvan beslenmesinde kullanilan dogal ve yapay
olusturulmus cayir ve meralar da yetisen bitkilerde tarla bitkileri grubunda yer alir.
Tohumlarinin biiyiik bir boliimii nisastadan olusan ve bu tohumlarin ogiitiilmesi
sonucunda insanlarin temel besinini olusturan un ve kepek elde edilen, buna ilave olarak
protein, yag ve mineral maddeleri de bilinyesinde bulunduran, yetistirilmesi igin belirli
ekolojik faktorlere (Sicaklik, nem, 151k vb) gereksinim duyan iiriinlerin bulundugu gruba
tahil (Hububat) ad1 verilir. Tahillarin tiimii bugdaygiller (Gramineae =Poaceae) familyasi
igerisinde yer alir. Bu tahil ¢esitlerinden bugday (Triticum sp), arpa (Hordeum
vulgare L.), yulaf (Avena sativa L.), cavdar (Secale cereale L.) ve tritikale (Triticosecale
Wittm.) gibi tahillar serin iklim tahillar1 olarak isimlendirilirken; ¢eltik (Oryza spp. L.),
misir (Zea mays L.), kocadar1 (Sorghum bicolor L.), kumdar1 (Arena milium), cindar
(Panicum italicum L.) ve kusyemi (Phalaris canariensis L.) ise sicak iklim tahillar1 olarak
isimlendirilir.

Insanoglunun var olusundan bu yana beslenmesinde énemli bir yeri olan tahil
bitkilerine yiiksek oranda karbonhidrata dayali enerji ve protein saglayict 6zelligi
nedeniyle biiylik onem verilmistir. Bunun yansira insanlara verdigi doyum hissi
nedeniylede ayri1 bir éneme sahiptir. Tahil {riinlerinin tat ve aroma yoniinden notr
(etkisiz) 6zellikte olmasi ve bu 6zelligi sayesinde de ilk ¢aglardan bu yana stirekli yenilen

temel bir gida maddesi olma 6zelliklerini korumustur. Insan beslenmesinde bu kadar



onemli bir yere sahip olan tahil iiriinlerinde lif oraninin yiiksek olmasi az yag igermesi
nedeniylede insan viicudunu bazi hastaliklara kargi korumaya da yardim etmektedir.
Ancak tahil iirtinlerinin insan sagligi {izerine bu olumlu etkilerinin yani sira azda olsa bazi
kisilerde ¢Oliyak ve fenilketonuri gibi hastaliklara da neden olabilmektedir (Koksel ve
Demiralp, 1994).

Bir tahil tanesinin yapisina baktigimizda genel olarak kepek, riiseym ve endosperm
olmak tizere 3 kisimdan olusmaktadir (Sekil 2.1).

1) Kepek: Tahil tanesinin dis kisminda bulunur ve taneyi distan 6rten katmanli lifli
bir ortidiir. Tohumun igerisinde kalan diger iki kismi kapatarak tohum tanesini distan
gelecek zararlara karsi korur. Besin olarakta, antioksidan, demir, g¢inko, bakir,
magnezyum ve B vitamini gibi ¢esitli bitkisel besinleri igerir.

2) Riiseym: Tahil tanesinin ¢imlenerek yeni bir bitkiyi meydana getirecek olan
boliimii yani embriyodur. Bu béliimde B ve E vitaminleri, doymamis yaglar gibi ¢esitli
bitkisel besinler vardir.

3) Endosperm: Tohumun ¢imlenmesi sirasinda bitki fotozentez yapana kadar
bitkinin beslenmesi i¢in gerekli olan karbonhidratlar, proteinler vitamin ve bazi

mineralleri saglayan boliimiidiir. Beyaz un sadece endosperm igerir.

Endosperm
> Kepek
) N
/ . Oz (Ruseym)

Sekil 2.1: Bir tahil tanesinin  yapisi.(http://yadelfin.blogcu.com/bugdayin-
anatomisi/13437311 23.09.2016 de alinmistir.)


http://yadelfin.blogcu.com/bugdayin-anatomisi/13437311%2023.09.2016
http://yadelfin.blogcu.com/bugdayin-anatomisi/13437311%2023.09.2016

ARPA: Gramineae familyasinda Hordeum cinsine ait olan arpa ilk kiiltiire alinan
tarla bitkilerinden biridir. Hordeum cinsi kendi iginde Hordeum, Anisolepis, Critesion ve
Stenostachys olmak iizere 4 seksiyona ayrilir. Hordeum seksiyonu ise Hordeum vulgare
L. Hordeum bulbosum L. ve Hordeum murinum L. olmak tizere 3 tiir igermektedir.
Diinyada ve tilkemizde kiiltiirii yapilan arpa ¢esidi Hordeum vulgare tiirtine girmektedir.
Temelde arpa, hayvanlarin beslenmesinde yem bitkisi olarak kullanilirken un ve bira
sanayinde de kullanilan 6nemli bir tahil bitkisi olmasinin yanisira ¢oraklasan topraklarin
1slah edilmesi amaciyla bu alanlara ekilen 6nemli bir kiiltiir bitkisidir. Arpa Tiirkiyede

daha ¢ok hayvan yemi olarak, az bir kism1 da malt sanayinde kullanilmaktadir.

BUGDAY: Gramineae familyasinda Triticum cinsine ait olan bugday, tiim diinya
da temel gida maddesi olarak insanlarca en fazla kullanilan ve tarimi yapilan kiiltiir
bitkilerinden biridir.

Bugdaylar 3 grup altinda siniflandirilmaktadir.

1) Makarnalik Bugday (Triticum durum)
2) Ekmeklik Bugday (Triticum aestivum)
3) Topbas veya Biskiivilik Bugday (Triticum compactum)

Ancak halk arasinda ve bugday piyasasinda bugdaylar genel olarak tohum tanesinin
karakterine gore siiflandirtlir (Armutlu 2013).

1) Tane sertligine gore: Sert ve Yumusak Bugday

2) Tane rengine gore: Kirmizi ve Beyaz Bugday

3) Ekilis zamanina gore: Yazlik ve Kiglik Bugday

Bugday diger tahil tiriinlerine gére diinya'da 217 milyon hektarlik alanda ekimi
yapilirken, 629 milyon tonluk iiretim miktari ile ilk sirada yer almaktadir (Fao, 2005).
Ulkemizdeki ekili alanlarmin yaklasik % 50’sini tahil {iriinleri olustururken bununda %70
lik gibi biiyiik bir boliimiinii bugday olusturmaktadir (Giileg, vd., 2010). Ulkemizde artan
niifusla birlikte ve bugdaydan elde edilen ekmek, bulgur, makarna, irmik, biskiivi, nigasta
gibi iirlinlere de ihtiya¢ giderek artmaktadir. Son 20 yilda Tiirkiye’de ekilen alan 6,6- 9,8
milyon hektar iken, bu alanlarda elde edilen iiretim 15,7 — 22,05 milyon ton civarindadir.
Ulkemizin Trakya bolgesinde 550.000 hektarlik bir alanda ekim yapilmakta ve 2 milyon
ton civarinda iiriin elde edilmektedir (TUIK, 2017)



2.2. BITKILERDE STRES

Bitkilerin gelisimi sirasinda elverissiz sartlara sebep olan, bitki gelisimini ve
fizyolojik olaylarini etkileyen ¢evresel faktorlerin tiimiine stres adi verilir. Genel olarak
biyotik faktorler patojenler, mikroorganizmalar, bocekler, hayvanlar gibi canlilarin
meydana getirdigi degisimlerdir. Abiyotik faktorler ise fiziksel ve kimyasal faktorlerdir.
Stres, bitkilerin metebolik ve fizyolojik olaylarimi etkileyerek biiylime ve gelismeyi
olumsuz sekilde etkilerken, iiriin kalitesi ve verimin azalmasina neden olarak bitkinin ya
da organlarmin oliimiine sebep olmaktadir. Bitkilerde goriilen baslica stres cesitleri

asagidaki gibi siniflandirilmaktadir.

a) Su Stresi (Kuraklik Stresi)

b)  Tuz Stresi

C) Sicaklik Stresi

d) Don Stresi

e) Isik Stresi

f) Hastalik Stresi

9) Su Tagkini (Fazla Su) Stres

h)  Oksidatif Stres

) Hava Kirliligi Stresi

]) Agir Metal Stresi

Biyotik ve abiyotik olarak gruplandirilan stres faktorlerinin etkisi altinda olan
bitkilerde birtakim savunma mekanizmalari gelistirmektedir. Bu mekanizmalar 1) Makro
molekiillerin ve iyonlarin homeostasisi; 2) Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) olusumu; 3)
Detoksifikasyon dur (Biiyiik, vd.,2012). Abiyotik stres sartlar1 bitkide oldukga toksik
etkisi olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna neden olmaktadir. Hiicrelerde
bulunan reaktif oksijen tiirleri, Singlet oksijen (102), Siiperoksit anyonu (O2™), Hidrojen
peroksit (H202) ve Hidroksil radikali (OH") gruplaridir. Normal kosullar altindaki bir bitki
hiicresindeki bu maddelerin miktarlari denge halinde olmasi nedeniyle hiicreye her hangi
bir zarar1 olmaz (Halliwell ve Gutteridge, 1998).
Normal kosullar altinda ROT’lar; bitkilerin gelismesinde rol oynayan bitki

hormonlarinin iiretiminde, hiicre duvarindaki polimerlerin yapisinin degisiminde ve

bitkinin ¢evredeki degisiklikleri algilamasi gibi bitkinin birgok 6nemli metabolik ve



fizyolojik olaylarinda “oksidatif sinyal molekiili” olarak gérev alirlar. Ancak bitkilerde
olusan stres sonucunda artan ROT bitki hiicresinde lipid, protein ve enzim yapisinin
bozulmasina, klorofilin pargalanmasina, DNA ve RNA’nin yanisira hiicrenin zarar

gbérmesine neden olmaktadir (Swanson ve Gilroy, 2010).

2.3. AGIR METAL KIiRLIiLiGi

Giliniimiizde 6zellikle kimya sanayinin gelisimiyle birlikte kimyasal maddelerde
¢esitlenmeler olmus ve bu giin yaklasik 9 milyon kimyasal maddenin 7600t giinliik
yasamda kullanilmaktadir. Bu kKimyasal maddeler igerisinde ekosistemde agir tahribatlara
neden olan agir metaller 6nemli bir yer tutmaktadir. Agir metal, atom agirligi 40’tan fazla
olan ve eksenindeki elektron dagilimi benzerlik gosteren ve 6zgiil agirhg 5 g/em®’ten
fazla olan kimyasal maddelerdir. Bu agir metaller canlilarin kullanimi agisindan iz
elementler olarak isimlendirilir. Ancak canlilar bu elementlere isminden de anlasilacag:
gibi ¢ok diisik miktarlarda gereksinim duyarlar. Bu elementlerden bazilarinin
eksikliginde veya yoklugunda canlilik faaliyetleri sekteye ugrar ve canlidaki biiyiime ve
tireme durur. Bu agir metallerden Bakir (Cu), Cinko (Zn), Demir (Fe), Mangan (Mn),
Molibden (Mo), Nikel (Ni) ve Kobalt (Co) bitkilerin biiyiimesi ve gelismesi igin gerekli
elementler grubunda yer alirken, Arsenik (As), Civa (Hg), Kadmiyum (Cd), Kursun (Pb)
ve Krom (Cr) gibi elementler ise bitki gelisimi i¢in gerekli degildir (Kose, 2007; Niess,
1999).Ancak bazi agir metal elementlerinin canlilar agisinda 6nemi canli tiirlerine gorede
degisim gostermektedir. Nikel bitkilerde toksik bir etki gosterirken, hayvanlarda eser
miktarda bulunmasi gereken bir elementtir (Kahvecioglu, vd.,2009).

Giliniimiizde gelisen teknoloji ve sanayilesmeye bagli olarak artan ¢evresel kirlenme
sonucunda insanlar i¢in gerekli olan gida kaynaklarininda kirlenmesi insan sagligini
tehdit eder bir duruma gelmistir. Cesitli yollarla ¢evreye atilan kirletici maddelerin
bazilar1 besin zinciri yoluyla tiim canlilara gegerek bu canlilarda bir birikime neden
olmaktadir. Baz1 kirleticiler besin zincirinin ilk halkalarinda az miktarda bulunsalarda,
birbirini izleyen halkalarda yogunluklari artabilir ve bu biyolojik birikim olarak
adlandirtlir. Bitkiler gesitli yollarla (atmosfer, organik giibre ve tarimsal ilaglar, atik sular
vb) topraga bulasan kirleticileri 6zelliklede agir metalleri organizma igerisinde biriktirme
egilimindedir. Organik kirleticilerin aksine agir metaller toprakta par¢alanmadiklari igin

birikime neden olmakta ve yiiksek seviyelere ulastifinda canliya zarar vermesinin yani
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sira toprak kalitesinide etkileyerek tiretim miktarinda ve iiriin kalitesinde bozulmalarda
da neden olmaktadir (Blaylock ve Huang, 2000; Wu vd.,,2010).

Baz1 agir metaller tiim canlilarin yapisinda belirli limit degerlerinde bulunan ve
yapisal olarak metabolizmada bazi gorevler Ustlenen elementlerdir. Bu nedenle
eksikliginde canli yapisinda ve fizyolojisinde bazi bozukluklar gelisebilir. Ancak agir
metaller yiiksek dozda ya da disik dozlarda alindiginda canlilarda birtakim
reaksiyonlarin gelismesine neden olabilirler.

Ozellikle toprak ekosistemini etkileyerek bitki gelisimini olumsuz yonde etkileyen,
agir metallar endistriyel veya evsel atik sular, maden isletmeleri, matbaacilik,
fotografcilik, tekstil, elektrik-elektronik, kimya ve boya sanayi gibi faaliyetler sonucunda
ekosisteme verilmektedir (Saglam ve Cihangir,1995). Endiistri kuruluslar gesitli imalat
ve tretim i¢in kullandiklar1 civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom, arsenik ve
glimiis gibi agir metalleri atik sular ya da baska yollarla ekosisteme vermektedir. (Wong
ve Kwok 1992; Gadd ve Griffits 1978; Ting vd.,,1991). Ay sekilde; tahil bitkilerinin
tiretimi i¢in kullanilan pestisitlerinde ekosistemdeki kadmiyum, kursun ve arsenik gibi
agir metallerin artisina neden oldugu belirlenmistir. Polonya, Bulgaristan ve Italya gibi
tilkelerin bazi bolgelerindeki tiretimi yapilan tiriinlerden elde edilen sarap ve alkol gibi
iceceklerde, agir metal seviyesinin Avrupa Birligi’nin yasal olarak izin verdigi deger
araligindan yiiksek oldugu tesbit edilmistir (Formicki, vd.,,2012).

Cesitli faaliyetler sonucunda ekosisteme verilen tiim kirletici maddeler bu
ekosistemde yasayan bitkiler de strese neden olarak bitkinin fizyolojisinde ve genetik
yapisinda bir takim degisiklikler meydana getirmekte ve bitkide iirlin kaybina ve hatta
6liimiine neden olmaktadir (Zengin ve Munzuroglu, 2003). Bitki gelisimi i¢in mutlak
gerekli olsada, olmasada agir metallerin canlida asir1 birikimi bitkinin fizyolojisini
etkileyerek organizmada, besin maddelerinin iletimini, fotosentezi ve enzim aktivitesini,
niikleik asit yapisini, klorofil olusumunu, olumsuz etkilemekte membranlarda hasar
olusumuna ve hormon dengesinin bozulmasina neden olmaktadir (Yildiz ve Aksu, 2005).

Ekosistemde bulunan bir¢ok agir metal, beslenme, solunum faaliyetleri sonucu
organizma igerisine girmektedir (Lauwerys, vd.,,1993). Organizma igerisine alinan bu
agir metaller, canli metabolizmasi ve fizyolojisi tizerine etkisi degisik yollarla olmaktadir.
Organizmada agir metaller proteinlerle etkilesime girerek proteinlerin enzimatik

ozelligine ya da yapisal ve fonksiyonal degisimine neden olarak onlar1 inhibe edebildigi
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gibi temel molekiillerin yerini alarak ta toksik etki gostermektedir (Bremner, 1974).
Degisik yollarla alinan agir metaller tastyicilar tarafindan hiicre i¢ine alinmakta ve agir
metallerin redoks aktiviteleri veya hiicre i¢ine 6zgii sekilde metabolizmay: etkileyerek
organellerde ROT olusumuna neden olmaktadir. Plazma membraninda lokalize olmus
NADPH oksidaz enziminin agir metal bagimli aktivasyonu da ROT iiretilmesine neden
olmaktadir. ROT’larin asir1 {iretimi, bitki biiylimesi inhibisyonuna ve hiicre zararina
neden olabilen redoks dengesizliklerine ve sinyal islevlerinde (MAPK yollar1 gibi)
bozukluklara neden olmaktadir (Sekil 2.2)

Sekil 2.2:Agir metal bagimli reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) iiretim yollari. (Siyah
noktalar, apoplastta ve hiicredeki agir metal dagilimini géstermektedir). Sharma ve Dietz,
2008 de alinmustir.
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2.4, KADMIYUM (Cd)

Kadmiyum dogada nispeten nadir bulunan agir metallerdendir. Cd, canlilar i¢in
gerekli elementler grubuna girmemektedir. Bu nedenle de ¢ok kiigiik konsantrasyonlarda
bile toksiktir ve biyolojik yari 6mrii uzun olan 6nemli bir Kirleticidir. Cd diger agir
metaller arasinda, suda iyi ¢oziindiigiinden dolayr dogada yayilma hizi yiiksek bir
elementtir (Goyer, 1991; Lyons vd.,1996). Cd 6nemli enzimlerde ve organlarda eser
miktarda bulunan ¢inkonun yerini alarak, enzimlerin ve bu organlardaki gorevlerini
etkilemektedir.

Cd’un toprakta dogal olarak bulunmasmin disinda tarimda kullanilan ilag ve
giibreler, sanayi ve evsel atiklar antropojenik kaynaklar vasitast ile topraga karismaktadir
(Manta, vd.,2002; Komarnicki, 2005). Son yillarda topraklar da bulunan Cd miktarinda
fosforlu giibre ve aritma sistemlerinde elde edilen ¢camurlar yogun olarak killanildig1 i¢in
onemli bir artis olmustur (Ozbek, vd.,1995).

Buna ilave olarak yirminci yiizyilin ikinci yarisindan sonra endiistriyel gelisimlere
ve kentlesmeye bagli olarak ortaya ¢ikan hava kirliligi glinlimiizde 6nemli bir ¢evresel
sorundur. Havaya karigan Cd partikiilleri yagmurlarin etkisiyle yeryiiziine inerek topraga
ve suya karisirlar. Cd suda ¢6ziiniir olmasi nedeniylede bitki kokleri tarafindan alinmakta
ve diger dokulara taginmaktadir. Bitkilerde biriken Cd besin zinciri yoluyla insanlara
kadar erismektedir. insanlarda ndrotoksik, mutajen ve karsinojen etkiler gdstermektedir
(Dalcorso, vd., 2010; Gill, vd., 2011).

Toprakta bulunan Cd ve Pb’un yliksek dozlarda bitkiler tarafindan alinmasi
durumunda bitkilerin gelismesini etkileyerek, tiriin ve verim kalitesinin diismesine ayrica
insan i¢in besin olma 6zelliginin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica Cd, yapraklarin
klorozuna ve yaprak yaslanmasinin artmasina neden olurken fotosentez hizinda bir diisiis
ve metabolik olaylarda da bir degisim meydana getirmektedir (Wang, vd., 2006;
Zheljazkov, vd., 2006). Cd bitkiler tarafindan asir1 dozda alinmasi durumunda bitkilerde
fotosentezi olumsuz etkileyerek bir dizi reaksiyonlar meydana getirmektedir. Bu klorofil
sentezinde gorevli protoklorofil reduktaz ile aminolevulinik asit sentezinin
engellemesiyle baglar. Buna ilave olarak serbest radikal olusumuna yol agarak tilakoid
membran lipitlerinin oksidatif yikimina bagl olarak ta klorofil yikiminin artmasina ve

sentezinin engellenmesine neden olmaktadir. Cd genel olarak protein kdkenli bilesiklerle

13



yani aminoasitlerle bag kurarak metabolizmalarin isleyisini durdurmakta veya
yavaglatmaktadir (Zengin ve Munzuroglu, 2005.)

Normalde, Cd iyonlar1 bitkilerin koklerinde tutunur ve az bir kismi gévdeye geger.
Buna baglh olarakta bitki dokusundaki Cd konsantrasyonu
kok>govde>yaprak>meyve>tohum seklindedir. Ancak bazi g¢alismalarda Cd bitkinin
kok, gévde, yaprak gibi kisimlarinda bulunmasina ragmen bitki meyvesinde bulunmadigi
da belirtilmektedir (Benavides, vd.,2005).Bitkiler tarafindan absorbe edilen Cd, gesitli
hiicresel islemleri olumsuz olarak etkileyerek bitki biiylimesinde azalmaya yapraklarin
klorozuna ve yaprak yaslanmasinin artmasina neden oldugu bildirilmistir. Bu goriiniir
septomlar fotosentez hizinda bir diisiis ve metabolik yolaklardaki degisimleri
yansitmaktadir (Gonzalez vd.,2017). Ozellikle besin zinciri yoluyla insanlara kadar
ulasan Cd ve bilesenleri insan bobreginde ve karaciger gibi bazi dokularda birikime neden
olarak insanlarda tansiyon, akciger kanseri ve kemik erimesi gibi hastaliklara neden
olurken, protein, lipit bozulmasina ve DNA hasarina neden olan serbest radikallerin
artisina neden olmaktadir (Lin, vd., 2001; Aravind ve Prasad, 2005:Bertin ve Averbeck,
2006).

2.5. KURSUN (Pb)

Kursun dogada dogal olarak bulunmasina ragmen petrol sanayi (6zellikle benzine
eklenmesi) cesitli kimya ve boya sanayinde, gida sanayinde (konserve iiretimi),
matbaacilik, cam ve plastik iiretiminde yaygin olarak kullanilmakta ve bu faaliyetler
sonucu ¢evreye verilmektedir (Nriagu ve Pacyna,1988; Kaya, vd.,1998). Ancak son
yillarda kursunsuz benzin iiretimi ve kullanim1 ekosisteme verilen kursun miktarinda bir
azalmaya neden olmustur.

Pb, temel tahil iriinlerinde, meyve ve sebzelerde, et ve deniz tiriinlerinde, su ve bazi
icecek tiirleri ile baharatlar gibi temel gidalarda dogal olarak ya da kontamine olarak
bulunmaktadir (Tayfur, 2009). Genel olarak gida isleme yontemleri ve kullanilan
ekipmanlar, gidalardaki Pb’nun kaynagi olarak goriiliirken son yillarda isletmelerde
kullanilan yiiksek kaliteli metal malzemeler Pb’nun bu temel gidalara bulagsmasini biiyiik
Olglide azaltmistir. Ayrica bu malzemelerin temizlenmesinde kullanilan deterjanlar, bu
malzemelerin yapisinda bulunan As, Pb ve Cd gibi agir metallerin ¢oziinmesini

saglayarak besin maddelerinin kontaminasyonuna neden olmaktadir (Conor, 2006).
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Pb elementi bitkiler i¢in mutlak gerekli olmayan elementlerden biri olmamasina
ragmen biitlin bitkilerde dogal olarak bulunmaktadir. Ancak canlilardaki Pb miktar1 150
ppm’i asmadigi siirece bir tehlike olusturmaz. Bunun {izerinde bitkiler i¢in, 6zellikle de
300 ppm’i agsmasi durumunda insan sagligini tehdit etmektedir (Diiriist, vd., 2004).

Bitkilerde Pb konsantrasyonu normal degerleri asmasi durumunda bitkinin
fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerinde bir takim degisiklikler meydana gelerek bitkinin
biiyiimesini ve gelismesini engellemektedir. Ornegin kdk biiyiimesinin inhibisyonu, ciice
biiyiime ve kloroz bunlardan bazilaridir. Buna ilave olarak hiicre turgorunu ve hiicre
duvarini etkilemesinin yani sira stomalarin acilip kapanmasini, yaprak miktarinda
azalmaya ve bitkideki su rejiminin bozulmasina neden olmaktadir. Ayn1 zamanda kok
gelisiminin yavaslamast ve koklerin besin alma Ozelliklerinin azalmasi nedeniyle
bitkilerin katyon ve anyon alimimi etkileyerek bitki beslenmesinin bozulmasina neden
olmaktadir (Sharma ve Dubey, 2005). Ayrica bitkide toksik seviyede Pb bulunmasi
bitkideki makromolekiillerin yapisinda bulunan metal iyonlarii etkiliyerek cesitli
enzimlerin aktivitesini degistirmek suretiyle c¢imlenme, siirgiin ve kok gelisimi,
fotosentez gibi olaylarda bitkinin tolerans sinirlarini degistirmektedir (Lamhamdi, vd.,
2011). Pb’un bitkilerdeki zararli etkilerden biri de, ROT olusumun sonucundan
kaynaklanan oksidatif strestir. Bitkilerin bu olusan oksidatif stres karsisinda
savunmasinda, antioksidan enzimlerin yan1 sira askorbik asit, glutatyon ve a-tokoferol
gibi antioksidan maddeler gérev almaktadir (Mishra, vd.,2006).

Ozellikle besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulasan Pb’un insanlardaki yiiksek
konsantrasyonu sinir sistemi ile ilgili sorunlar bobrek yetersizligi, anemi, korliik, D

vitamini bozukluklara neden olmaktadir (Jarup, 2003).

2.6. ARSENIK (As)

Bilesikleri gri ve sar1 kristaller olarak iki ayri bicimde bulunan arsenik, M.O. 4.
Yiizyil’dan beri bilinmesine ragmen, element olarak ancak 17. Yiizyil’da tanimlanmistir.
Dogada genellikle kristal formda yer alan arsenik inorganik ve organik bilesikler seklinde
bulunur. inorganik arsenik bilesikleri siilfiir, oksijen, klor elementleriyle birlikte
bulunurken, organik arsenik bilesikleri karbon ve hidrojen ile bulunur ve oldukg¢a

fitotoksiktir. Ciinkii fosforilasyonu ¢ozer ve fosfat alimini inhibe ederek bitki biiyiimesini
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engeller ve hatta bitkiyi 6liime gotiiriir (Kumaresan ve Riyazuddin, 2001; Dousova, vd.,
2003; Geng, vd.,2006; Sun, vd.,2008).

As endiistri sanayinde cam yapimi, kursunun sertlestirilmesi, antimikrobiyal madde
tiretimi gibi alanlarda ve ilag sanayinde, radyoaktif izotoplar1 tip alaninda ve tarimsal
insektisit iiretimi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Yagmur ve Hanci, 2002; Omaye, 2004).
As’in canlilarin yasam alanlar1 olan ekosistemlere kiiresel 1sinma, volkanik hareketlilik,
mineral-kayag ¢oziinmesi gibi dogal yollarla dahil olmasinin yansira, orman yanginlari,
endiistriyel atiklar, evsel atiklar ve tarimsal ilaglar yoluylada bulasmaktadir.

As endistriyel, zirai, eczacilik alaninda bazi maddelerin iiretimi ig¢in yararh
olmasina ragmen insan ve ¢ogu canli organizmalar i¢in oldukga toksik bir etkiye sahiptir
ve kanserojendir (Duker, vd., 2005). insanlarda gida yoluyla alian arsenigin deri kanseri
ve yumusak doku kanserleri, solunum ile alindiginda akciger kanserine sebep olabilecegi
bildirilmistir (Cheville,1983; Chakraborti, vd.,2010).

As’in insanlara erisimi genel olarak gidalar ile olmaktadir. igsularda ve igcme
sularinda 0.5-1.0 mg/L bulunmas: zehirlenmelerine neden olmaktadir. As zehirlenmeleri
sonucunda insanlarda yutma gii¢liigii, karin agrisi, bulantt ve kusma, ishal, kaslarda

kramp seklinde kasilmalar, susuzluk hissi, koma ve 6liim goriilmektedir (Demirci, 2007).

2.7. AGIR METALLERIN MEMBRANLAR UZERINE ETKIiLERI

Agir metallere maruz kalan bitkilerde goriilen en 6nemli degisimlerden biri lipid
peroksidasyonudur. Bu durum bitki hiicresinde dogrudan membran hasarina neden
olmaktadir (Yadav,2010). Bitkilerde olusan bu membran hasari, bitki hiicrelerinde
dengesiz besin ve su alinimina neden olarak ve stoma iletkenligini azaltir (Garg, 2011).

Hiicre zarlarinin yapisi genel olarak lipit ve proteinden olugmaktadir. Agir metaller,
hiicrede bulunan doymamis yag asitlerinden reaktif oksijen tiirleri aracilig1 ile hidrojen
cikartarak hiicre duvarindaki lipidlerde peroksidasyona neden olmaktadir. Agir metaller
araciliyla hiicrede bulunan yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu acgiga c¢ikan
Malondialdehit (MDA) sitotoksik bir aldehit olup, DNA ve hiicre proteinlerine zarar
vermektedir. MDA igerigi, lipit peroksidasyonu i¢in 6nemli bir belirte¢ kabul edilmekte
ve MDA miktarindaki artis asir1 lipit peroksidasyonunu gostermektedir (Panda ve
Choudhury,2005; Zhou vd.,2009).
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Yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda ortama verilen iiriinler hiicre zarmin
gecirgenligini ve akiskanlhigini etkileyerek hiicre ve hiicre organellerinin birbirinden
ayrilmasina yol agmaktadir (Nyska ve Kohen, 2002).(Sekil 2.3).

Baslama: LH+R _— L'+RH
flerleme: L'+ 0; —_— LOO"
LOO"+1LH —_— LOOH+L’

Sonlanma: LOOH —* L0’ ,LOO" . Malondialdehid (MDA) gibi aldehidler
LOOH + Fe? ———» Fe™ + OH +RO'( Alkoksi radikali )

LOOH + Fe? ———  Fe’+H +RO; ( Peroksi radikali )

Sekil 2.3: Lipit peroksidasyonunun temel prensipleri (URL2).

2.8. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ¢iftlesmemis bir yada birden
fazla tek elektron tagiyan ve genellikle bir elektronunu kaybetmis olan oksijen atomu
bulunduran kararsiz molekiillerdir. Yiiksek enerjiye sahip olan bu molekiiller diger
molekiillerle elektron aligverisi yapabilirler. Bu molekiillere reaktif oksijen tiirleri (ROT)
ad1 verilmektedir (Cavdar ve Sifil, 1997).

Serbest radikaller olusum sekillerine gore asagidaki gibi simiflandirilabilir (Akkus,
1995) (Sekil 2.4).

1) Homolitik ayrilma: Kovalent bagli bir molekiilin her bir parcasinda ortak
elektronlardan birisinin kalarak radikal olusumu.

2) Heterolitik ayrilma: Kovalan baglh bir molekiilden tek bir elektron kaybinin
gerceklesmesi ile radikal olusumu.

3) Elektron transferi: Normal bir molekiile tek bir elektron eklenmesi veya

transferi ile de radikal olusu seklindedir.
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COH -OH + NO5-
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Sekil 2.4: Serbest oksijen radikallerinin olusumu (Stahl ve Sies, 2002 de alinmustir).

Oksijen, dogadaki tiim canlilar i¢in hayati Onem tasiyan vazgegilmez bir
molekiildiir. Bu kadar 6nemli olan oksijenin hiicrede herhangi bir nedenle eksik
indirgenmesi sonucu hiicre igerisinde oldukc¢a zararlh ROT ve serbest radikaller
olusmaktadir. Hiicrede bu maddelerin asir1 miktarda olusmas: "oksidatif stres™ olarak
tanimlanir. Olusan bu oksidatif stres hiicre iizerinde olumsuz etkilere sahiptir. Oksidatif
stres sonucu olusan Ozellikle serbest redikallerden hidroksil (OH) basta olmak iizere
serbest radikaller, DNA'daki bazlari’nin degismesine ve DNA kiriklarina sebep olarak
kanser olusumu ve hiicre yaslanmasina neden olmaktadir (Moldovan ve Moldovan, 2004)
(Sekil 2.5 ve Sekil 2.6). Bu nedenle de serbest radikaller hiicresel hasarlardan,
mutasyonlardan, kanser ve biyolojik yaslanmadan sorumlu tutulmaktadir (Biyiikgiizel,

2013). Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri ise Tablo 2.1de verilmistir.
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Normal Metabolizma

Iitthap Oha l ‘rr,.r"' Yiuksek pO2

Radyasvon AMAAAAD 02 w’ Kirli Hava

mﬂfﬂl\:«:"%myasaﬂarveﬂadar

Reperfiizyon Yaralanmasi

Reaktif Oksijen Tiirleri
(Og; H202, OH')

-~

Sekil 2.5: Serbest radikallerin kaynaklari (Altinisik, 2000 de alinmistir).

Mitokondnal

Hasar

Lipid Percksidasyom

Sekil 2.6: Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat, vd.,2002 de alinmustir).
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Tablo 2.1: Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri (Yeum, vd.,2004 de

alinmustir).
Reaktif Tiirleri
Radikal Non-Radikal
Hidroksil ("OH) Peroksinitrit (ONOO-)
Alkoksil (L(R)O") Hipoklorit (-OCI)
Hidroperoksil (HOO") Hidroperoksit (L(R)OOH)
Peroksil (L(R)OO") Singlet oksijen (102)
Nitrik oksit (NO") Hidrojen peroksit (H202)
Siiperoksit (02°) Ozon (O3)

Serbest radikaller hiicrenin normal fizyolojik aktivitesinin dogal bir iriini
olmasinin yansira, organizma gelistirdigi mekanizmalarla oksidan-antioksidan dengesini
ayarlamaya calisir. Ancak bu dengenin herhangi bir cevresel faktorlerle bozulmasi
durumunda hiicrede oksidatif stres ortaya g¢ikar (Ranjbar, vd., 2005; Pena-Llopis,
vd.,2003; Diindar ve Aslan, 1999).(Sekil 2.7).

T 7
denge // \
S

AOC /’ oksida&

oksidatif stres
(Ffazla cksidan)

1 s N
7ok3|dan N

oksidatif stres
(A kavyvbi) / \
BN

/ = X
P ocoksidan \

anticksidanliar oksidanilar

Sekil 2.7: Oksidatif stres (Serafini ve Del Rio, 2004 de alinmstir).
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Bitkilerde olusan aktif oksijen tiirleri normal sartlar altinda organizmanin bir
savunma mekanizmasi olarak patojenlere kars1 gelistirdikleri bir sistemdir. Bitki herhangi
bir patojene karsi savunmaya gectiginde ilk olarak aktif oksijen iiriinlerini tiretmeye
baslar. Aktif oksijen iirlinlerinin en yaygin olanlar1 Hidrojen peroksit ve Siiperoksit
anyonlaridir.

Uretilen aktif oksijen tiirevleri bitkide su gorevlede yer alur.

a) Patojenin enfekte ettigi bolgedeki hiicreleri 6ldiiriir ve boylece patojenin sadece
enfekte oldugu bolgede kalmasini saglayarak hastaligin bitkiye yayilmasi onlenir.

b) Hastalik etmenine kars1 dogrudan 6ldiiriicii etki gosterir.

c) Hiicredeki lignifikasyonda rol oynar. Olusan lignin bitkileri diger enfeksiyonlara
karsi korur.

d) Bitkilerde sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Patojene karsi bitki
hiicresinde {tiretilen serbest radikaller bitkinin dayaniklilik mekanizmasini uyarir ve
bitkinin enfekte olmayan bdolgelerine giderek oradaki genlerin aktif hale gelmesini saglar
(Stadtman, 2002).

2.9. ANTIOKSIDANLAR

Canli hiicrelerde yer alan ve temel maddelerden olan protein, lipid, karbohidrat ve
DNA gibi maddelerin oksidasyonunu 6nleyen ya da okside olmasini geciktiren maddelere
antioksidan maddeler ve bu olaya da antioksidan savunma denir. Diger bir deyisle
antioksidanlar substratin oksidasyonunu elektron aktarimiyla azaltir veya engeller
(Aydin, vd, 2012). (Sekil 2.8). Bu antioksidan maddeler hiicredeki lipit
peroksidasyonunu, proteinlerin ¢apraz baglanmasini ve DNA mutasyonunu engeller

(Baser, 2002).

Est is Elekt
Antioksidan 3 °5“'f°m'$ ektron
PR o
=1 !. ®
® » - o =
e
& Elektron ‘
o ey Aktarirm
«
L= - > >
< a =%
Serbest Radikal

Sekil 2.8: Antioksidanlarin serbest radikali nétralize etmesi (Polat, 2007 de alinmistir).
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Bu nedenle, antioksidan enzimler hiicrenin metabolik ve fizlolojik olaylariin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan yasamsal bir 6neme sahip olan maddelerdir ve
hiicreye giren kirleticilere kars1 verilen bir tepkidir (Doyotte, vd., 1997). Antioksidanlar,
olusan serbest radikalleri toplayip zararsiz hale getirerek, serbest radikal olusumuna
neden olan kimyasal reaksiyonlart durdurarak ya da baskilayarak etki gosterirken ayni
zamanda biyolojik molekiileri onarma ve antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan
antioksidanlarin sentezini arttirma gibi gérevleri de yapar (Diindar ve Aslan 2000). (Sekil
2.9).

H,0+ 120,
Katalaz /
S0D + Fe®”
0,7 4 o !'OH + Fe'* + OH™
Fenton '
reaksiyonu
NADFH + H' 2 GSH
GR
NADP' GSSG

Sekil 2.9: Antioksidan savunma mekanizmasi (Armstrong, 1998 de alinmistir).

Antioksidanlar yapilarina, bulunduklari yere, ¢oziiniirliklerine, kaynaklaria gore
cesitli sekilde siniflandirilabilir. (Valko, vd.,2007). Ancak genel olarak antioksidanlar
dogal ve yapay antioksidanlar olarak ikiye ayrilir Dogal antioksidanlar enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidanlar olarak gruplandirilir. Enzimatik antioksidanlar,
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Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GPx), Katalaz (CAT) enzimlerini
igerir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise Askorbik asit (Vitamin C), Alfatokoferol

(Vitamin E), Glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve diger antioksidanlardan
olusur (Sekil 2.10).

Antioksidanlar
Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
BHT, BHA. Troloks, SOD mimikleri
/ \ ve cesitli selat olusturucy. maddeler,

Enzimatik Enzimatik olmayan
SOD
Katalez Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon S transferaz Sertiloplazmnin p-Karoten
Sitokrom oksidaz Bilirubin Askorbik Asit

Ferritin Flavonoidler

Laktoferin

Urik asit

Haptoglobinler

Albumin

Sekil 2.10: Antioksidanlarin gesitleri (Akyiiz, 2007 de alinmustir).

Bitkilerde bulunan antioksidan sistem sayesinde bitkiler kendilerini ¢evreden
gelebilecek zararh etkilere (sicaklik, radyasyon, agir metal kirliligi vb.) kars1 korurlar.

Bitkilerde bulunan enzimatik, enzimatik olmayan antioksidanlar ve gorevleri Tablo 2.2

de verilmistir.
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Tablo 2.2: Bitkilerde enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin bulunduklari

yerler ve gorevleri (Biiyiik, vd.,2012 de alinmistir).

Enzimatik Rolii Hiicresel Lokasyonu
veEnzimatik
Olmayan
Antioksidanlar
Askorbik Asit | Direk olarak O2", OH ve H2.02’yu | Kloroplast, apoplast,

temizler. vakuol, sitozol

Tokoferoller Lipit peroksidasyonunu kirar. Lipit | Bitkilerin tiim

peroksitlerini Oz” ve OHi temizler. | kisimlarinda bulunur.
Kloroplast
membranlarinda
tokoferol yogun olarak
bulunur.

Karotenoidler | Peroksi radikalleri ile O2" ve OH”i | Sitozol, vakuol
temizler.

Glutatyon Redoks dongiisiiniin bir substrati Sitozol, endoplazmik
olarak, OH" ile 102’nin direk retikulum, vakuol,
temizlenmesinde yararlidir. mitokondri

Fenolik Antioksidan 6zelliklerini iyi birer Sitozol, vakuol

Bilesikler hidrojen veya elektron vericisi

olmalari, zincir kiric1 6zellikleri ve
gecis metalleri ile selat
olusturmalari ile gdsterirler.

Siiperoksit 0271 H202 ’ye doniistiiriir. Kloroplast, sitozol,
Dismutaz mitokondri, peroksizom
(SOD)

Askorbat H20- ’yi H20 ’ya gevirir. Kloroplast, sitozol,
Peroksidaz mitokondri, peroksizom
(APX)

Katalaz (CAT) | H202 ’yi H20 ’ya gevirir. Peroksizom

Glutatyon H20: ’yi ve lipit peroksitlerini Kloroplast, sitozol,
Peroksidaz etkisizlestirir. mitokondri, endoplazmik
(GPX) retikulum

2.10. ENZIMATIK ANTIOKSIiDANLAR

Antioksidant sistem antioksidant enzimler ve antioksidant bilesiklerden
olugmaktadir. Antioksidant enzimler; siiperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz

ve glutatyon rediiktaz gibi ¢ok sayida enzimi i¢cermektedir. Antioksidant bilesikler ise
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karotenoidler, ksantofiller, askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller gibi ¢ok sayida

bilesikten meydana gelir.
1) Siiperoksit dismutaz (SOD) (EC. 1.15.1.1)

SOD’lar yiiksek katalitik aktivitiye sahip metalloproteinlerdir (Fridovich, 1986).
Stiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler

oksijene (O2) doniistimiinii katalizleyen bir enzimdir.

SOD
O+ 2H+ — H02 + O

Bitkilerde Siiperoksit dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) enzimlerinin tesviki ve
aktivasyonu metal detoksifikasyon mekanizmalarindandir (Shanker, vd., 2005). SOD ve
CAT enzimlerinin birlikte bulunmasi1 oksidatif stresin etkilerini azaltmaktadir. Ciinkii
SOD enzimi O2 ’in diger bir reaktif araci olan hidrojen peroksite (H202)
doniistiiriilmesinde rol alirken, CAT enzimi, H202’in suya ve oksijene doniismesini saglar
(Kono ve Fridovich, 1983; Liszkay, vd.,2004).

Bitkilerde Mn, Fe ve Cu/Zn gibi metal kofaktorlerine bagli olarak siniflandirilan 3
tip SOD izoenzimi vardir. Mn-SOD’lerin peroksizom, mitokondride ve bazi bitkilerin
kloroplastlarinda da bulunurken, Fe-SOD’nin biitiin bitkilerde bulunmadigi fakat
kloroplastlarla ilgili oldugu diistiniilmektedir (Ferreira, vd., 2002; Alscher, vd.,2002).

2) Katalaz (CAT) (EC. 1.11.1.6)

Her aerobik hiicrede CAT enzimi , %80 oraninda hiicrenin peroksizomlarinda
bulunurken %20 sitozolde bulunur. CAT enzimi dort alt {initeden meydana gelmektedir.
Her bir alt tnitesi de bir hem Fe (Il) grubu bulunduran 240 000 dalton molekiil
agirliginda bir proteinden olusur. SOD enziminin etkisiyle meydana gelen ve hiicre icin
toksik olan hidrojen peroksit (H202) CAT enzimi sayesinde su ve oksijene
doniistiirilmektedir (Valko, vd.,2007; Singh, vd.,2009). CATenziminin reaksiyon hizi
oldukga yiiksektir, ve optimum sartlar altinda bir mol CAT enzimi bir dakika igerisinde

500 bin hidrojen peroksidi ayrigtirabilir (Antunes, vd.,2002).
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Katalaz
2H0, — 2HO + O

CAT enziminin temel gorevi, metabolizmasinin bazi basamaklarinda sentezlenen,
H>02 veya ROOH gibi herhangi bir peroksitin radikal 6zelliklerini degistirerek hiicrede
olusabilecek zararlar1 engellemektir. Ciinkii hiicrede olusan H.O, singlet oksijen ve
hidroksil radikal (OH-)’lerinin temel kaynagidir (Oztiirk, 2002).

Genel olarak H20. gidericisi olan CAT enzimi, fotosentez siirecinde firetilen
H202’nin giderilmesini saglayan Katalazlar; lignifikasyonda oOnemli rol oynayan
katalazlar; tohum ve geng¢ bitkilerde bol bulunan katalazlar olarak ii¢ gruba ayrilir
(Breusegem, vd.,2001).

3) Askorbat peroksidaz (APX) (EC.1.11.1.11)

Askorbat peroksidazlar sitozolde, peroksizomlarda ve kloroplastlarin tilakoid
zarlarinda bulunurlar ve fotosentez sirasinda olusan H202 ’nin uzaklastirilmasinda
katalaza yardimei olurlar. APX, askorbati elektron vericisi olarak kullanarak H»O>’i suya
indirger (Demiral, 2003). APX enzimi yiiksek bitkilerde kesfedilmistir. APX izoenzimleri
hiicrede dort farkli sekilde bulunur. Kloroplastlarda stromada APX (sAPX); tilakoid
membrana bagh (tAPX); peroksizom membranlarinda (mAPX); sitosolik APX (CAPX);

mitokondri membranina bagli olarak (mitAPX) bulunmaktadir.

4) Glutatyon peroksidaz GSH-Px

Glutatyon peroksidaz. Selenyum bagimli GSH-Px (EC.1.11.1.19) ve Selenyum
bagimsiz GSH-Px (EC.2.5.1.18) olmak iizere iki izoform igerir (Cnubben, vd., 2001) GSH-
Px enzimi hiicrede olusan H.02’i suya ve oksijene cevirerek hiicresel lipitleri
peroksidasyondan korumasinin yanisira hemoglobini de oksidatif strese kars1 koruyan ve
fagositik hiicrelerin zarar gormesini engelleyen 6nemli bir enzimdir (Akkus, 1995).

GSH-Px ile E vitamini birbirlerini tamamlayarak birlikte serbest radikallere karsi
etki gosterirler. Bunlardan GSH-Px hiicrede var olan peroksitleri yok ederken, E vitamini
peroksitlerin hiicrede sentezini engeller (Masella, vd.,2005).

GSH-Px
H202+2GSH — 2H20 + GSSG
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Bu reaksiyonlarda glutatyon (GSH) hidrojen vericisi olarak gorev yapmaktadir. H,O»
ve lipit hidroperoksitler indirgenirken, GSH oksitlenmis (GSSG) sekline donlismektedir.

GSH-Px bitkilerde H2O2, organik ve lipit hidroperoksitlerin miktarin1 azaltmada
kullanilan enzimlerdir. Oksidatif stres karsisinda bitkilerdeki Onemli savunma
mekanizmalardan birisidir. Arabidopsis bitkisinde sitozolde, kloroplastlarda, mitokondri
ve endoplazmik retikulumda bulunurlar. Capsicum annuum L. (Biber), Pisum sativum
(Bezelye) ve L. esculentum (Domates) gibi pek ¢ok bitkide gesitli streslerin varliginda
GPX’in koruyucu bir rolii oldugu bildirilmistir (Biiyiik vd.,2012).

5) Glutatyon (GSH) ve Glutatyon Sentetaz

Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden meydana gelir. Hiicrenin sitozoliinde
fazla bulunan bir tripeptiddir (Kidd, 1997). Organizmanin biitiin hiicrelerinde bulunan
GSH’un temel gorevi oksidatif strese ve cevreden gelen streslere karsi hiicreyi
korumaktir. Ozellikle peroksidazlar ve indirgenme reaksiyonlarmi katalizleyen
rediiktazlar hiicreyi hidrojen peroksidin sebep oldugu stresten koruyan aktiviteleri igin
onemlidir. Bitkilerde tiim organellerde yogun olarak bulunur. Yapilarindaki siilfiir
sebebiyle GSH konjugasyonu ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu gergeklestirir
(Lamb ve Dixon, 1997).

GSH biyosentezi, glutatyon sentetaz ve y-glutamilsistein sentetaz enzimlerinin
katalizorligiinde, ATP’ye bagimli bir reaksiyondur ve iki basamakta gergeklesir
(Anderson, 1998). (Sekil 2.11 ve Sekil 2.12)

Y -glutamul istein senfetaz
L-glutamat + L-sstefn +ATP + -glutammil sistein = ADP+ i ... ]

(rlutatyon sentetaz
y-givtam] sistern + Glistn + ATP _____ GSH+ADP+P........ )

Sekil 2.11: Glutatyon biyosentezi (Anderson, 1998 da alinmistir).
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Gilutamat
Sistein ,-"
\\-\ ?_‘E—Glutﬁmilsistein sentstaz
ATP —
i
ADP+P
FS-Glutamilsistein
SlEsin .
ATRE —
P Slutatyon senteta=
ADP+P )
Indirgennmig
glutatyon Ho O
MADP - ___ //,uv 2) Gs,‘.'r-ﬁm_\ "
Slutatyon redﬂktﬂ\.;\-' Slutatyon peroksida=
GPx)
G55E
MNarFH COrksitlenmis glutatyon Z2HO
T ATP .______%
iIsKEMI ADP P e
Salgilanma
GLUTATYOMN SENTEZ ve SIKLUSUW

Sekil 2.12: Glutatyon sentezi ve siklusu

Hiicrelerde GSH serbest ya da % 15 oraninda proteinlere bagli olarak bulunur.
Serbest glutatyon genellikle rediikte formdadir ve oksidatif streste durumunda okside
forma donistirilir. Hicrelerde rediikte edilen GSH ile bunun okside formu olan GSSG
nin orani oldukca dnemlidir. Memeli hiicrelerinde normal sartlarda glutatyon redoks cifti
1-10 mM konsantrasyon araliginda bulunur ve rediikte glutatyon, okside forma gore
yiiksek seviyededir (Chai, vd.,1994).

GSH peroksidaz enzim, askorbik asit metabolizmasinda, hiicreler arasi iletisimin
saglamas1 ve proteinlerin siilfidril (-SH) gruplarinin okside olmasini ve c¢apraz
baglanmasini engelleyen bircok metabolik olayda gorev yapar. Ayrica GSH, bakir
iyonlarmin serbest radikal olusturma kapasitelerini azaltir. GSH protein katlanmasina ve
insiilin hormonu gibi disiilfid baglari tasiyan proteinlerin yitkiminada katilir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Forman, vd., 2009).

GSH’un insanlarda temel kaynagi karacigerdir, ayrica kan hiicreleri, beyin, akciger,
bobrekler gibi birgok doku ve organda bulunur. Karacigerdeki GSHun yar1 6mrii 2-4

saattir, mitokondride ise daha uzun olup yaklasik 30 saatlik yar1 6mre sahiptir. Karaciger
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ksenobiyotiklerin detoksifiye edildigi en 6nemli organdir ve GSH normal karaciger
hiicrelerinde en yiiksek hiicre i¢i konsantrasyonu yaklasik 20 milimolardir.

GSH dokularda birbiriyle denge halinde, indirgenmis glutatyon (GSH) ve okside
glutatyon (GSSG) olarak iki sekilde bulunur (Sekil 2.13). GSH, GSH peroksidaz enzimi
tarafindan okside glutatyona (GSSG) doniistiiriilmektedir. Hiicre de bulunan glutatyon’un
%95’1 GSH olustururken, geri kalan az bir kismin1 da okside glutatyon (GSSG)
olusturmaktadir (Reed, 2000).

y-Glu Cys Gly
o NEH* o =4 o o
Y | | | I
g s e e —ERpe s @ = g — i —— B s g - ol
7 | | | |
-0 H H Té H o
Redlikte Glutatyon (GSH) =H

wely — s - Gly
|
S
|
S

=Glu _ Cys __ QGly

Okside Glutatyon

(GSSG)

Sekil 2.13: Rediikte ve okside glutatyonun yapist (Halliwell ve Gutteridge, 1999 de

alimmustir).

2.11. BITKISEL HORMONLAR

1) Oksinler

Organizmada bulunan oksinler hiicrelerin gelisip biiyiimesini ve bdylece de
bitkilerde doku gelisimini ve kdk olusumunu saglayan maddelerdir. Bu hormon tim
yiiksek bitkilerce sentezlenir. Bitkilerde en fazla yer alan oksin ¢esidi, Indol-3-asetik asit
(IAA)’tir (Grunewald, vd.,2009). Bu hormon bitkilerde kimyasal aktiviteyi, bitki

29



govdesinin sert yapi kazanmasimmi ve meyve olusumunu saglamaktadir. Oksinler
solunumu hizlandirmakta ve hiicresel boliinmede gorev yapmaktadirlar. Ayrica oksinler;
bitkisel embriyonun olusumunda, vaskiiler dokularin farklilasmasinda ve bitkinin
uyaricilara tepki aktivitelerinde etkili olmaktadirlar (Evans, 1984; Chen, vd.,2001;
Davies, 2004; Christian, vd., 2006; Christian, vd.,2008; Huang, vd.,2008).

2) Sitokininler

Sitokininlerin ana goérevi hiicre boliinmesini denetlemek ayrica besin elementlerin
taginmasi apikal dominansi yaprak gelisimi ve kloroblast farklilasmasi tohum ¢imlenmesi

gibi bir¢ok olayda etkilidir (Tiirkan, 2008).
3) Gibberellinler

Gibberellinler, 1926 yilinda celtik bitkisinin asir1 boylanmasina neden olan
Gibberella fujikuroi adli parazitte bulunmasi nedeniyle bu isimle anilmaktadir. Daha
sonra bu madde parazitten izole edilmis ve gibberellik asit olarak adlandirilmistir.
Gibberellinler, govde uzamasi, biiyiimesi, yaprak biiyiimesi, ¢ciceklenmeyi etkiledigi gibi
bitkinin gelisme ve farklilagsma olaylarinda etkili olmaktadir (Kilig, 2007).

Bitki gelisiminin diizenlenmesinde dogal biiylimeyi saglayan diizenleyici
hormonlarin yani sira bu hormonlara aksi yonde c¢alisan ve etki eden biiylimeyi
engelleyici dogal maddelerde bulunmaktadir ve bunlara Bitki Biiyimesini Engelleyici
(BBE) hormonlar ad1 verilir. Bunlardan en 6nemlileri Absissik Asit (ABA) ve Jasmonik
Asit (JA veya MeJA)’ dir.

4) Absisik asit (Dorminler) (ABA):

Bitkilerde uygun bir gelisme ve biiyiimeyi tesvik edici hormonlarin yani sira
ABA’ninda uygun oranlarda bulunmas: gerekmektedir. Bitkilerin biiylimesi sirasinda
biiylimeyi tesvik eden maddeler bitkide yogun olarak bulunurken biiylimenin sonuna
dogru ABA konsantrasyonu yiikselmekte ve biiyiime kontrol altinda tutulmaktadir.
(Cimen, 1988; Akgiil, 2008). Bitkiler tarafindan olusturulan ABA hormonu bitki
tohumunun ¢imlenmesine engel oldugu gibi tohumun ¢imlenmesinden sonrada bitki

gelisiminide engelleyici rol oynamaktadir. ABA hormonu bitkilerdeki strese karsi olan
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mekanizmalarin gelismesinde etki gostererek tomurcuk ve tohumlarda dormansiye, ¢igek
ve meyvelerde absisyona neden olmaktadir. ABA hormonu genel olarak bitkide yiiksek
dozlarda bulundugu zaman biiyiimeyi engelleyici ya da durdurucu olarak gorev
yapmasina ragmen c¢ok diisiik dozlarda bitkide bulunmasi durumunda ise bitki
biiyiimesini tesvik edici bir hormondur. Bu nedenle de stres altinda bulunan ya da
meyvelerin olgunlasma dénemlerinde hormon miktarinda artig goriiliir (Tsai vd., 1997;
Rajasekaran ve Blake, 1999; Sharp,2002).

5) Etilen

Etilenin (C2H4) bitkinin kendisi tarafindan gaz formunda tiretilip yiiksek etkili bir
bitki biiylime diizenleyicisi (BBD) oldugu bilinmektedir (Westwood, 1993).Genelde
meristematik bolgelerde ve nodyumlarda sentezlenmekte olup meyve olgunlagsmasi

cicek senesensi sirasinda tiretimi artmaktadir (Tiirkan, 2008).

2.12. DIGER HORMONLAR
Bitkilerde bulunan diger bazi hormonlar ise
1) Brassino steroidler
2) Salisilik asit
3) Jasmonatlar

4) Poliaminler

Jasmonik Asit (JA veya MeJA):

Egreltiler, yosunlar, bazi mantar gruplar1 ve algler olmak iizere 206 bitki tiiriinde bu
hormonun bulundugu bilinmektedir. Bitkilerin biiylimesini ve gelisimini yavaslatirken
bitki yapraklarmin sararmasina ve kopmasina neden olmaktadir. Buna ilave olarak ve
polen ¢imlenmesi, bitkilerde kallus olusumu, bitki koklerinin gelisimi, klorofil olusumu
gibi faktorlerde de etkili oldugu bilinmektedir (Meyer, vd.,1984; Sembdner ve Parthier,
1993).
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

Arastirmada, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan adaptasyon
caligmalar1 sonucu gelistirilen arpa Hordeum vulgare L (Hasat), ve bugday Triticum
aestivum L. Emend Fiori et paol. (Saban) ¢esitlerinin tohumlar1 kullanildi. Tohumlar
Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden saglandi. Arastirma 2015-2017 yillari arasinda
T.U Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii ve Trakya Universitesi Arastirma ve Gelistirme

Merkezi (TUTAGEM)’inde gergeklestirildi.

3.1. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Agir Metal Uygulanmasi:

Calismada kullanilan tiim tohumlar petrilerde ¢imlenmeye birakilmadan 6nce 10
dakika siire ile %1,5’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde yiizey sterilizasyonuna tabi
tutuldu. Yiizey sterilizasyonu yapilan tohumlar distile su ile bir ka¢ kez yikandi. Ayni
sekilde ekim yapilacak petri kaplarida 120 C°de 1 saat siireyle pastor firminda sterilize
edildi. Her bir petride 25 tohum olacak sekilde petri kaplar1 hazirlandi. Steril edilen arpa
ve bugday tohumlar1 her petriye 25 adet tohum olmak iizere kurutma kagitlar1 arasina
yerlestirilerek 20 °C de fotoperiyot uygulanarak bitki biiyiitme kabininde ¢imlemeye
birakildi. (Sekil 3.1 ) Deney gruplar igin taze hazirlanmig 15 pM, 30 uM ve 60 uM
konsantrasyonlarda (As, Pb, Cd) metal karisim soliisyonlar1 kullanildi. Kontrol grubu i¢in

sulama suyu olarak distile su kullanildi.
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SR " o ————— RSl

a b
Sekil 3.1: a)Bitki biiyiitme kabininde genel goriiniis b)Ekim yapilmis petri kaplart

3.2. Agir Metal Karisgminmin Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi:

Arastirmada kullanilan As, Pb ve Cd’un tohum c¢imlenmesi {iizerine etkisini
belirlemek icin petri kaplarina ekilen arpa ve bugday tohumlar1 15 uM 30 uM ve 60 uM
konsantrasyonlarda (As, Pb, Cd) metal karisimi igeren taze hazirlanmis soliisyonlar ile
suland1 20° C de karanlikta inkiibasyona birakildi. Yine kontrol grubu igin tohumlar
distile su ile sulandi. Cimlenmenin 4. giinlinde radikula ve plumula uzunluklar1 2-5 mm
den uzun olanlar ¢imlenmis olarak kabul edilerek ¢imlenen tohum sayisi belirlendi.

Kontrol petrilerinde ¢imlenen tohum sayisi baz alinarak ¢imlenme yiizdeleri hesaplandi.
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3.3.Agir Metal Karisiminin Kok ve Géovde Uzunluklarina Etkisi:

Bu ¢alisma icin farkli konsantrasyonlarda agir metal iyonu karigimlarina maruz
birakilmadan 6nce arpa ve bugday tohumlari 10 giin siire ile sadece distile su ile sulandi.

10.glinlin sonuda 1.ve 5. giinlerde 6rnekler alind1.

Kontrol 1. giin grubu: Deney siiresince distile su ile sulandi.
Deney 1. giin Grubu:15, 30 ve 60 uM dozlarda (As, Pb, Cd) metal karigimi ile

sulandi.1. giiniin sonunda kok ve gdvde 6rnekleri alindi.

a b

Sekil 3.3: Deney 1. giin grubu 15 uM metal karisimi ( a: Arpa; b: Bugday)
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a b
Sekil 3.5: Deney 1. giin grubu 60 uM metal karisimi ( a: Arpa; b: Bugday)

Kontrol 5. giin grubu: Deney siiresince distile su ile sulandi.
Deney 5. giin grubu: 15, 30 ve 60 uM dozlarda (As, Pb, Cd) metal karisimi ile 5

giin siire ile sulandi.
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Sekil 3.7: Deney 5. giin grubu 15 uM metal karisimi ( a: Arpa; b: Bugday)
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a b
Sekil 3.9: Deney 5. giin grubu 60 uM metal karisimi ( a: Arpa; b: Bugday)

Gruplarin kok, govde uzunluklarini ve taze- kuru agirliklarini tespit etmek igin
sacak koklerinden en uzun kok ve govde kismi dlgiilerek kok ve govde uzunluklari
kaydedildi. Gelisen kokler hipokotilden kok sacagi ve govde kesildikten sonra kurutma
kagidi ile suyu alind1 ve hassas terazide tartilarak taze agirliklar1 bulundu. Kuru agirlik
icin kok ve govdeler 80°C’de 24 saat siireyle etiivde kurumaya birakildi. Kurutma

isleminin sonunda kok ve govdeler tartilip kuru agirliklar: belirlendi.
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3.4. Lipit Peroksidasyonunun Olciilmesi:

Lipid peroksidasyonunun dl¢iilmesi igin yetistirilen bitkiler kontrol i¢in distile su,
metal muamelesi i¢in ise 15, 30 ve 60 uM dozlarda (As, Pb, Cd) metal karisimi igeren
sulama suyu ile sulandi.

Kok ve govdedeki lipid peroksidasyonunu dlgmek i¢in Thiobarbutirik asit (TBA)
yontemi kullanildi. Lipid peroksidasyonunu 6l¢ebilmek igin, lipid peroksidasyonunun
son tirlinii olan MDA tayini Sun, vd., , 2008’ e gore gerceklestirildi.

Cimlenen tohumlardan taze 0,5 gr kok ve govde ornekleri ayrildi ve -80 °C’de
donduruldu. Dondurulmus 6rnekler %10 ‘luk Trikloroasetik asitte (TCA) hazirlanmis
%0,25’lik TBA ‘da cam homojenizatorde homojenize edildi. Ekstrakt 95°Cde 30 dk.
kaynatildi. Hizla sogutuldu ve 10.000 x g‘de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatantin 532 nm
ve 600 nm’ deki absorbanslar1 &lgiildii. Lipid peroksidasyonu seviyesi 1,55 mM cm™

ekstinksiyon katsayisi1 kullanilarak hesaplandi.

3.5. Agir Metal Karistminin Kok ve Govde Protein Miktarlar Uzerine EtKisi:

-80 °C de dondurulmus kok ve gdvde drneklerinde protein ekstraksiyonu asagidaki

semaya gore gerceklestirildi.

38



0,5gr 6rnek + 5 ml soguk saf su

———

Sogukta buz iistlinde havan kullanilarak parcalanir 5 dakika boyunca

|

Santrifiij tlipiine konur

Santrifiij 5000 5
1-Supernatat ayrilir K== ﬂ dZEiEa : o
Al tiipii

Cokelti alinir 2 ml soguk saf su eklenir

2-Supernatat ayrilir K— ﬂ Santrifiij 5000 rpm 5
A2 tiipii dakika

0.01N NaOH 2 ml eklenir. Tekrar santrifiij

3-Supernatat ayrilir ﬂ
A3 tiipii K— Santriftij 5000 rpm 5
dakika

Toplama tiipii - Spektrofotometrede
— 9 mi okuma 600

Bitkideki protein tayinleri Lowry yOntemine gore spektrofotometrik olarak

gerceklestirildi. Kok ve govdedeki protein miktarlart mg/ml olarak ifade edildi.

39



3.6. Antioksidan Enzimlerin Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi:

Uygulama yapilan 6rneklerden enzimlerin ekspresyon analizleri i¢in 0.2 gr taze
govde uygun tamponda sivi azot pargaciklari ve boncuklar yardimi ile homojenize
edilerek total RNA izolasyonu gergeklestirildi. Dokulardan total RNA izolasyonu igin
Total RNA PureLink® RNA Mini Kit (Life Sciences) kullanildi. RNA kit protokoliine
gore izolasyon gergeklestirildi. Bitki dokularindan izole edilen RNA miktarlar1 Qubit®
Fluorometer (Invitrogen) ile belirlendi ve High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems) kullanilarak PCR sartlar1 Step 1: 25°C, 10 dk; Step 2: 37 °C,
120 dk; Step 3: 85 °C, 5 dk olacak sekilde programlandi cDNA sentezi yapildi. Elde
edilen cDNA’lar daha sonraki analizlerde kullanilmak iizere -20 C’de saklanda.

Enzimler i¢in uygun primerler segilerek gen ifadelerindeki degisiklikler RT-PCR
ile belirlenmeye c¢alisildi. Bitki dokusundaki SOD, CAT, Glutatyon sentetaz (GS)
enzimlerinin sentezinden sorumlu gen ekspresyonlart RT-PCR yontemi ile analiz edildi.
Gen ekspresyon caligsmalarinda “RNA izolasyonu” boliimiinde agiklandig: sekilde izole
edilen RNA’lardan elde edilen cDNA’lar kullanildi. Bu ¢DNA’lar kullanilarak RT-
PCR’da SYBR Green gPCR mastermix protokoliine uygun olarak

SOD; F (5’-GTTCGGTGACAACACCAATG-3) ve

R(5’-GGAGTCGGTGATGTTGACCT-3"),

CAT:F(5’-TACGAGCAGGCCAAGAAGTT-3’) ve

R(5’-ACCTTGTACGGGCAGTTCAC-3"),
GS: F (5’-TGGGACCAGCAAGTAAAACC-3’) ve
R(5’-TCGCGAATG TAGAACTCGTG-3’), primerleri kullanilarak gen
ekspresyonlari belirlendi.

Diizeltme  faktorii  olarak  hausekeeping gen GAPDH: F (5’-
TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3’) ve (5’- TGTCATCATATTTGGCAGGTTT-3’)
primerler1 kullanildi. Eldeki syber green mix, cDNA ve primerler RT-PCR’da PCR
program: 1 dongii 2 dakika 50°C ve 10 dakika 95°C, bunu takiben, 40 dongii denaturasyon
(95°C 15 s) ve annelling ve uzatma (60°C ‘de 1 dakika) ile ¢cogaltildi.

Real Time PCR calismalarinda gruplar arasinda gen ekspresyon farklarinin
belirlenmesinde A A Ct metodu kullanildi. Kalibrasyon egrisi ve diizeltme faktorii olarak

GAPDH ve 18S gen ekspresyonlar kullanildi.
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3.7. Bitki Orneklerinde Agir Metal Tayini:

Agir metal tayini i¢in ¢imlenme siiresinin sonunda 0,5 gr bitki 6rnegi alinarak
deiyonize su ile yikandi ve kurulandiktan sonra taze agirliklar1 kaydedildi. Her deneme
grubuna ait 3 tekrarli olarak bitki dokular1 alinarak % 65’lik nitrik asit soliisyonuna
konuldu. Toplamda 10 ml’ye tamamlandi. Tamamlanan bu miktar CEM Mars 6
mikrodalga yakma sisteminde kullanim protokoliine gore yakilarak homojenize edildi.
(Power: 1030-1800, sicaklik:180, Ramp Time 20.00-25.00, Hold Time: 10: 00). Elde
edilen tirtinden 1 ml alinarak %2 nitrik aside seyreltildi ve Agilent 7700 x ICP-MS’de

dokularda biriken metal miktarlar1 belirlendi.

3.8. LC-MS/MS ile Hormon Tayini

ABA, TAA, JA ve GA tayinleri i¢in bitki ornekleri izopropil alkol metanol
(9%50;%50) karisiminda homojenize edildi. LC/QTOF ve LC/MS/MS ile hormon
tayinleri yapildi. 0,5 gr govde eppendorf tiiplere konuldu. Ardindan sivi azot, bilye ve
homojenizatér yardimiyla toz haline getirildi. Bu numunelerin iizerine 6nce 100pl
hidroklorik asit eklendi ardindan 400ul metanol/propanol/ultra saf su (1:1:1) karigimi
ilave edildi ve vorteks yardimiyla 1 dk homojen hale getirildi. Daha sonra numuneler 25
°C’de 30 dk,70 °C’de 10 dk mixing blokta bekletildi.10.000 rpm de 15 dk santrifiij
yapildiktan sonra, iist faz 0,22 pm por c¢apina sahip PTFE filtre ile siiziildii ve amber
viallere aktarildu.

Analizler Agilent 1260 infinity likit kromotografi (LC), Agilent 6460
TripleQuadrupole MS/MS Sistem (Jet Stream Electrospray iyon kaynagi) ile
gergeklestirildi.

Analizde RaptorBiphenyl Sum (50 x 2,Imm) kolonu kullanildi ve kolon firin
sicaklig1 40 °C’ye ayarlandi. Mobil faz A ultra saf su, 2% formik asit ve Mobil faz B
metanol, 2 mM amonyum asetat, | mM amonyum format karisimindan olusturuldu. Akis
hiz1 0,7 ml/dk, metod siiresi 10dk, gradient profili (dk/A%): (0/100), (1,5/100), (3/10),
(4/2), (7/2), (8/100), (10/100) ve enjeksiyon hacmi ise 5.0 pl’dir. Gaz sicaklig1 325 °C,
nebulizer gaz basinci 45psi, capillary voltaj 3000 V, sheath gaz sicaklig1 400 °C, sheath
gaz akis1 11 L/dk, Collision gaz Azot (N?) ve basinct 1,12 m Torr’a ayarlandi. MRM

(Multiplereactionmonitoring) modu pozitif ve negative olarak c¢alisildi. MS

41



parametrelerinden collision enerji, fragmentor voltaj, par¢alanma iyonlar1 Optimizer
Programi kullanilarak optimize edildi.

Elde edilen sonuglar, kalitatif olarak kontrol edildi. Daha sonra sonuglar
MassHunter QQQ Quantitative Analysis programinda kalibrasyon grafiklerine eklenerek
piklerin alanlar1 esas alinarak kantitatif analiz sonuglar1 hesaplanda.

Istatiki analizler Student T testine gore yapilmustir. Her grup kendi kontrol grubuyla

karsilastirildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

Ulkemiz ekonomisi igin oldukca énemli olan arpa ve bugday bitkilerinin gelisimi
tizerine agir metallerden arsenik, kursun ve kadmiyum karisimlarinin (15 uM, 30 uM ve
60 uM) etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bu ¢alisma sonucunda asagidaki bulgular

elde edilmistir.

4.1.Agir Metal Karisiminin Tohum Cimlenmesi Uzerine Etkisi (%6):

Her bir petride 25 tohum olacak sekilde petri kaplari hazirlandi. As Pb Cd’un uygun
konsantrasyonlarda taze hazirlanmis ¢ozeltileri ile sulanmis tohumlar 20° C de karanlikta
inkiibasyona birakildi. Kontrol grubu i¢in sulama suyu olarak distile su kullanildi.
Cimlenmenin 4. giiniinde radikula ve plumula uzunluklar1 2-5 mm den uzun olanlar
¢imlenmis kabul edilerek ¢imlenen tohum sayis1 belirlendi. Kontrol petrilerinde ¢imlenen

tohum sayis1 baz alinarak ¢imlenme ylizdeleri hesaplandi.

15 uM, 30 uM ve 60 uM (As Pb, Cd) metal karisimi uygulanan deney gruplarinda

konsantrasyon artigina bagli olarak ¢imlenme oraninda azalma oldugu gortildii.
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Sekil 4.1: Agir metal karisiminin tohum ¢imlenmesi {izerine etkisi

4.2. Agir Metal Karisiminin Kok Govde Uzunluklarma Etkisi:

1. GUN

a) Arpa: Uygun fidelenme siiresinin sonunda kok govde uzunluklari
oOlgiilerek ornek ve kontrol gruplari karsilastirildi. 1.giin arpa kdk ve gévde uzunluklar
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 15 pM ve 30 pM agir metal uygulamasinda kok ve
govde uzunluklarinda anlamli bir degisiklik tespit edilmezken (p>0.05), 60 uM doz
uygulanan arpa kok ve gdvde uzunluklar1 kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde

artmistir (p<0.05).
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Sekil 4.2: 1.giin sonunda arpa kok ve govde uzunluklarinm kontrol grubuna gore degisimi

*:Kontrol grubu ile karsilastirma, p<0.05.

a) Bugday: Bugday kok ve govde uzunluklari kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 1.giinde 15 pM ve 30 pM metal uygulanan bugday koklerinde
uzunlukta artma gbzlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05). 60
uM metal uygulamasinda ise anlamli bir azalma tespit edildi ( p<0.05). Govde
uzunluklarinda kontrol grubuna gore 15 pM dozda (p<0.05) artma gozlenirken, 30 uM
dozda bir degisiklik saptanmadi (p>0.05) ve 60 uM dozlarda uzunlukta anlamli bir azalma
tespit edilmistir ( p<0.05)
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Sekil 4.3: 1.giin sonunda bugday kok ve govde uzunluklarinin kontrol grubuna goére
degisimi.
*: Kontrol grubu ile karsilastirma, p<0.05

5. GUN

a) Arpa: 5. gin sonunda arpa kok ve govde uzunluklar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 15 pM ve 30 uM metal uygulanan arpa kok uzunluklarinda artma
gozlenirken (p>0.05), 60 uM dozda azalma tespit edildi (p>0.05). Ancak bu degisiklikler
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Go6vde wuzunluklar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 15 uM agir metal uygulamasinda artma tespit edildi (p<0.05). 30 uM
ve 60 uM uygulamada kontrol grubuna gére anlaml bir degisiklik olmamistir (p>0.05).
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Sekil 4.4: 5.gin sonunda arpa kok ve govde uzunluklarinin kontrol grubuna gore
degisimi.
*: Kontrol grubu ile karsilastirma, p<0.05

b) Bugday: Bugday kok govde uzunluklari 5. giinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kok uzunluklar: 15 pM dozda anlamli sekilde degismezken (p>0.05),
30 uM ve 60 uM dozlarda kok uzunluklar: (p<0.05) anlamli bir sekilde azalmistir. Benzer

sonuglar gévde uzunluklari i¢inde elde edildi.
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Sekil 4.5: 5.giin sonunda bugday kok ve govde uzunluklarinin kontrol grubuna gore
degisimi.

*: Kontrol grubu ile karsilagtirma, p<0.05

4.3.Agir Metal Karisimmin Kok ve Govdenin Taze ve Kuru Agirhklar1 Uzerine

Etkisi:

1. gin sonunda bugday kokleri taze ve kuru agirliklari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda taze agirliklarda 15 uM doz uygulamasinda artma gozlenirken 30 pM
ve 60 uM doz uygulamasinda azalma tespit edildi. Kuru agirliklarinin ise tiim doz
uygulamalarinda kontrol grubuna goére anlaml bir sekilde azaldigir gozlendi. Bugday
govde taze agirliklar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda 15 uM doz uygulamasinda
azalma 30 uM dozda artma, 60 uM doz uygulamasinda tekrar azalma tespit edilmistir
Kuru agirliklarinda tiim gruplarda kontrol grubuna gore azalma gozlendi.

1. gin sonunda arpa kok taze ve kuru agirliklar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda taze ve kuru agirliklarinda 15 pM doz uygulamasinda azalma 30 pM
ve 60 uM doz uygulamasinda ise artma oldugu tespit edilmistir. Arpa gévde taze ve kuru
agirliklar1 kontrol grubuna gore 15 pM doz uygulamasinda azalma 30 uM ve 60 uM doz
uygulamasinda ise artma oldugu gozlendi.

1. giinde taze ve kuru agirliklardaki degisim kok ve govdede benzerlik

gostermektedir.(Tablo 4.1)
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Tablo 4.1: Agir metal karisiminin 1.giin bugday ve arpada kok govde taze ve kuru

agirliklart Gizerine etkisi (gr). (Degerler ii¢ tekrarin ortalamasidir).

= Bugday Kok Arpa Kok

2 1.Giin 1.Giin

2 S

§ 7) Kok Kok kuru Kok Kok kuru

. B ok taze

2 &8 - agirlik taze agirlik agirlik

<UE g S agirlik (gr) (@ (@) (@

S = 32 ar gr ar
Kontrol 0,97 0,09 1,83 0,08
15 uM 1 0,06 1,15 0,06
30 uM 0,95 0,07 2,07 0,12
60 uM 0,75 0,05 1,96 0,13

= Bugday Govde Arpa Govde

2O 1.Giin 1.Giin

=z S -

SR . Govde )

O = Govde Govde Govde

28 taze agirlik

g g S taze agirlik (gr) [ kuru agirlik (gr) @) kuru agirlik (gr)

~ X 3 gr
Kontrol 1,66 0,18 2,22 0,17
15 uM 1,46 0,14 1,69 0,13
30 uM 1,67 0,16 2,63 0,21
60 uM 1,55 0,16 2,56 0,2

5. giin sonunda bugday kok taze ve kuru agirliklart kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 15 pM, 30 uM ve 60 uM doz uygulanan gruplarda azalma gozlendi.
Govde taze ve kuru agirliklarinda kontrol grubuna gore tiim doz uygulanan gruplarda
azaldig tespit edilmistir.

5. giin sonunda arpa taze agirliklar1 kontrol grubuna gore karsilastirildiginda 15 uM
ve 30 uM dozda artma 60 pM dozda azalma goézlendi., Kuru agirliklar: kontrol grubuna
gore 15 pM dozda ayni kalirken, 30 pM dozda artma, 60 pM dozda ise azalma tespit
edildi.
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Tablo 4.2: Agir metal karisiminin 5.giin sonunda bugday ve arpada kok govde taze ve

kuru agirliklari tizerine etkisi (gr). (Degerler li¢ tekrarin ortalamasidir).

= Bugday Kok Arpa Kok

Z 5.Giin 5.Giin

S o

= 2 Kok kuru Kok Kok kuru

% ‘E Kok taze " " "

agirh taze agirh agirh

~ 3 s agirhik (gr) s s s

2L 3 (an) () an)
Kontrol 131 0,10 1,45 0,09
15 uM 0,93 0,08 1,55 0,10
30 uM 0,94 0,08 1,60 0,10
60 uM 0,92 0,09 {82 0,09

= Bugday Govde Arpa Govde

z 2 5.Giin 5.Giin

2 2 "

< 3 Govde

O 5 Govde Govde Govde

2 8 taze agirhik

5 20 taze agirlik (gr) | kuru agirlik (gr) kuru agirlik (gr)

T 8 3 @@
Kontrol 2,39 0,24 2,63 0,20
15 uM 2,33 0,22 2,68 0,20
30 uM 2,20 0,22 2,90 0,21
60 uM 2,28 0,23 2,44 0,18

4.4. Bitki Kok ve Govdelerinde Total Protein Iceriginin Belirlenmesi

Kok ve govdelerdeki protein miktarlart Lowry yontemine gore belirlendi (Lowry,
1951).

1.GUN

a) Arpa: 1. giin sonunda arpa koklerindeki protein miktarlar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 15 uM metal iyonu uygulanan arpa koklerinde total protein igerigi
kontrol grubuna gore azalma gosterirken (p<0.05), 30 uM dozda degisiklik anlaml
degildi (p>0.05). 60 uM dozda metal iyonlar1 uygulanan koklerde total protein igerigi
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kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde artt1 (p<0.05). Gévde 6rneklerinde ise 15 pM
uygulanan dozda bir azalma olmus fakat istatistiki olarak anlamli bulunmamistir
(p>0.05), 30 uM ve 60 uM doz uygulanan gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
protein igeriginde anlamli bir sekilde artis oldugu gézlendi (p<0.05).

9,00 r
8,00 r

7,00 r
6,00 r
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Kontrol 15 uM 30 uM 60 uM |Kontrol 15uM 30 uM 60 uM

Arpa Kok Govde
Protein

Total Protein (mg/ml)

Sekil 4.6: 1.giin sonunda arpa kok ve govdedeki total protein igerikleri
*: Kontrol grubu ile karsilastirma, p<0.05

b) Bugday: 1. giin sonunda bugday kokleri protein igerikleri kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 15 uM, 30 uM ve 60 uM agir metal uygulanan gruplarda protein
icerigi kontrol grubuna gore artis gosterdi. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05). Go6vde oOrneklerindeki protein igerigi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 15 uM ve 30 uM doz uygulanan gruplarin protein igeriginde anlamli
bir degisiklik tespit edilmedi (p>0.05). 60 uM doz uygulanan gruplarin protein igeriginde
anlaml1 bir sekilde artma gozlendi (p<0.05).
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Sekil 4.7: 1.giin sonunda bugday kok ve gévdedeki total protein igerikleri
*: Kontrol grubu ile karsilastirma, p<0.05

5.GUN

a) Arpa: 5. giin sonunda arpa kok protein igerikleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 15 uM dozda anlamli bir degisiklik izlenmezken (p>0.05), 30 uM agir
metal uygulanan koklerin protein igeriginde azalma tespit edildi (p<0.05). 60 uM doz
uygulanan grubun protein igerigi kontrol grubuna gore artma gostermistir (p<0.05). Arpa
govde orneklerinde kontrol grubu ile karsilagtirildiginda tiim metal uygulanan gruplarin

protein igerigi kontrol grubuna gore azaldig1 goriildii (p<0.05).
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Sekil 4.8: 5.Giin sonunda arpa kok ve govdedeki total protein igerikleri
*: Kontrol grubu ile karsilastirma, p<0.05

b) Bugday: 5. giin sonunda bugday koklerinin protein igerikleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 15 pM ve 60 pM doz uygulanan grupta total protein miktarlarinda
anlamli bir degisiklik olmazken (p>0.05), 30uM doz uygulamasinda azalma tespit edildi
(p<0.05).

5. glin sonunda govde 6rneklerinde 15 uM ve 30 uM metal uygulanan gruplarin
protein igerigi kontrol grubuna gore azaldigi tespit edildi (p<0.05). 60 uM doz
uygulamasinda ise protein miktarlar1 tekrar artarak kontrole yaklasmistir. Kontrol ile

arasinda anlamli bir degisiklik gozlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.9 5.giin sonunda bugday kok ve govdedeki total protein igerikleri
*: Kontrol grubu ile karsilastirma, p<0.05

4.5. Arsenik, Kursun ve Kadmiyum ‘un Kok ve Govdede MDA Icerigi Uzerine
Etkisi

Kok ve govdelerde meydana gelen lipit peroksidasyonun derecesinin belirlenmesi

i¢in lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA seviyesi 6l¢iildil.

1. GUN

a) Arpa:l. giin sonunda arpa kok orneklerinde metal iyonu uygulanan 6rnekler
kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA seviyelerinde anlamli bir artis tespit edildi
(p<0.05). Govde orneklerinin MDA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirmada 15 uM
dozda anlamli bir degisiklik olmazken (p>0.05), 30 uM ve 60 uM dozlarda artis gézlendi
(p<0.05).
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Sekil 4.10: 1.giin sonunda arpa kok ve géovdedeki MDA igerigi.
*: Kontrol grubu ile karsilastirma, p<0.05

b) Bugday: 1. giin sonunda bugday kok oOrneklerinde metal uygulanan
gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda 15 pyM dozdaki artis anlamli bulunmadi
(p>0.05) diger biitiin gruplarda MDA seviyesinde artma goézlendi (p<0.05). Govde
orneklerinde MDA seviyelerinde kontrol grubuna gore anlamli bir artig tespit edildi
(p<0.05).
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Sekil 4.11: 1.giin sonunda bugday kok ve govdedeki MDA igerigi.
*: Kontrol grubu ile karsilagtirma p<0.05

5.GUN

a) Arpa: 5. giin sonunda Arpa kok oOrneklerinde kontrol grubuna goére metal
uygulanan gruplarda MDA seviyesinde artis gozlendi (p<0.05). Govde 6rneklerindede
ayni sekilde anlamli bir artis goézledi (p<0.05).
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Sekil 4.12: 5.giin sonunda arpa kok ve gévdedeki MDA igerigi.
*: Kontrol grubu ile karsilastirma p<0.05

b) Bugday: 5. giin sonunda bugday kok orneklerinde kontrol grubuna gére
15 uM dozda 6nemli bir degisiklik olmazken (p>0.05), 30 uM ve 60 uM dozlarda artig
gozlendi (p<0.05). Govde orneklerinde kontrol grubuna gore metal iyonu uygulanan

gruplarin MDA seviyelerinde artis tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.13: 5.giin sonunda bugday kok ve govdedeki MDA igerigi.
*: Kontrol grubu ile karsilastirma p<0.05

4.6. Bugday ve Arpa’da Agir Metal Birikimi

1. glin ve 5. giin sonunda arpa’da agir metal uygulanan gruplar, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda arsenik, kursun ve kadmiyum’un dokularda konsantrasyon artigina
bagli olarak artarak biriktigi tespit edilmistir. En yiiksek birikim 60 pM doz

uygulamasinda gergeklestigi gozlendi.
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Tablo 4.3: 1.giin sonunda arpa’da agir metal birikimi (ppb)

Kontrol 1.Giin | 15pM 1. Giin | 30pM 1.Giin | 60pM 1.Giin
As 0,104 0,28 0,286 1,381
Cd 0,039 0,177 0,195 1,065
Pb 0,428 0,524 0,61 1,647

Tablo 4.4: 5.giin sonunda arpa’da agir metal birikimi (ppb)

Kontrol 5.Giin | 15uM 5.Giin | 30pM 5.Giin | 60uM 5.Giin
As 0,126 0,366 0,983 1,859
Cd 0,098 0,354 1,024 2,38
Pb 0,856 1,162 1,975 3,066

Bugday bitkisinde agir metal karigimi1 uygulanan gruplar 1. giin sonunda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda bitkide biriken agir metallerde artma tespit edilmistir. 5.giin
sonunda kontrol grubu ile karsilastirmada agir metal birikiminin artarak devam ettigi

gorilldi.

Tablo 4.5: 1.giin sonunda bugday’da agir metal birikimi (ppb)

Kontrol 1.Giin | 15pM 1. Giin | 30pM 1.Giin | 60uM 1.Giin
As 0,093 0,333 0,369 1,596
Cd 0,038 0,325 0,368 1,074
Pb 0,484 0,715 0,763 2,289

Tablo 4.6: 5.giin sonunda bugday’da agir metal birikimi(ppb)

Kontrol 5.Giin | 15pM 5. Giin | 30pM 5.Giin | 60puM 5.Giin
As 0,115 0,462 0,987 1,84
Cd 0,066 1,11 1,846 3,172
Pb 0,79 1,384 2,74 3,133
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4.7. Agir Metal Karistminin Bugday ve Arpa’da Hormonlar Uzerine Etkisi

Bitkilerde stres sirasinda bitkinin biiyiime ve gelismesini tesvik eden yada inhibe
eden baz1 hormonlardaki degisimleri incelendi. Aktive edici hormonlardan IAA (indol
asetik asit), inhibe edici hormonlardan ise ABA (Absisik asit) JA (Jasmonik asit)
miktarlarindaki degisiklikler degerlendirildi. Ayrica Redukte glutatyon miktarlarindaki
degisimler incelendi.

Jasmonik asit (JA): Arpa’da 15 uM, 30 uM ve 60 uM agir metal uygulanan gruplar
1. giin ve 5. giin ’niin sonunda kontrol grubuna goére jasmonik asit miktarinda azalma
tespit edildi.
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Sekil 4. 14 Agir metal karigiminin 1.giin ve 5.glin sonunda arpa’da jasmonik asit tizerine
etkisi.

Bugdayda 1. giin sonunda agir metal uygulanan gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 15 pM doz uygulanan grupta jasmonik asit miktarinda artma

gozlenirken diger iki grupta azalma tespit edilmistir. 5. gliniin sonunda 15 uM ve 60 uM
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doz uygulanan gruplarda jasmonik asit miktarinda azalma goriilirken 30 pM doz

uygulanan grupta artma tespit edildi.

Jasmonik asit (ppb)
= = N N w w S S ul
(6] o (6)] o (6} o (62} o o1 o
| | | | | | | | | J

0 ‘
Bugday Kontrol 15 uM 30 uM 60 uM

B ].giin =5. giin

Sekil 4.15 Agir metal karigimmin 1.giin ve 5.giin sonunda bugday’da jasmonik asit
tizerine etkisi.

Indol-3-asetik asit: Arpa’da 1. giin sonunda metal uygulanan gruplar kontrol grubu
ile karsilastirildiginda Indol-3-asetik asit miktarinda azalma goriilmiistiir. 5.giin sonunda
ise Indol-3-asetik asit miktarinda 15 uM doz uygulamasinda artma, artan dozlarda ise
azalmalar tespit edilmistir.
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Sekil 4.16: Agir metal karisiminin 1.giin ve 5.giin sonunda arpa’da Indol-3-asetik asit

uzerine etkisi.

1. giin sonunda bugdayda kontrol grubuna gore yapilan karsilagtirmada 15 pM ve
60 uM doz uygulanan gruplarda Indol-3-asetik asit miktarlar1 kontrol grubuna gore
yiiksek olarak tespit edilmis. 30 uM doz uygulanan grupta Indol-3-asetik asit miktari
kontrol grubuna yakin oldugu goézlenmistir. 5. giin sonunda bugday’da agir metal
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore ii¢ doz uygulamasinda da Indol-3-asetik asit
miktarinda artma tespit edilmistir. En yiikksek artis 15 pM doz uygulamasinda

gozlenmistir.
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Sekil 4.17: Agir metal karigiminin 1.giin ve 5.glin sonunda bugday’da Indol-3-asetik asit

uzerine etkisi

Absisik asit: Arpa’da 1. giin sonunda absisik asit miktarinda artig tespit edilmistir.
5. giin uygulamanin sonunda ise kontrol grubu ile yapilan karsilagtirmada 15 pM ve 30
uM metal iyonu uygulanan gruplarda artis oldugu 60 uM uygulamada bir miktar azalma

olmasina ragmen kontrol grubuna gore hala yiiksek olarak tespit edilmistir.

63



30 -
25 -
o)
g
= 20
2
=
2
a8
< 15
10 -
5 .
0 T T T 1
Arpa Kontrol 15 uM 30 uM 60 uM
B ].glin =5. giin

Sekil 4.18: Agir metal karigiminin 1.giin ve 5.giin sonunda arpa’da absisik asit miktarlar

tizerine etkisi.
1. giin sonunda bugday o6rnekleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 30 pM doz

uygulamasinda hafif bir artis olmasina ragmen, diger iki grupta azalma tespit edilmistir.

5. giin sonunda ise tiim deney gruplarinda absisik asit seviyesinde azalma gézlendi.
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Sekil 4.19: Agir metal karisiminin 1.giin ve 5.giin sonunda bugday’da absisik asit

miktarlar lizerine etkisi.

Redukte glutatyon: Hiicre igi ortamin 6nemli antioksidan molekiillerinden birisi
olan redukte glutatyon seviyeleri karsilastirildiginda, 1. giin ve 5. giiniin sonunda arpa’da
agir metal gruplarinda kontrole gore artma tespit edildi. Yalnizca 60 uM uygulamada 1.
giinde kontrol grubundan yiiksek olmakla birlikte redukte glutatyon seviyeleri diigmiis, 5.

giin de kontrole gore daha diisiik seviyede izlenmistir.
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Sekil 4.20: Agir metal karisimi uygulanan arpa’da 1.giin ve 5.glin sonunda rediikte
glutatyon seviyeleri

Bugday bitkisi tizerinden degerlendirildiginde rediikte glutatyon seviyeleri arpada
gozlenen seviyelerle benzer bulunmustur. Ancak bugdayda, 1. giin sonunda kontrol
grubuna gore 15 pM ve 60 pM metal iyonu uygulamasinda artma gozlenirken, 30 uM
uygulamada azalma goriilmiistiir. 5. giin sonunda ise kontrol grubuna gore metal iyonu

uygulanan gruplarda rediikte glutatyon seviyesinde anlamli bir sekilde azalma tespit

edilmistir.
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Sekil 4.21: Agir metal karisimi uygulanan bugday’da 1.giin ve 5.glin sonunda rediikte
glutatyon seviyeleri

4.8.Agir Metal Karisimi Uygulamasinin Antioksidan Enzimlerin Gen Ekspesyon

Seviyeleri Uzerine Etkisi

Arpa ve bugday bitkileri tizerindeki As, Cd, Pb’a bagli metal stresi kargisinda
bitkilerin primer cevaplarindan olan antioksidan enzim seviyelerindeki degisimler bu
enzimlerin ekspresyon seviyeleri referans gen olarak secilen 3 aktin geni seviyeleri temel
alinarak incelendi.

Bugdayda 1. giin’un sonunda referans gen olarak se¢ilen f Aktin ve GS, SOD,
CAT, GPX antioksidan enzimlerinin gen ekspresyon seviyeleri kontrol gruplarinin 15 uM
30 uM ve 60 uM metal iyonu uygulanan gruplar ile karsilastirilmasinda B Aktinin gen
ekspresyonu metal iyonu uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore artmistir. GS
enziminin gen ekspresyonu kontrol grubuna gore artis gdstermistir. SOD enziminin gen

ifadesi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 15 uM doz uygulamasinda azalirken diger iki
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dozda artma tespit edilmistir. CAT ve GPX enzimlerinin gen ekspresyonu 15 uM dozda
azalmis, diger iki dozda artma gdstermistir.

5. giin sonunda bugdayda referans geni B Aktin GS ve SOD enzimlerinin kontrol
grubuna gore gen ifadeleri artig gosterirken CAT enziminin gen ifadesinde,15 pM dozda
azalma, diger iki metal iyonu uygulamasinda artma izlenmistir. GPX enziminin gen

ekspresyonu tiim dozlarda kontrol grubuna gore artma gostermistir.

Relatif gen ekspresyon seviyeleri
w

B Aktin GS SOD CAT GPX
m Kontrol I5pM  ®30uyM  ®m60 uM

Sekil 4.22: Agir metal karisimi uygulanan bugday’da 1.glin sonunda antioksidan

enzimlerin gen ekspresyon seviyeleri
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Relatif gen ekspresyon seviyeleri
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m Kontrol 15 uM m30 uM m 60 uM

Sekil 4.23: Agir metal karigimi uygulanan bugday’da 5.giin sonunda antioksidan

enzimlerin gen ekspresyon seviyeleri

Arpa bitkisinde 1. giin sonunda referans geni  Aktinin gen ekspresyon seviyeleri
kontrol grubuna gore 30 uM doz uygulamasinda azalma gosterirken, diger iki dozda
artmistir. GS enziminingen ifadesi tiim deney gruplarindakontrol grubuna gore artma
gosterirken, SOD enziminin gen ifadesi 15 pM dozda azalma, diger iki dozda artma
gostermistir. CAT ve GPX enzimlerinin gen ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore
artmistir.

5. giin de referans geni B Aktin ve GS enziminin gen ifadesi kontrol grubuna gore
artig gosterirken SOD enziminde 15 uM dozda azalma diger iki dozda artma tespit edildi.
CAT enziminin gen ekspresyonu tiim deney gruplarinda artarken GPX enziminin gen

ekspresyon seviyeleri 15 uM dozda azalmis, 30 ve 60 uM lik dozlarda artma gostermistir.
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Sekil 4.24: Agir metal karisimi uygulanan arpa’da 1.giin sonunda antioksidan enzimlerin

gen ekspresyon seviyeleri
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Sekil 4.25: Agir metal karigimi uygulanan arpa’da 5.giin sonunda antioksidan enzimlerin
gen ekspresyon seviyeleri
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BOLUM 5

TARTISMA SONUC

Doga kirlenmesinin 6nemli sorumlularindan biri olan agir metaller bitkileri
makroskobik, mikroskobik ve fizyolojik olarak etkilemektedir. Ayrica agir metallerden
bitkilerin vejetatif organlarinin yanisira generatif organlarida etkilemektedir. Bitkiler
insanoglunun temel gidalarindan birisi oldugundan agir metallerin gidalara bulagma riski
mevcuttur. Gidalarda su ve benzeri igecek tiirlerinde besin desteklerinde toksik
maddelerin ve agir metallerin bulunmasi istenmemektedir. Yapilan arastirmalar bunun
miimkiin olmadigin1 gostermistir. Agir metaller birgok kaynaktan gidalarimiza dahil
olabilmekte ve bu durum insan sagligini olumsuz yonde etmektedir. Agir metallerin
insanlarin besin maddelerine bulasabilir olmas1 bir saglik sorunu olarak kabul
edilmektedir.

Tarimda verimi arttirmak tizere gilibre ve aritma ¢amurlart kullanilmaktadir.
Ancak bu sebeple asir1 fosfatli giibre kullanimi ve aritma ¢amurlarinin agir metal
icerikleri sebebi ile tiim diinya da tarim topraklar1 az ya da orta diizeyde Cd kirliligine
maruz kalmaktadir. Cd diger agir metallere kiyasla daha mobil oldugundan topraktan
bitkiye gecis daha fazladir ve bu yolla besin zincirine dahil olmaktadir. Insan ve
hayvanlarin saglig1 ve cevre iginde dnemli bir tehdittir. Insan viicuduna alinan Cd ‘un %
42’si tahillarla olmaktadir (Ysart ve Moler, 2000). Tirkiye’de gida tiikketimi ¢gogunlukla
tahila dayalidir. Ancak tahil iiretiminde gida giivenligi acisindan bir takim onlemlerin
alinmasi gerekmektedir. Tiirkiye’de bilhassa Cd ile ilgili yapilan bilimsel ¢aligmalar az
olmasina ragmen bu ¢aligmalarda Cd ile kirlenmis topraklarin yonetilebilmesi i¢in birgok
strateji 6nerilmektedir. Bunlardan birisi diisiik diizeyde Cd igeren tarim alanlarinda Cd
aklimiilasyonu diigiik olan bitkiler yetistirmektir. Tarim alanlarinda Cd’u akiimiile eden

bitki ¢esitlerini belirlemek i¢in ise bilimsel ¢alismalara ihtiyag vardir.
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Ulkemizde son yillarda kursunlu benzin iiretiminin durdurulmasi sevindirici
olmasina ragmen, endiistriyel atiklarin kontrol altina alinmasi yoniindeki c¢aligmalar
yeterli goriilmemektedir. En kisa zamanda toprak ve sularimizin agir metal tehdidi
altindan kurtarilmasi i¢in gerekli yasa ve kanunlarin bir an dnce ¢ikarilmasi biiyiik onem
tagimaktadir.

Diinyada hizla artan niifusun su ihtiyacin1 karsilamak i¢in olan talepler, yiizey ve
yeraltisuyu kaynaklari iizerinde ciddi sekilde bask1 olusturmaktadir. Ulkemizde ve diger
bircok iilkede insanlar arsenikle kirlenmis yeraltisularini kullanmaktadir. Bu nedenle,
igme ve yeraltisularinda arsenik bulunmasi tiim diinyada 6nemli bir sorun olarak hem
¢evre hemde insan sagligini ciddi bir sekilde tehdit etmeye devam etmektedir.

Ulkemizde insan beslenmesinde dogrudan veya dolayli olarak kullanilan bugday
ve Ozellikle hayvan yemi ve maltlik olarak yetistirilen arpa bitkileri agir metallere maruz
kalmaktadir. Bu durum iki bitkinin iirin verim ve kalitesini etkilemektedir. Tohum
cimlenme asamasi bazi savunma mekanizmalar1 heniiz gelismediginden metal kirliligine
daha duyarlidir. Bu nedenle toksisite degerlendirmeleri yapilirken bu asamanin
incelenmesi 6nemlidir (Liu, vd., 2005).

Tim bu veriler dikkate alindiginda iilkemizde de yaygin ve bilingsiz olarak
herbisit ve pestisit kullanimi mevcut oldugundan ve sulama sularina karigan sanayi
atiklarininda As, Cd, Pb bilesikleri igerebilecegi gbz Oniine alinarak, bitkiler tizerindeki
As, Pb ve Cd toksisitesi karsisinda bitkilerin primer cevaplarindan olan antioksidan enzim
seviyelerindeki degisimler olabilecegi dikkate alinarak bu enzimlerin ekspresyon
seviyeleri incelenmistir. Ornek bitki olarak Trakya bolgesinde Tarimsal Arastirma
Enstitiisii tarafindan 2014 yilinda tescillenen bir ekmeklik bugday ¢esidi olan Saban, ve
bir arpa ¢esidi olan Hasat cesitleri se¢ilmistir. Tez kapsaminda ayrica bitki biiyliimesini
etkileyen bazi hormonlarin seviyelerindeki degisimler aragtirilmistir.

Calismamizda bugday ve arpa tohumlarina uygulanan 15 pM 30 uM ve 60 uM
(As, Pb, Cd) metal karisimi1 konsantrasyon artigina bagh olarak tohumlarda ¢imlenme
oraninda azalmaya neden olmustur. Benzer sekilde Shri,vd., (2009) 0, 1, 2, 4, 8 mg As/L
arsenik dozu uygulayarak bugday tohumlarinda yaptigi c¢alismada arsenik
konsantrasyonunun artmasiyla kontrol gruplarn ile karsilastirildiginda c¢alisma
kapsaminda degerlendirilen tiirlerde ¢imlenme yiizdesinin anlamli derece azaldigini

gosterilmistir. Yapilan bir calismada agir metallerden kursunun (PbCI2 ) mercimek (Lens
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culinaris) tohumlarinin ¢gimlenmelerindeki etkisi aragtirilmistir. Calismada diisiik kursun
konsantrasyonlarinin ¢imlenmede etkili olmadigi fakat yiiksek konsantrasyonlarin
c¢imlenmeyi engelledigi tespit edilmistir (Azmat, vd., 2006). Bulunan sonuglar
calismamiz ile benzerlik gostermektedir.

Yaptigimiz c¢aligmada kok ve govde uzunluklari acisindan degerlendirilen
ornekler kontrol grubuna ile karsilastirildiginda yalnizca uygulanan 60 uM doz da arpa
kok ve govde uzunluklarinin kontrol grubuna gére anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi
(p<0.05). 5. giinde arpa bitkisinde uygulanan 15 uM ve 30 uM dozda arpa kok ve govde
uzunluklarinin kontrol grubuna gore arttigt 60 uM dozda kok gdévde uzunluklarinin
azalma gosterdigi fakat bu azalmanin ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi sadece
govde uzunlugunun 15 uM dozda anlamli bir artma gosterdigi tespit edildi (p<0,05).

Bugday kok govde uzunluklari kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1.glinde
yalnizca 60 uM metal uygulamasinda anlamli bir azalma tespit edildi (p<0,05). Gévde
uzunlugunda, arpa bitkisinde oldugu gibi 15 uM dozda anlamli bir artma tespit edilmistir
(p<0,05). 5.Gilinde bugday kok ve govde uzunluklarinda 30 uM ve 60 uM dozda anlamli
bir azalma tespit edildi (p<0,05).

Gonzales ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan calismada agir metal
karigimlarinin bugday ve arpa bitkilerinde kok gévde uzunluklarin1 ve biomasi1 énemli
Olciide distlirdiigi bildirilmistir. Diger bir ¢alismada Pinus pinea ve P. pinaster fidelerinde
kadmiyumun kok uzunlugunu engelledigi bildirilmistir (Arduini, vd., 1994). Kursun
bitkideki toksik etkisi, kok biiylime ve gelismesinin kisitlanmasi, ciicelesme ve klorozdur
(Burton, vd., 1984). Calismamizda yaptigimiz gézlemlere gore, konsantrasyon artigina
bagl olarak bitkilerin yapraklarinda ve koklerinde lokal kahverengilesmeler ve kloroz
olustugu goriildii. Lombardi ve Sebastiani (2005) tarafindan yapilan diger bir calismada
belirli derisimlerdeki Cu metalinin yapraklarda senesense ve nekrotik lekelenmeler
meydana getirdigi saptanmistir.

Calismamizda, bugday ve arpa tohumlarina uygulanan 15 pM 30 uM ve 60 uM
(As,Pb, Cd) metal karisimlar1 konsantrasyon artigina bagli olarak, tohumlarda ¢imlenme
oraninda azalmaya sebeb olmus, ayrica ¢calismamizda agir metallerin toksititesi ile ilgili
en belirgin morfolojik etki koklerde gézlenmistir.Doz artisina bagli olarak bugday ve arpa
bitkilerinin koklerinin normal bitki koklerine kiyasla daha kisa oldugu yan koklerde

azalmalar ile kendini gosterdigi izlenmigtir Metal alim1 devam ettikge 5.glinlin sonunda
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kok ve govde gelisiminde 6dnemli gerilemeler gézlenmistir. Kok ve gdvde uzamasinda
meydana gelen yavaslama sonucunda taze ve kuru kok ve gévde agirliklarda da azalmalar
gorilmistir Maden kazi alanlarindaki 6nemli toksikantlarindan biri olan Cinko ve
arsenat karisimlarinin arpa bitkisinde kok uzamasini inhibe ettigi bildirilmistir (Guzman-
Rangel, vd., 2017).

Yaptigimiz calismada 1.glin bugday kok taze ve kuru agirliklar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda taze agirliginda yalnizca 15 uM dozda arttigi diger iki dozda azaldigi
goriildii, kuru agirliklarinda ise biitiin dozlarda azalma tespit edildi. 5.giin bugday kok
taze ve kuru agirliklarinda ayni sekilde biitiin metal uygulamalarinda azalma tespit edildi.

Bugday 1.glin gbvde taze ve kuru agirliklarinda 15 pM ve 60 uM dozda azalma
30 uM dozda artma, kuru agirliklarinda ise biitiin gruplarda azalma 5. giin gévde taze ve
kuru agirliklarinda da ayni sekilde azalma tespit edildi.

1.giin arpa kok taze ve kuru agirliklarinda 15 pM metal uygulamasinda azalma
diger 30 uM ve 60 uM metal uygulamalarinda artma goézlenmistir. 5.glinde ise kok taze
agirliginda 15 pM ve 30 uM dozda artma, 60 pM dozda azalma goriilmiis kuru agirliginda
da aymi sekilde 15 puM ve 30 uM dozda artma tespit edildi fakat 60 pM dozda bir
degisiklik gozlenmemistir.

1.giin arpa govde taze ve kuru agirliklarinda 15 pM metal grubunda azalma, 30
uM ve 60 uM metal gruplarinda artma goriildii, 5. glinde ise govde taze agirliginda 15
UM ve 30 uM dozda artma, 60 uM dozda azalma, kuru agirliklarinda ise 15 uM dozda bir
degisiklik olmazken 30 uM dozda artma, 60 uM dozda ise azalma tespit edildi.

Yapilan bir ¢alismada Fargasova (2001), Pb stresine maruz kalmis bitkilerde kok
taze agirliklarinda azalma oldugu. Jiang ve Liu (2000) sarimsak bitkisinde kursunun
kokte biriktigi ve kokiin kuru agirlik miktarlarinda ise azalmalara neden oldugu
bildirilmistir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada Cd ve Pb’nin yiiksek seviyeleri bitkilerde, tohum
cimlenmesinde, kok ve govde uzunlullarinda ayrica kok gévde agirliklarinda azalma
(Lagriffoul vd.,1998, Mishra ve Choudhari, 1998, Obroucheva vd., 1998, Catak vd.,2000,
Munzuroglu ve Gegkil, 2002, Verma ve Dubey, 2003, Dunbar vd., 2003, Kiran ve
Munzuroglu, 2004, Kiran ve Sahin, 2005, Peng vd., 2005) gibi olumsuzluklara neden
oldugu bildirilmistir. Kok kuru agirliginda ortaya ¢ikan azalmaya 6rnek olarak, Uysal,

(2007) tarafindan da bugday da aliiminyum toksitesi ile ilgili calismada gosterilebilir.

74



Kok ve govdedeki protein miktarlar1 degerlendirildiginde 1.giin arpa kok ve
govdedeki protein miktar1 15 uM metal iyonu uygulanan grupta azalma gosterirken
(p<0,05) 60 uM dozda anlamli bir artis gosterdi(p<0,05). 30 uM dozdaki degisikligin
istatistik olarak anlamli olmadigi goriildi. Govdede ise 30 uM ve 60 uM metal
gruplarinda anlamli artma goézlenirken (p<0,05); 15 uM dozda anlamli bir degisiklik
olmamustir. 5.giin arpa koklerinde protein igerigi 15 uM dozda degismezken 30 uM dozda
azalma tespit edilmistir (p<0,05); 60 uM doz uygulanan grubun protein igerigi kontrol
grubuna gore artma gosterdi (p<0.05). Govdede ise tiim metal uygulanan gruplarin
protein igerigi azalmistir (p<0,05).

Bugday bitkisinin protein miktar1 degerlendirildiginde 1.giin bugday koklerinde
her ii¢ dozda da artis gozlendi fakat bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
Govdede 15 uM ve 30 uM dozlarda anlamli bir degisiklik gozlenmezken 60 uM dozda
artma tespit edildi (p<0,05). 5.giinde bugday kokiinde 15 uM ve 60 uM metal
uygulamalarinda protein miktarinda anlamli bir degisiklik olmazken 30 uM dozda azalma
tespit edilmistir (p<0,05). Gévdede 15 uM ve 30 uM dozlarda kontrol grubuna gore
azalma tespit edilirken (p<0,05); 60 uM uygulamada anlamli bir degisiklik gozlenmedi.

Arpa kiiltiirleri tizerine boron toksisitesinin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada 5
giin 5 ve 10 uM boron uygulamasinin koék ve govdede protein igeriklerinde anlamli bir
degisiklige sebep olmadig bildirilmistir (Karabal, 2003). Bir diger ¢alismada Sanal vd.,,
(2014) arpa tohumuyla yaptig1 ¢alismada arsenik doz uygulamasinda 0.5, 1, 2, 4, 8, 16
mM sodyum arsenat ve sodyum arsenit uygulamalarinda koklerde total protein miktarinin
diistiigli gozlemlenmistir. Calismamizda da goriildiigii gibi, metal iyonlar1 karisimi total
protein iceriklerinde degisikliklere sebep olarak biyokimyasal olarak bitkiyi
etkilemektedir.

Calismamizda As, Pb ve Cd’un bugday ve arpada kok ve govdede MDA igerigi
tizerine etkisine baktigimizda; 1.giin sonunda arpa koklerinde metal iyonu uygulanan
biitiin gruplarda MDA seviyelerinde anlamli bir artis gézlendi (p<0,05). Govdede 15 uM
dozda anlamli bir degisiklik olmazken 30 uM ve 60 uM dozlarda artma tespit edildi
(p<0,05). 5.giin arpa kok ve govde drneklerinde her ikisinde de MDA seviyeleri her dozda
artig gostermistir (p<0,05).

1.giin bugday kok ve govdelerinde de ayni sekilde biitiin gruplarda kontrol
grubuna gére MDA seviyelerinde artig tespit edildi (p<0,05). 5.giin bugday kokiinde 15
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uM dozda 6nemli bir degisiklik olmazken 30 uM ve 60 uM dozlarda ve gdvdede biitiin
gruplarda artis tespit edildi (p<0,05).

MDA miktarinin olgiilmesi lipid peroksidasyon seviyelerinin saptanmasinda
kullanilan bir stres indikatoriidiir (Taulavuori, vd., 2001). Chaoui vd., (1997) Zn stresi,
Dey vd., (2007), Cd ve Cu stresi altinda MDA seviyesinin artabilecegini bildirmiglerdir.
Benzer bir ¢aligma Cakir (2007) selenyum toksitesi altinda farkli iki arpa tiirtinde yaptig1
calismada selenyum dozunun artmasiyla MDA miktarinin arttigini belirtmistir. Panda,
vd, (2003) bugdayda farkli Cr konsantrasyonlarmin (1, 10 ve 100 mM) lipit
peroksidasyonunu baslattigi ve malondialdehit miktarinin konsantrasyon ve siirenin
artmasina bagl olarak arttigini bildirmistir. As, Pb ve Cd karisimi bitkilerde oksidatif
stres meydana getirmistir. Bunun en 6nemli kanitida lipid peroksidasyonunun meydana
gelmis olmasidir. Calismamizda da goriildiigii gibi konsantrasyon artigina bagl olarak
MDA miktarinin arttig1 tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada bugday ve arpa bitkisinde agir metal birikimine
baktigimizda 1. ve 5. giin arpada metal iyonu uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore
agir metallerin konsantrasyon artisina bagli olarak dokularda artarak biriktigi tespit
edilmistir. Bugday bitkisinde de ayn1 durum gézlenmistir.

Hint niliiferi Nelumbo nucifera’da krom birikiminin arastirildigi calismada, farkli
krom konsantrasyonlarinda (50-200 um) biiyiitiilen bitkinin dokularinda benzer sonuglar
gozlenmistir. En yiiksek birikimin ise koklerde oldugu bildirilmistir (Vajpayee, 1999).
Topcuoglu ve arkadaslari, yaptiklar: bir serada; iki yil siireyle topraga uygulanan farkl
kentsel aritma ¢gamurlarinin, domates bitkisinde bitki besin elementleri ve igeriklerindeki
agir metal seviyesi tizerine etkilerini arastirmislardir. Artan miktarlarda uygulanan aritma
camuru ile paralel olarak domates bitkisinin agir metal (N, P, K, Ca, Mg, Zn, Mn, Cu, Pb,
Ni ve Cd) igeriklerinde onemli bir artmanin oldugunu saptamiglardir (Topcuoglu,
vd.,2003).

Siis bitkisi olan su kamisinin (Typha latifolia), su icinden topladig1 agir metallerin
incelendigi ¢calismada T. latifolia’nin biitiin kok, gévde ve yapraklarinda yiiksek miktarda
Cu, Ni ve Zn biriktirdigi tespit edilmistir (Manios, vd, 2003). Khan, vd., (2009) hardal
bitkisi ile yaptiklar1 bir ¢alismada 5 ve 25 uM arsenik uygulamasinin doza bagh olarak

96 saat siire sonunda kok ve govdede arsenik igerigini arttirdigini bildirmislerdir.
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Yaptigimiz ¢alismadada bugday ve arpa bitkisinde konsantrasyon artisina bagli olarak
metal birikiminin arttig1 tespit edilmistir.

Bugday ve arpada hormonlar iizerinde yaptigimiz calismada aktive edici
hormonlardan IAA (indol asetik asit), inhibe edici hormonlardan ise ABA (absisik asit)
JA (jasmonik asit) miktarlarindaki degisiklikler degerlendirildi. Ayrica redukte glutatyon
miktarlarindaki degisimler degerlendirildi.

1. ve 5. giin arpada biitiin gruplarda JA miktarinda azalma tespit edilmistir. 1 giin
bugdayda 15 uM dozda artma diger iki grupta azalma gozlendi. 5.glinde ise 15 uM ve 60
uM metal iyonu uygulanan gruplarda azalma 30 pM metal iyonu uygulanan grupta JA
miktarinda artma tespit edilmistir.

IAA miktarina baktigimizda 1.glin sonunda arpa bitkisinda azalma g6zlenirken 5.
giinde kontrol grubu ile yapilan karsilastirmada 15 uM dozda artma diger iki dozda
azalma tespit edildi. GPX miktarindaki artigla birlikte IAA oksidasyonu artar ve bu
nedenle miktar1 azalir. 60.uM dozda 1. ve 5. giinlerde IAA miktarlarindaki diisliste bunu
desteklemektedir. Bugdayda 1.giiniin sonunda 15 uM ve 60 uM dozda artma gézlenirken
30 uM dozda kontrol grubuna yakin oldugu gbézlenmistir. 5.giinde ise biitiin gruplarda
artma gorildii.

ABA miktarina baktigimizda 1.giin sonunda arpada ABA miktarlarinda artig
gozlenirken, 5.giinlin sonunda 15 uM ve 30 uM dozlarda artis 60 uM dozda bir miktar
azalma olmasina ragmen kontrol grubuna gore yiiksek oldugu tespit edildi. Bugdayda
1.giin grubunda 30 pM dozda ABA miktarinda artis diger iki dozda diigiis goriildii. 5.gilin
grubunda ise tim dozlarda absisik asit seviyesinde azalma tespit edildi. Yapilan bir
calismada boron etkisi altinda havug¢ (Daucus carota L.)’un kok dokularinda ABA igerigi
artmustir (Demiray, vd., 2006)

1. giin ve 5. gliniin sonunda arpa’da rediikte glutatyon miktarlarinda metal
uygulanan gruplarda artma tespit edildi. 60 uM uygulamada 1. giinde kontrol grubundan
yiiksek olmakla birlikte redukte glutatyon seviyeleri diismiis, 5. giin de kontrole gore daha
diisiik seviyede oldugu gozlendi

Bugday bitkisinde rediikte glutatyon seviyeleri 1. giin sonunda kontrol grubuna
gore 15 uM ve 60 uM dozlarda artma gozlenirken, 30 uM uygulamada azalma goriildii.
5. giin sonunda ise kontrol grubuna gore biitiin gruplarda anlamli bir sekilde azalma tespit

edildi..
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Agir metal uygulamasinin antioksidan enzimlerin gen ekspesyon seviyeleri
izerine etkisine baktigimizda arpa da 1 giiniin sonunda GS enziminin gen ekspresyonu
tiim gruplarda kontrol grubuna gore artma gosterirken SOD enziminde 15 uM dozda
azalma diger iki dozda artma gozlendi. CAT ve GPX enzimlerinin gen ifadeleri metal
iyonu uygulanan tiim gruplarda artmistir. Arpada 5.glinlin sonunda GS ve CAT
enzimlerinin gen ekspesyonlar1 kontrol grubuna gore artma gosterirken SOD ve GPX
enzimlerinde 15 pM dozda azalma, diger iki dozda artma gozlendi.

Bugdayda 1. giiniin sonunda GS enziminin gen ekspresyonu tiim gruplarda artig
gosterirken SOD enziminin gen ifadesi 15 uM dozda azalirken diger iki grupta artmistir.
CAT ve GPX enzimlerinde ise gen ekspresyonu 15 pM dozda azalma 30 uM ve 60 pM
dozlarda artma gosterdi. 5.gliniin sonunda bugdayda GS, SOD, GPX enzimlerinin gen
ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore artis gosterirken CAT enziminin gen ekspresyonu
15 uM dozda azalma diger iki dozda artma gosterdi. Calismamizda SOD, GS, GPX ve
CAT enzimlerinin gen ekspresyon seviyeleri 15 uM’lik dozda diisiis gostermekle birlikte,
zamana ve doza bagli olarak savunma sisteminin aktive oldugunu gosterir sekilde
artmistir. Benzer sekilde Morus alba L. (dut), Cicer arietinum L. (nohut) ve L. esculentum
(domates) gibi bitkilerde stres kosullar1 altinda yapilan ¢alismalarda SOD aktivitesinde
artma meydana geldigi gézlenmistir.(Harinasut, 2003; Attia, 2009 )

SOD enzimi kodlayan genlerin PCR teknigi ile ifade seviyelerinin arastirildigt
caligmalarda ¢esitli stres kosullar1 altinda ve bitki tiirlerine bagli olarak gen ifadesinde
degisiklik meydana geldigi bu degisikliklerin ise stres savunmasinda rolii oldugu
gosterilmistir (Aydin vd.,2012; Arvind, 2003). Benzer sekilde L. esculentum (domates),
Hordeum vulgare (arpa), Corylus maxima Mill. (findik), Pinus nigra J.F.Arnold (¢am)
gibi birgok bitkide katalaz enzimini kodlayan genlerin strese bagli olarak ifade
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Arvind, 2003; Matsumura, 2002; Millar, 2003).

Sonug olarak agir metal uygulamasinin arpa ve bugday bitkilerinde bitkinin en
savunmasiz oldugu ¢imlenme doneminde bitki gelisimini olumsuz etkiledigi
belirlenmistir.

Giliniimlizde hizla endiistrilesen toplumlarda, endiistriyel ve kentsel atiklar,
bilingsiz tarim ilaglar1 ve giibre kullanimi toksik etkiye sahip olabilen agir metallerin

toprak ve sulardaki seviyelerini sinir degerlerin iizerine ¢ikarmaktadir. Literatiirde bircok
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calismada agir metale maruz kalan pek ¢ok bitkide oksidan stresin primer cevabi olan
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde degisiklikler bildirilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada antioksidan savunmada one ¢ikan bazi enzimlerin gen
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler literatiirdeki aktivite degisimleri ile ilgili
verilerle de uyumlu oldugundan bu enzimlerin ifade seviyelerinin tespiti bitkilerin
cimlenme periyodunda agir metale maruz kaldigindaki savunma mekanizmalarinin seyri

konusunda arastiricilara 6nemli bilgiler sunmustur.
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