BAZI ARPA VE BUGDAY VARYETELERINDE
MORFOLOJIK VE BIYOKIMYASAL
YANITLAR UZERINE TOKSIK
METALLERIN ETKISI

Ceyhan HACIOGLU

Yiksek Lisans Tezi

Biyoloji Anabilim Dal1
Ocak-2015



JURI VE ENSTITU ONAYI

Ceyhan Hacioglu’'nun “Baz1 arpa ve bugday varyetelerinde
morfolojik ve biyokimyasal yanitlar iizerine toksik metallerin etkisi” baslikli
Biyoloji Anabilim Dalindaki, Yiiksek Lisans Tezi 12.01.2015 tarihinde, asagidaki
jiiri tarafindan Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim Ogretim ve Siav

Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Adi-Soyadi imza

Uye (Tez Damismam) : Do¢. Dr. Elif OZTETIK ...
Uye : Dog. Dr. Serpil OGUZTUZUN ...

Uye : Do¢c. Dr. Hasan TUORKEZ ...

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun

.................. tarih ve .................. sayll karariyla onaylanmstir.

Enstitii Mudirii



OZET
Yiiksek Lisans Tezi
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Toprakta agir metallerin (HM) birikimi besin zinciri yoluyla hayvan ve
insan sagilig1 izerinde 6nemli etkilere sahiptirler. Ayrica, hiicreler enzimatik veya
enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalarinin yardimiyla agir
metallerin olusturdugu serbest oksijen radikallerinin (ROS) zararli etkilerini
detoksifiye edebilirler. Glutatyon S-transferaz (GST), tripeptit glutatyon (GSH)
ile elektrofilik ksenobiyotik substrastlarin konjugasyonunu katalizleyen bir enzim
grubudur. Ote yandan GSH, ROS kaynakli oksidatif hasara kars1 hiicresel
savunmada i¢in en 6nemli metabolitlerden biri olarak kabul edilir. Bu ¢alismada
Triticum aestivum L. cv. Izgi-2001, Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001,
Hordeum vulgare L. cv. Kalayci1-97 ve Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiirlerinin
radikula ve hipokotillerinde GST aktivitesi, protein ve GSH igerikleri, ¢cimlenme
yiizdeleri, radikula ve hipokotillerin uzunluklar1 ile su igerigi {zerindeki
kadmiyum kloriir (CdCly) ve kursun kloriiriin (PbCl,) farkli konsantrasyonlarinin
etkisi degerlendirilmistir. Uygulanan agir metaller GSH igeriginde kontrol
gruplara gore farkliliklar gostermistir. GST aktivite 6l¢iimlerinin sonucunda,
agir metal uygulamalarinin 1,5 mM Pb konsantrasyonunda Bilgi-91 ve Kalayc1-97
tiirlerinin hipokotillerinin kontrol gruplarina goére onemli bir artisa olmus ve bu
artis sirastyla %502 ve %308 iken, 1,5 mM Cd konsantrasyonunda bu tiirlerin
radikulalarindaki aktivite artis1 kontrol grubuna gore sirasiyla %558 ve %478
olarak bulunmustur. Bu sonuclara gore, farkli konsantrasyonlardaki agir metal
uygulamalarinin bitki tiirlerinde fizyolojik ve biyokimyasal siiregleri olumsuz
etkiledigi ve agir metal stresine daha dayanakli bugday ve arpa tiiriiniin Alpu-
2001 ve Bilgi-91 oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Agir Metaller, Bugday, Arpa, Glutatyon S-Transferaz.
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2015, 121 pages

Heavy metals (HM) effect on the health of animals and humans via food
chains. Either directly or indirectly, HM cause oxidative damage in plants through
reactive oxygen species (ROS) formation. However, cells can detoxify the
harmful effects of ROS with the help of enzymatic or nonenzymatic antioxidant
defense mechanisms. Of those, glutathione S-transferases (GST) are a diverse
group of enzymes catalyzing the conjugation of electrophilic xenobiotic substrates
with the tripeptide glutathione (GSH). On the other hand, GSH is considered as
one of the most important metabolite for intracellular defense against ROS
induced oxidative damage. In this study, toxic effects of lead chloride (PbCl;) and
cadmium chloride (CdCl;) on germination, lenght of hypocotyl and radicle, water
content, GSH contents, GST activities of wheat (Triticum aestivum L. cv. Izgi-
2001 and Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001) and barley genotypes (Hordeum
vulgare L. Kalayc1-97 and Hordeum vulgare L. Bilgi-91) were investigated. The
application of HMs to plants caused differences in GSH contents as compared to
their control groups. As a result of GST activity measurements, the highest
activities were observed in Bilgi-91 and Kalayc1-97 shoots with 3 mM Pb
treatment (502 and 308% of control for Bilgi-91 and Kalayci-97, respectively) and
in roots with 1,5 mM Cd treatment (558 and 478% of control, respectively). In
conclusion heavy metals affects physiological and biochemical mechanisms of
wheat and barley genotypes Alpu-2001 and Bilgi-91 have more tolerated to heavy
metals.

Keywords: Barley, Wheat, Glutathione S-Transferases, Heavy metals.
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1. GIRIS

Giliniimiizde ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin
bir sekilde birikmeye baslayan agir metaller, diinya yiizeyindeki tim
organizmalarin yasamini tehdit eden 6nemli bir ¢evre sorunu halini almistir. Agir
metallerin ¢evreye yayilmasma neden olan etmenlerin basinda endistriyel
faaliyetler, motorlu tasitlarin egzozlari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik
faaliyetler, tarimda kullanilan giibre ve ilaglar ile kentsel atiklar gelmektedir
(Stresty ve Madhava Rao 1999). Ekosfere ulasan agir metallerden ¢inko (Zn),
mangan (Mn), kobalt (Co), bakir (Cu), nikel (Ni) ve molibden (Mo) bitki gelisimi
icin mutlak gerekli iken aliiminyum (Al), vanadyum (V), arsenik (As), civa (Hg),
kursun (Pb), kadmiyum (Cd) ve selenyum (Se) toksik etkilidir. Bitki gelisimi i¢in
mutlak gerekli element olsun veya olmasin agir metallerin doku ve organlardaki
asirt birikimi bitkilerin vejetatif ve generatif organlarinin gelisimini olumsuz
yonde etkilemektedir (Giir ve ark. 2004). Agir metaller bu toksik etkileri
nedeniyle bitkilerde transpirasyon, stoma hareketleri, su alimi, fotosentez, enzim
aktivitesi, ¢cimlenme, protein sentezi, zar stabilitesi, hormonal denge gibi bir¢ok
fizyolojik olayin bozulmasina neden olmaktadirlar (Kennedy ve Gonsalves 1987).
Toksisite, metalden metale degisebildigi gibi, organizmadan organizmaya da
degisebilmektedir. Olumlu veya olumsuz (toksik) etkiler yalnizca elementin tipi
ve konsantrasyonuna bagli olmayip degisik tiirlerin genetik esashi fizyolojik

davraniglari ile de ilgilidir (Haktanir ve Arcak 1998).

Bugday (Triticum aestivum L.), diinyada ve Tirkiye’de stratejik bir bitki
olup, insanlarin temel enerji ve protein kaynagi durumundadir. Tiirkiye’de gidasal
enerjinin % 40’1 bugday iiriinleri tarafindan karsilanir. Ulkemizin ekili alanlarina
bakildiginda, yaklasik % 50’sini tahillar, tahillarin ekim alanlarinin da yaklasik %
70’ini bugday olusturdugu goriilmektedir (Gtileg ve ark. 2010).

Arpa (Hordeum vulgare L.) bugday, misir ve geltikten sonra 6nemli tahil
cinsidir. Arpa, basta hayvan beslenmesi olmak iizere, malt ve bira endiistrisinde,
az da olsa insan beslenmesinde kullanilmaktadir (Poehlman 1985). Ulkemizde her
bolgede iiretimi yapilabilen arpa, tarla {irtinleri i¢inde ekilis alan1 ve iiretim

acisindan bugdaydan sonra ikinci sirada gelmektedir. Arpa, Tiirkiye’nin tiim



bolgelerinde yetistirilmekle birlikte, 6zellikle Orta Anadolu (Konya, Ankara,
Eskisehir ve Kirsehir) ve Giineydogu Anadolu Bdlgeleri (Sanlurfa, Diyarbakar,
Mardin) arpa yetistiriciligi konusunda énemli iki bolgedir (Yilmaz 2007).

Bitkisel {iretimin tiim asamalarin1 olumsuz etkileyen, verim ile kaliteyi
diisiiren faktorlerden birisi agir metallerin sebep oldugu kirliliktir. Agir metal
kirliligi insanlarin endiistriyel ve sehirsel atiklari ile havayi kirletici maddelerin iyi
yonetilememesi, trafik yogunlugu, asir1 pestisit ve giibre kullanimina dayali yogun
tarim uygulamalar1 gibi faaliyetleri ile tarim topraklari, yeralt1 ve yeristi
sularinda artmaktadir. Endiistriyel veya kentsel atik sular ile kirlenmis akarsu ve
gollerin tarimsal amagla kullanilmasi1 sonucunda, topraklarda 6nemli diizeyde iz
element ve agir metal birikimi oldugu bilinmektedir. Canli sisteme giren agir
metaller, besin zinciri ile bir organizmadan digerine taginarak canli sistemlerde
yiiksek konsantrasyonlara ulasmakta ve zararlarini yillarca siirdiiriilmektedir
(Yiicel ve ark. 2010). Atmosfer, toprak ve suda olusan agir metal kirliligi artarak
bitkisel iiretimin miktar ve kalitesini diisiirmektir. Agir metaller, koloidal
absorbsiyon ve iyon degisimi ile toprakta kalinti (birikim) yaparak Zn, Cu, Pb, Cd
ve Ni gibi agir metaller topragin biyoelverisliligi iizerine fazlasi ile etki

yapmaktadir (Algan ve Bilen 2005).
1.1. Agir Metaller
1.1.1. Agir Metallerin Genel Ozellikleri

Yogunlugu 5.0 g cm™>'ten biiyiik metaller (c1va, kadmiyum, kursun, ¢inko
gibi) agir metaller olarak bilinirler. Bunlar 6zellikle yogun insan kaynakli
etmenlerin oldugu alanlarda 6nemli ¢evresel kirleticiler olup, toprak, su ve havada

eser miktarlarda bile canlilar igin tehlikelidirler (Dogan ve Saygideger 2009).

Agir metaller 6zellikle belirli bir seviyeyi gegtikten sonra bitkilerde hiicre
zarlarinda hasar, hormon dengesinin bozulmasi, su iliskisinin degismesi gibi
fizyolojik ve biyokimyasal olaylar1 direkt veya dolayli olarak etkiler (Zengin ve
Munzuroglu 2005). Yagdr ve ark. (2000), bitkilerde agir metal toksitesi iizerine
calismiglar ve bitkilerde agir metal toksitesinin biiyliime ve gelismede yavaglama,

enzim aktivitesinde bozulma, radikulada zararlar, depolama faaliyetlerinde



bozulma, fotosentez aktivitesinde gerileme, diger besin elementlerinin aliminda

yavaglama ve verimde diisme gibi zararlara neden oldugunu belirtmislerdir.
1.1.2. Agir Metaller ve Bitki Metabolizmas1 Uzerine Etkileri

Bitkilerin cevresel stres faktorlerine karsi toleranslar: bitki tiiriine, stres
faktoriine, strese maruz kalma stiresine ve strese maruz kalan doku veya organinin
yapisina bagh olarak degismektedir (Giir ve ark. 2004). Bu nedenle bitkilerin bu
stres kosullarina tepkilerinin ve gelistirdikleri uyum mekanizmalarinin bilinmesi
gerekmektedir. Bitkilerin agir metal toksisite tolerans sinirlarinin bilinebilmesi
icin metal tir ve miktar1, yarayighligi, zararin siddeti ve tiirii ile ayrica zarar
olusum siireci géz Oniline alinmalidir. Bu 6zelliklerin bilinmesi, bitkilerin gelisimi

ve canlilig1 agisindan oldukg¢a 6nemlidir (Paschke ve ark. 2005)
1.1.2.1 Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum tarim topraklarina; endiistriyel faaliyetler, fosforlu giibreler,
lagim atiklari, 1sitma sistemleri, trafik, giic istasyonlari, ¢imento fabrikalar1 gibi
cesitli kaynaklardan ve kayalarin minerilizasyonu ile yayilmaktadir (Liu ve ark.
2007; Dogan ve ark. 2009; Haktanir 1987).

Toprakta 3 mg/kg, bitki kuru maddesinde ise 1 mg/kg’dan fazla
kadmiyum toksik etkilidir (Ozbek ve ark. 1995). Bitki ve topraklara bulasan
kadmiyumun biiyiik kismi kadmiyum igeren toz zerreciklerinin havadan
cokelmesi yolu ile olmaktadir. Trafigin yogun oldugu alanlardaki yol
kenarlarindaki topraklarda toz ¢okelmesi ile yilda m®’ye 0.2-1.0 mg kadmiyum

ilavesinin oldugu 6l¢iilmistiir (Haktanir 1987).

Kadmiyum insan, hayvan ve bitkiler i¢in oldukca toksik etkili bir agir
metaldir. Bitki biinyesinde azot ve karbohidrat metabolizmalarini degistirmesi
nedeniyle bir¢ok fizyolojik degisiklige neden olur. Proteinlerin —SH gruplarindaki
enzimleri inaktive etmekte, protoklorofil reduktaz ile aminolevulinik asit sentezini
bozup fotosentezi engelleyerek ve stomalarin kapanmasina, transpirasyon ile su
kaybinin azalmasina neden olmaktadir (Sheoran ve ark. 1990; Zengin ve

Munzuroglu 2005). Fotosentez orami iizerine olan olumsuz etkisi CO;



asimilasyonunu azaltmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica agir metallerin serbest
radikal olusumuna yol agtigi ve bu yolla tilakoid zar lipidlerinin oksidatif
yikimina neden oldugu, bu gibi durumlarda ise klorofil yikiminin arttigr ve

sentezinin engellendigi bilinmektedir (Zengin ve Munzuroglu 2005).

Kadmiyum stresi altinda bitkilerin su ve iyon aliminin azalmasinin en
onemli nedeni radikula biiyiime ve gelismesini engellemesidir. Yapilan bir
calismada bugday fidelerinin yetistirildigi ortama kadmiyum ilave edilmesinin
bitkilerin potasyum ve nitrat alimmi azalttig1 ve siirgiin gelisimini engelledigi
belirlenmistir (Verma ve Dubey 2003). Ayrica kadmiyum stresi altindaki
bitkilerde stomalarin kapanmasi nedeniyle transpirasyonla su kaybi1 azalmakta ve

kadmiyum taginmasi engellenmektedir (Salt ve ark. 1995).

Insan saglhig acisindan degerlendirildiginde ise Japonya'da bulunan
Jintzu nehrinin, ¢inko, kursun ve kadmiyum filizlerinin ¢ikarildigi maden
ocaklarinin atik sular ile kirlendigi bolgede "Itai-itai" hastalig1 olarak belirtilen
epidemik olayin kadmiyumdan kaynaklandigi anlagilmistir. Yasayan halkinin atik
sular1 sulama ve gilinliik ihtiyaglarinda kullanmasi sonucu siddetli romatizmal
agrilarla kendini gosteren hastalik tablosunun ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.
Gidalarla yiiksek diizeylerde kadmiyum alinmasi akut toksikasyonuna neden olur.
Kadmiyum ile kirlenmis sularin tiiketilmesi ile abdominal agri, kusma ve bulanti
gibi sikayetler belirir. Kadmiyumun solunum yolu ile de akut pndmoni ve
pulmoner 6dem olusur. Ayrica kardiyovaskiiler sistem ve iskelet sisteminde de

hasarlar meydana gelir (Bas ve Demet 1992).
1.1.2.2. Kursun (Pb)

Kursun biitiin bitkilerde dogal olarak bulunsa da bitki i¢in gerekli bir
element degildir. Kursunun toksik etkisi konsantrasyonuna, tuz olusturma sekline,
toprak oOzelligine ve bitki tlirline ve gesidine bagli olarak degisim gosterir.
Kursunun toksik seviyeleri bitkideki makromolekiiller igindeki fonksiyonel
gruplarda yer alan metal iyonlarini, fotosentezi, mineral nutrisyonu ve bitki su

kapasitesini diizenleyen c¢esitli enzim aktivitesini degistirmek suretiyle ¢cimlenme,



stirgiin gelisimi, tolerans indeksi, radikula ve hipokotil su igerigi gibi olaylar

etkilemesiyle kendini gosterir (Lamhamdi ve ark. 2011).

Ortamda kursuna maruz kalmig bitkilerde radikula uzamasi ve
biyokiitlede azalma, klorofil biyosentezinde engellenme, bazi enzim
aktivitelerinde tetiklenme veya engellenmeler oldugu rapor edilmistir (Chen ve
ark. 2007; Dogan ve Colak 2009; Yang ve ark. 2010).

Kiran ve Sahin (2005)’in 6nemli c¢evre Kkirleticilerinden biri olan
kursunun mercimek (Lens culinaris Medik.) {izerinde etkilerinin arastirildig1 bir
calismada diisiik konsantrasyonlarda tohumlarin ¢imlenme oranmin anlamli
sekilde etkilenmedigi ancak doz arttik¢a ¢imlenme oraninin azaldigi goézlenmistir.
Ayrica uygulanan tiim konsantrasyonlarda, radikula biiyiimesi kontrole gore
engellenmis ve konsantrasyon artigina paralel olarak, hiicre boliinmesinin azaldigi

ve cesitli mitotik anormalliklerin arttig1 tespit edilmistir.

Kursun elementi, hiicre turgoru ve duvarinin stabilitesini olumsuz
etkilerken; stoma hareketlerini ve hipokotil alanin1 azaltarak bitki su rejimini
etkilemektedir. Ayn1 zamanda radikulalar tarafindan tutulmasi ve radikula
gelisimini azaltmasi nedeniyle bitkilerin katyon ve anyon alimini azaltmakta

dolayisiyla besin alimini etkilemektedir (Sharma ve Dubey 2005).

Kursun elementi radikulalarda hipokotillere gore daha fazla birikir.
Verma ve Dubey (2003)’in ¢eltik bitkisinde yaptigi bir ¢alismada 500 ve 1000 pM
kursun nitrat uygulanmasmin radikula biylimesini % 22-42 ve hipokotil
biiylimesini % 25 oraninda azalttigi, radikulalar tarafindan absorbe edilen kursun

miktarinin hipokotillerden 1,7 - 3,3 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Kursunun insanlar {izerindeki toksik etkilerinden en belirgini ¢cocuklarda
ve fotiiste izlenir. Eriskinlerde genellikle mesleki maruziyet durumlarinda
periferal noropati ve/veya kronik noropati seklinde ortaya cikar. Hemoglobin
metabolizmasindaki bozukluklar ve anemi go6zlenen Onemli bozukluklardir.
Ayrica kusma, kolik, ishal ve karmn agrisi gibi gastrointestinal sistem ve Oli
dogumlar gibi iireme sistemine ait bozukluklar da mevcuttur (Erkan 1984;

Klassen ve ark. 1986; Yiicel ve ark.1995).



1.2. Serbest Radikaller

Bitkiler giines enerjisini rediikte molekiillere doniistirmekte, memeliler
ise bu rediikte molekiilleri bir¢ok biyokimyasal basamak sonucunda CO, ve
H.O’ya indirgeyerek, enerjiyi kullanilabilir ve depo edilebilir yiiksek enerjili ATP
(Adenozin trifosfat) gibi fosfat bilesikli molekiiliin sentezini gergeklestirmektedir.
Bir maddede elektronlarin kaybedilmesine oksidasyon; diger bir maddenin ise
elektronlar1 almasina rediiksiyon adi verilmektedir. Redoks reaksiyonlar1 sadece
elektronlarin transferi ile degil; ayni zamanda kovalent baglarda elektron
yoriingelerinin degismesi ile de meydana gelmektedir. Okside olmus ajanlar ise
olduke¢a elektrofilik olduklar: i¢in, diger molekiillerden elektron alabilmekte ve

boylece serbest radikalleri meydana getirmektedirler (Arasimowicz ve ark. 2009).

Bitkilerde serbest radikaller endojen olarak kloroplastlardaki fotosentez
reaksiyonlarinda, plastit ve peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit
dongiisiinde, NADPH oksidaz, hiicre duvar1 peroksidazlar1 ve amino oksidazlar
gibi enzimlerin etkisiyle olusur (Van ve Dat 2006; VanCamp ve ark. 1998).
Kuraklik, diisiik ve yiiksek 1s1 degerleri, agir metaller, UV 131k, beslenme
noksanliklari, yiiksek derecede tuzlu ortam, yiiksek 1s1k stresi ve hipoksi ise
ekzojen serbest radikal kaynaklaridir (Gechev ve ark. 2003; Lamb ve Dixon
1997).

Hiicrede normal metabolik siire¢ler devam ederken enzimatik
reaksiyonlarda ara iiriinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusur. Bazen
bu serbest radikaller enzimlerin aktif yerinden sizarak molekiiler oksijenle
etkilesir ve serbest oksijen radikallerini (ROS) olustururlar. Hiicrede olusan
reaktif oksijen tiirleri, antioksidan savunma sistemleri olarak adlandirilan
mekanizmalarla ortadan kaldirilirlar. Ancak bazen hiicresel savunma mekanizmasi
vasitasiyla ortadan kaldirilandan daha fazla reaktif oksijen tiirleri olusabilir.
Organizmada hiicresel savunma mekanizmasi vasitasiyla ortadan kaldirilandan
daha fazla reaktif oksijen tirlerinin meydana gelmesi oksidatif stres olarak
tanimlanir (Kartal 2008).



Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres, normal fonksiyon
gosteren hiicre ve organizmalardaki molekiillerde enzimatik olmayan oksidatif
hasarin birikimi ile karakterize olmus durumu ifade etmektedir (Baskin ve Salem
1997).

Bitkiler farkli stres faktorlerine karsi savunma mekanizmalar
gelistirmislerdir. Bitkiler stresi ya tolere etmekte ya da ondan kaginmaktadirlar.
Stres faktorleri yapisal ve metabolik hasarlara neden olmaktadirlar (Kog ve Ustiin
2008).

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak
tizere iki kisma ayrilabilir (Fujita ve ark. 2006). Biyotik (patojen, diger
organizmalarla rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, ekstrem
sicakliklar, besin, mineral, kimyasal toksisite ve oksidatif stres vb.) stresler
beslenmemizde 6nemli bir yere sahip tahillar da dahil, tiim bitkilerin normal
fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol agarak (protein, zar, DNA, mitokondri
hasarlar1 ve lipid peroksidasyonu vb.) iiriin kayiplarina neden olurken, dogal
ekosisteminde dengesini bozmaktadir (Wang ve ark. 2003; Wang ve ark. 2004;
Tiirkan ve Demiral 2009; Gill ve Tuteja 2010) (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat ve ark. 2002)



Biyotik ve abiyotik faktorlerden dolay1 oksidatif stres hiicrelere zarar
veren ya da hiicreleri 6ldiiren ROS’un bitki hiicrelerinde olusmasina neden olur.
ROS belli redoks tepkimeleri sirasinda olusabildigi gibi oksijenin tamamlanmamis
indirgenmesi  sirasinda, mitokondride suyun yiikseltgenmesinde ya da
kloroplastlarda elektron aktarimi aninda da olusabilir (Apel ve Hirt 2004). Singlet
oksijenin olusumunu (*O) hidrojen peroksit (H;0,), siiperoksit anyon (O ),
hidroksil radikal (OH") ve perhidroksil radikali (O,H") gibi diger ROS’un
olusumlari izler (Gill ve Tuteja 2010; Y1ldiz ve ark. 2010).

1.2.1. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine karsti en hassas olan
biyomolekiillerdir. Hiicre zarlarindaki ve gidalardaki kolesterol ve yag asitleri
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri
olustururlar. Coklu doymamis yag asitlerinin serbest radikaller etkisi ile oksidatif
yikimi enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve zincir reaksiyonu

seklinde ilerler.

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan serbest radikallerin 6zellikle
OH"in, zar yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerindeki (PUFA) konjuge
cift baglardan bir H atomu ¢ikarmasiyla baslar (radikalik reaksiyonun baslama
asamasi). Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali (L") niteligi kazanir.
Molekiil i¢i bir diizenlenme ile daha kararli olan konjuge dienler olusur. Aerobik
sartlarda, konjuge dienin molekiiler oksijenle birlesmesi sonucu lipid peroksil
radikalleri (LOO") olusur. LOO" olusumu énemlidir, ¢iinkii zar yapisindaki diger
¢oklu doymamus yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin (L")
olusumuna yol agar. Kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid
peroksitlere (LOOH) doniisiir. Ayrica zar proteinlerine de saldirabilir. Boylece
reaksiyon otokatalitik olarak devam eder. Bu lipid peroksidasyonunun ilerleme

asamasidir (Halliwell ve Gutteridge 1989).
1.2.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinler serbest radikallere karsi ¢coklu doymamis yag asitlerinden daha

az hassastir, ancak proteinin aminoasit igerigine gore radikalik hasardan etkilenme



derecesi degisir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi doymamis bag igeren
ve metiyonin, sistein gibi kiikiirt bulunduran aminoasitlere sahip proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenir (Van Der Vliet ve ark. 1994). Bunun sonucunda
karbon merkezli organik radikaller ve siilfiir radikalleri olusur. Diger yandan
albiimin ve immunoglobin G (IgG) gibi fazla sayida disiilfit bagi bulunduran
proteinlerin tersiyer yapisi bozulur. Hemoglobinin ferro demiri (Fe*?) siiperoksit
ve diger oksitleyici ajanlarla oksitlenmeye duyarli olup, bunun sonucunda oksijen

tasimayan methemoglobin olusur (Murray ve ark. 1996).
1.2.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkileri

DNA serbest radikallerden kolay etkilenen bir hedeftir. iyonize edici
radyasyonla olusan radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicre mutasyonuna ve
Oliimiine yol agabilirler. H,O, =zarlardan kolayca gegebildigi i¢in hiicre
cekirdegine kadar ulasir, burada olusan hidroksil radikali dort DNA baziyla
(adenin, guanin, sitozin, timin) kolayca reaksiyona girerek bazi
modifikasyonlarina yol agar (Halliwell 1994). DNA hasar1 onarilmazsa hiicre

islev bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine yol agabilir.
1.2.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi

Serbest  radikallerin ~ karbonhidratlar ~ {izerinde polisakkarit
depolimerizasyonu ve ozellikle monosakkarit otooksidasyonu gibi etkileri vardir.
Okso aldehitler ayrica DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme &zelliklerinden
dolay1 antimitotik etki gosterirler. Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda da rol

oynarlar (Lee ve Shacter 1995).
1.3. Antioksidan Mekanizmalar

Tim bitkisel organizmalar serbest radikallerin etkilerini 6nlemek igin
endojen antioksidan sistemlere sahiptirler. Bu sistemler enzimatik olan ve

olmayan diye iki kisma ayrilabilir (Cizelge 1).



Cizelge 1.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Baskin ve Salem 1997)

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) Vitamin E (Tokoferoller)
Katalaz (CAT) Vitamin C (Askorbikasit)
Glutatyon peroksidaz (GPx) Vitamin A (B-Karoten)
Glutatyonrediiktaz (GR) Selenyum
GlutatyonS-transferaz (GST) Transferin
Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) Laktoferrin

Urik asit

Glukoz

Askorbat

Albumin

Glutatyon

Seruloplazmin

1.3.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Vitamin E: Tokoferoller ile tokotrienoller olarak ve a, B, vy, 6 alt gruplari
ile 8 farkli tiptedir. Tokoferoller sadece bitkisel organizmalar tarafindan
sentezlenir ve bitkilerin tiim kisimlarmda bulunur. Ozellikle kloroplast zarlarinda
a-tokoferol yogun olarak bulunur ve bu kisimda oksijenin etkisi ile meydana
gelen oksidatif strese karsi koruyucu etki saglar (Hofius ve Sonnewald 2003).
Hiicre zarlarindaki lipid peroksidasyonu sonucu ortaya c¢ikan alkoksil, lipid
peroksil ve alkil radikallerine kars1 koruyucu etki saglar ve olusan tokoferil
radikali ise askorbat, rediikte glutatyon ve koenzim Q ile tokoferole doniistiirtiliir.
Tokoferoller direk olarak ROS’lar1 etkisizlestirir, 6zellikle singlet oksijeni
tokoferoliin geri doniisiimsiiz oksidasyonu ile etkisizlestirirler. Ayrica zarlarin
akiciligini ve gecirgenligini diizenleyerek stabilizasyonunu da saglar. Ozellikle
tokoferollerin zarlardaki yag asitleri ve lizofosfolipitlerle kompleks olusturmasi

zarlan zararh etkilere kars1 korumaktadir (Hofius ve Sonnewald 2003).
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Vitamin C (Askorbik Asit): Askorbirk asit bitkilerin ¢ogu hiicrelerinde,
organellerde ve apoplastlarda tespit edilmistir. Sulu fazlarda bir¢ok enzimatik olan
ve olmayan reaksiyonlarda elektron verebilme kabiliyeti nedeniyle ana ROS
temizleyicisidir.  Bitkilerin  hipokotillerinde ve kloroplastlarin  6zellikle
stromasinda yogunlagmis olarak askorbat halinde rediikte formda bulunur. Direk
olarak ROS’lardan siiperoksit, hidroksil radikali, singlet oksijeni temizler,
hidrojen peroksidi ise suya askorbat peroksidaz reaksiyonu ile indirger (Lamb ve
Dixon 1997). Tokoferoksil radikalinden tokoferoliin tekrar rejenerasyonunu
saglayarak zarlarin korunmasina katkida bulunur (Garewal 1997; Mehlhorn ve
ark. 1996).

Glutatyon: GSH bitkilerin sitozol, endoplazmik retikulum, vakuol ve
mitokondrileri basta olmak {izere tiim hiicrelerinde yogun olarak bulunur.
Yapisinda  siilfiir  bulundurmasi  nedeniyle @ GSH  konjugasyonu ile
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunu saglar (Lamb ve Dixon 1997). Antioksidan
etkisini ise yapisinda merkezi olarak bulunan sistein rezidiisii ile yerine getirir.
Sitotoksik H;0,’yi direk olarak, hidroksil, siiperoksit radikalleri ile singlet
oksijeni ise enzimatik olmayan bi¢imde etkisizlestirir (Avsian-Kretchmer ve ark.
1999). Askorbat glutatyon dongiisii ile suda ¢oziinen giiclii bir antioksidan olan

askorbatin rejenerasyonunu saglar (Lamb ve Dixon 1997).

Fenolik Bilesikler: Fenolik bilesikler arasinda yer alan flavanoidler,
tanninler, hidroksi sinamat esterleri ve lignin bitkilerin yapisinda bol miktarda yer
alir. Polifenollerin tokoferoller ve askorbata gore in vitro olarak daha iyi
antioksidan oldugu gosterilmistir. Antioksidan 6zelliklerini iyi birer hidrojen veya
elektron vericisi olmalari, zincir kiric1 6zellikleri ve gegis metalleri ile selat
olusturmalart ile gosterirler. Zarlarin akiskanligini azaltarak, lipidlerin yer alig
sirasini diizenleyerek ve serbest radikallerin hiicreye difiizyonunu engelleyerek
peroksidasyon reaksiyonlarint  keserler. Bitki hiicrelerindeki  H,O;’nin

temizlenmesi reaksiyonlarina da katilmaktadirlar (Paganga ve ark. 1999).
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1.3.2. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD). SOD cesitli hiicre kompartimanlarinda
bulunur. Siiperoksit serbest radikalinin (0) hidrojen peroksit (H,0,) ve
molekiiler oksijene (O;) doniisiimiinii katalizleyen antioksidan enzimdir (McCord

ve Fridovich 1969).
207, + 2H "= Hy0, + O

H,0, radikalinin detoksifikasyonu katalaz gibi enzimler tarafindan suya

dontstiiriilmesi ile ger¢eklestirilmektedir (McCord ve Fridovich 1969).

SOD’un katalizledigi reaksiyon sonucu olusan ve kuvvetli bir oksidan
olan H,O,; DNA’da ve proteinlerde hasarlara, stomalarin kapanmasina, lipid
peroksidasyonuna ve hatta hiicre oliimiine neden olur (Neill ve ark. 2002).
H,O,’nin hiicrede birikimi, katalaz ya da askorbat-glutatyon dongiisii ile onlenir.
Detoksifikasyonun enzimatik mekanizmasi, dehidroaskorbat rediiktaz, glutatyon

rediiktaz ve diger enzimleri igermektedir (Dixit ve ark. 2001).

Katalaz (CAT): Yiiksek konsantrasyondaki H,O,’nin 2 elektronunu
kullanarak su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen demir porfirin igeren
tetramerik yapida bir enzimdir (McClung 1997; Chaudiere ve Ferrari 1999)
(Cizelge 1.2). Bu katalitik aktivitesinin diginda peroksidatif etkiye sahiptir ve bu
etki icin diisiik H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol igeren
indirgenmis substratlar1 kullanir (Chaudiere ve Ferrari 1999; Ozcan ve ark. 2007).
Katalazin katalitik mekanizmasinin ilk asamasi perokside bagli oksijenin
heterolizidir (Ozcan ve ark. 2007). Katalaz bu katalitik aktivite gorevini iki farkl

yoldan gergeklestirmektedir.

CAT

2H,0, —  2H,0 + O, (Katalitik aktivite)

CAT

ROOH + AH, —  H;O0 + ROH + A (Peroksidatif aktivite)
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Fosfolipid  Hidroperoksit GPx ve Peroksidazlar: Fosfolipid
hidroperoksit GPx, hiicre zarin1 oksidatif strese karsi korumakta ve glutatyonu
(GSH) varliginda fosfolipid hidroperoksitlerin rejenerasyonunu saglamaktadir
(Holland ve ark. 1993). Peroksidazlar ise, GSH’u okside ederek yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan H,O;’yu H,0O’ya indirgemektedir (Avsian-Kretchmer
ve ark. 1999) (Cizelge 1.2).

Lipid Peroksit Uriinlerini Detoksifiye Eden Enzimler; Aldehit
dehidrojenaz, GST, fosfolipid-hidroperoksit GPx, askorbat peroksidaz, NADPH-
bagimli kinon oksirediiktaz ve aldoketorediiktaz lipid peroksit triinlerini
detoksifiye eden enzimlerdir. Aldehit dehidrojenaz, bitkisel mitokondrilerde yavas
bir sekilde lipid peroksidasyonu iiriinii olan 4-hidroksi-2-noneali (HNE) etkisiz
hale getirmektedir (Liu ve Schnable 2002). GST ise HNE’yi GSH ile konjuge
ederek mitokondrilerde detoksifiye etmektedir (Sharp ve ark. 2008). NADPH-
bagimli kinon oksirediiktaz lipid peroksidasyonu iiriinii olan 2-alkenallarin o-f3-
hidrojenasyon ile indirgenmesini Katalizleyerek etkisizlestirir (Downs ve
Heckathorn 1998). Yine NADPH-bagimli aldoketo rediiktaz ise bitkisel
mitokondrilerde HNE’yi detoksifiye etmektedir (Oberschal ve ark. 2000).
Askorbat peroksidaz, monodehidroaskorbat rediiktaz, dehidroaskorbat rediiktaz ile
GR bitkilerdeki askorbat-glutatyon dongiisiine katilirlar. Zara bagli antioksidan
enzim olan askorbat peroksidaz ile monodehidroaskorbat rediiktaz
peroksizomlardaki metabolizma igin gerekli olan NAD"”in NADH’dan
oksidasyonunu ve peroksizomlardan sizabilecek olan H,O;’nin inaktivasyonunu
saglar (Mehlhorn ve ark. 1996).
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Cizelge 1.2. Bitkisel enzimatik antioksidanlar (Hofius ve Sonnewald 2003)

Enzim EC numarasi Katalizlenen Reaksiyon
Siiperoksit dismutaz 1.15.1.1 0, +0, + 2H" & H,0, + O,
Katalaz 1.11.1.6 2H,0; < O, + 2H,0
] 2GSH + ROO' « GSSG +
Glutatyon peroksidaz 1.11.1.12
ROOH + 2H,0
RX + GSH < HX + R-S-
Glutatyon S-transferaz 2.5.1.18
GSH
Fosfolipid-hidroperoksit 11119 2GSH + H,0, > GSSG +
glutatyon peroksidaz T 2H,0
. Askorbik asit (AA) + H,0,
Askorbat peroksidaz 1.11.1.11
DHA + 2 H,0
Monodehidroaskorbat 654 NADH + 2MDHA «> NAD"
rediiktaz o +2AA
2GSH + DHA < GSSG +
Dehidroaskorbat rediiktaz 1.85.1
AA
NADPH + GSSG <> NADP" +
Glutatyon rediiktaz 1.64.2
2GSH

1.4. Glutatyon S-transferaz Enzim Ailesi

Ksenobiyotik metabolizmast baslica iki asamada gergeklesir; birinci
asamanin (Faz 1) ana tepkimesi sitokrom P450 olarak bilinen bir grup
monooksigenaz tarafindan katalizlenen hidroksillenme reaksiyonlaridir. ikinci
asamada (Faz II) ise hidroksillenmis iiriinler glukuronik asit, siilfat veya glutatyon
gibi bir grup hidrofil bilesikle konjuge edilir ve canli dokulardan atilmaya
hazirlanir. Ksenobiyotiklerin ¢ok basamakli metabolizma siireci, kimyasallara
maruziyetle baglar, emilim, organizma i¢inde dagilim ve eliminasyon asamalariyla

devam eder (Rozman ve Klaassen 2001; Akay 2004).

Glutatyon S-transferazlar (GST, EC.2.5.1.18) endojen ve ekzojen
kaynakli elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu
saglayarak genellikle daha kolay atilabilen ve daha az toksik metabolitlere
dontlisimiinii katalizleyen Faz II detoksifikasyon siiper enzim ailesidir (Sheehan
ve ark. 2001; Hayes ve ark. 2005; Oakley 2005; Oztetik 2008).
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GSH + R-X — GSR + HX

GST ilk defa, sigan karaciger sitoplazmasinda GSH’un 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) ve bromsiilfoftalein’e baglanmasini saglayan katalitik
aktivitenin kesfi (Booth ve ark. 1961; Combes ve Stakelum 1961) ile bulunmus ve
sonraki yillarda enzimin biyolojik fonksiyonu, aktivitesi, gen regiilasyonu ve

ekspresyonu iizerine bir¢ok calisma gerceklestirilmistir.

Tiim GST’lerin ortak 6zelligi tripeptit GSH araciliiyla bir¢ok hidrofobik
toksik bilesigin elektrofilik gruplarina saldirarak hiicreden atilmalarini saglama
yetenekleridir. GST’ler ayni zamanda farkli hiicre fonksiyonlarinda da goérev
alirlar ve ¢ok sayida endojen ve ekzojen bilesige non-katalitik olarak baglanma
yetenegine sahiptirler (Hayes ve ark. 2005). GST’ler hem o6karyotlarda, hem de
prokaryotlarda bulunmakta olup, GST’ler sitozolik GST’ler, mitokondriyal
GST’ler, mikrozomal GST’ler ve bakteriyel fosfomisin-rezistans proteinleri
olmak {izere en az dort protein ailesine ayrilirlar (Armstrong 2000; Hayes ve ark.
2005). Bunlardan sitozolik GST’ler kimyasal, fiziksel ve yapisal 6zelliklerine
bagli olarak Phi, Tau, Teta, Zeta, Lambda, Glutatyon bagimli dehidroaskorbat
rediiktazlar (DHAR) ve Tetraklorohidrokinon dehalogenaz (TCHQD) gibi birgok
farkli alt gruba ayrilmis olup, detoksifikasyon fonksiyonu, sinyal fonksiyonu,
flavonoidlerin katalitik olmayan baglanmasi, ara metabolizmaya katilma ve
oksidatif stresin etkilerini ortadan kaldirma gibi gorevleri vardir (Sheehan ve ark.
2001; Hayes ve ark. 2005, Oztetik, 2008). Phi, Tau, Teta ve Zeta enzim
gruplarinin aktif bolgesinde serin amino asiti varken, Lambda ve DHAR’larin
aktif bolgesinde sistein amino asiti vardir bulunmaktadir (Chronopoulou ve
Labrou 2009). Kappa sinifi GST’ler olarak da bilinen mitokondriyal GST’ler
okaryotlarda bulunan sitozolik enzimlerdir (Robinson ve ark. 2004). Ugiincii GST
ailesi eikozanoidlerdeki membrana bagli proteinler ve glutatyon metabolizmasi
denilen zar-bagimli transferazlardan olusur ancak bunlar sitozolik GST’ler ile
benzerlik gostermezler (Jakobsson ve ark. 1999). Prokaryotlarda ise bu tig¢ ailenin

temsilcileri de mevcuttur (Allocati ve ark. 2009).

Genel olarak sitozolik GST’lerin boyutlar1 25kDa biiyiikliigiinde olup,

homodimer veya heterodimer yapilarina sahiptirler (Hayes ve Pulford 1995).
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Dimerlerin her alt-birimi birbirinden bagimsiz katalitik etkilere sahip iki bilesen
(domain I ve II) icermektedir. Domain I (G-bolgesi) GSH baglanmasinin
gergeklestigi bolgeyken, domain II (H-bolgesi) hidrofobik substratlarin baglandigi
bolgedir. G ve H bolgeleri birlikte katalitik olarak aktif bir bolge olusturmaktadir.
Domain II, GST smuiflar1 arasinda farkli hidrofobik substratlarin baglanmasi i¢in
gerekli olan yapiya sahipken, domain I ise GSH ile baglanmanin ve katalitik
aktivitenin gerceklesmesi icin yiiksek derecede korunmus rezidiiler icerir

(Edwards ve ark 2000).

CDNB, hayvanlardan bitkilere kadar biitiin organizmalardaki GST'lerin
varligin1 géstermek amaciyla kullanildigindan tiim GST’ler i¢in genel bir substrat
olarak bilinmektedir. Baz1 GST sinifi enzimlerin CDNB'ye veya diger substratlara
kars1 aktivitesinin bulunmasi GST varligim1 disiindiiriiyor olsa da, bu durum
spesifik bir smifa ait GST'lerin varligini kanitlar nitelikte degildir. Ornegin; Teta
smifi GST’ler CDNB’ye karst higbir aktivite gdstermezken, 2-epoksi-3- (p-
nitrofenoksi) propan (EPNP), 4-nitrofenilbromid (4-NPB) ve 4-nitrobenzil kloriir
(4-NBC) gibi diger substratlar ile karakterize edilmistirler (Meyer ve ark. 1991;
Oztetik 2008). Mu siifit GST’ler i¢inde 1,2-dikloro-4-nitrobenzen (DCNB) secici
bir substrat olarak kullanilmaktadir (Hussey ve Hayes 1992).

Bitkilerdeki GST’ler, enzimatik aktivitelerine ek olarak, azda olsa oksidatif
strese kars1t GSH bagimli peraksidazlar olarak endojenik metabolizmada (Bartling
ve ark. 1993; Cummins ve ark. 1997; Roxas ve ark. 1997) veya GSH bagimli
izomerazlar (Dixon ve ark. 2000, Thom ve ark. 2001), apoptoz diizenleyicileri
(Kampranis ve ark. 2000), stres sinyal proteinleri (Loyall ve ark. 2000) ve
katalilik olmayan flavonoid baglayici proteinler (Mueller ve ark. 2000) olarak rol

almaktadirlar.

GST’ler organizmalar arasinda genis bir yayilim gosterse de, yaklasik 45
yil Once bitkilerdeki GST’nin kesfi musir ve onun atrazin herbisitinin
yaralanmalarma kars1 koruyucu etkilerinin belirlenmesi sirasinda saptanmistir
(Frear ve Swanson 1970). O zamandan bu yana bir¢cok bitkide GST ile ilgili
deneyler giinden giine ivme kazanmistir. Ornegin; musir, bugday, tiitiin, bodur

cam, soya fasulyesi gibi bitkiler, A.thaliana, arpa, karanfil, patates, nohut,
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sorgum, kadife ve seker kamisi gibi (Karam 1998). Yapilan ¢alismalarda GST’nin
karakterizasyonu, klonlamasi ve siniflandirilmast yoniinde 6nemli bir ilerleme
meydana gelmistir (Dixon ve ark. 2002a; Marrs 1996; Dixon ve ark. 2000; Dixon
ve ark., 2002b).
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. MATERYAL

Calisma materyali olarak birbirinden farkli iki bugday ve iki arpa
genotipi secilmistir. Bunlar Triticum aestivum L. cv. izgi-2001, Triticum aestivum
L. cv. Alpu-2001, Hordeum vulgare L. cv. Kalayci-97 ve Hordeum vulgare L. cv.
Bilgi-91°dir. Izgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 cesitleri Eskisehir
Gegit Kusagr Tarimsal Arastirmalar Enstitiisiinden saglanmis olup tescilli
cesitlerdir. Bu cesitler lizerinde farkli agir metallerin farkli konsantrasyonlardaki
denemeleri yapilmistir. Agir metal uygulamalari i¢in kadmiyum (Cd) ve kursun
(Pb) secilmistir. Uygulanan kursun ve kadmiyum konsantrasyonlar: her bir agir
metal i¢in 150 pM (Pb150; Cd150), 300 uM (Pb300; Cd300), 1,5mM (Pbl,5;
Cd1,5) ve 3mM (Pb3; Cd3)’dir. Kursun ve kadmiyumun kombine etkisini tespit
etmek i¢in kursunt+ kadmiyumun 150 uM (Com150), 300 uM (Com300), 1,5mM
(Coml,5) ve 3mM (Com3) konsantrasyonlar1 da belirlenmistir. Kontrol grubuna

sadece saf su uygulamasi yapilmstir.
2.1.1. Calismada kullanilan kimyasallar

1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB), rediikte glutatyon (L-GSH), sodyum
karbonat, bakir siilfat, sodyum hidroksit, potasyum-sodyum tartarat tetrahidrat,
potasyum dihidrojen fosfat, dipotasyum hidrojen fosfat, sigir serum albiimin, 5,5'-
ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit), 1,4-ditioeritritol (DTE), trikloroasetik asit,
hidrojen  kloriir, polividonpirrolidon  (PVP-K30), etanol (% 99.8),
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), hidroksimetil aminometan (Tris), Ciocalteu’s
Folin fenol ayirac1 Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, A.B.D.)’den temin
edilmistir. Potasyum nitrat, kalsiyum nitrat, amonyum siilfat, Fe-EDTA,
magnezyum siilfat hepta hidrat, bakir kloriir, magnezyum kloriir, borik asit,
sodyum bikarbonat, mangan kloriir, zink kloriir, sodyum molibden, potasyum

kloriir ve sodyum kloriir Merck (Darmstadt, Almanya)’dan satin alinmistir.
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2.2. METOT
2.2.1. Cimlenme

Cimlendirme deneyleri, bitki yetistirme kabininde (Nuve ID 501)
gercgeklestirildi. Tohumlar ¢imlenme yatagina alinmadan 6nce iki saat ¢esme suyu
ardindan iki saatte saf suda bekletilerek tohum kabuklarinin ¢atlatilmasi saglandi
(Oztetik 2010). Deneyler petri kab1 i¢inde (9 cm ¢apinda) ve filtre kagidindan
(Whatman) olusturulan ¢imlenme yatagi tlzerinde gergeklestirildi. Deneyler
sirasinda sicaklik sabit (+ 22 °C, + 1°C) tutulmus ve beyaz 151k kaynag: (16 saat
aydinlik/ 8 saat karanlik giinlik fotoperiyot) kullanilmistir. Cimlendirme
deneyleri tiger tekrarl yapilmistir. Tiim degerler ti¢ bagimsiz deney grubu ile her
birinin iiglii tekrarlarindan elde edilmistir (n=9). Tohumun ¢imlenmis olarak kabul
edilebilmesi i¢in, radikulanin ¢imlenme yatagina degmis olmasi yeterli olarak

kabul edilmistir (Haluskova ve ark. 2009).

Her petri kabina 20’ser adet tohum konuldu. Cimlenen tohum sayisini,
hipokotil ve radikula uzunluklarinin ve su igeriginin belirlenmesi i¢in tohumlar
¢imlenme yatagia konuldugu anda, deney gruplarina belirlenmis olan agir metal
konsantrasyonlari ile uygulama yapildi. Kontrol grubuna ise sade saf su ilave
edildi. Bu iglemlerin ardindan tohumlar ¢imlenme kabininde ii¢ giin karanlik, yedi
giin ise belirlenen sicaklik, nemde ve fotoperiyotta kaldilar. Onuncu giiniin

sonunda kabinden ¢ikarilarak gerekli 6l¢iimler yapildi (Haluskova ve ark. 2009).

Uygulanan agir metal konsantrasyonunun enzim aktivitesi lizerindeki
etkisi gormek i¢in tohumlar ¢imlenme yatagina konulduktan sonra higbir agir
metal uygulamasi yapilmadan on giin boyunca bitki yetistirme kabininde
bliyiitiildii. Onuncu giinlin sonunda her petri kabindan onar tane bitki alinarak
daha onceden hazirlamis oldugumuz Hougland ¢ozeltisini (Hoagland ve Arnon
1950) 250ml’lik kaplara koyarak bitkilerimizi ¢ozeltinin i¢inin batmayacak
sekilde yerlestirildi. Bitkilerimizi su kiiltiiriine yerlestirdikten sonra yetistirme
kabinine ayni sartlar devam etmek suretiyle inkiibe edildi. Ug giiniin sonunda su
kiiltiiriine adaptasyonu saglanan bitkilere belirlenen konsantrasyonlarda agir metal

uygulandi ve kabine geri koyuldu. Yedi giin daha beklenerek toplamda yirmi
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giinliik bir siire i¢inde bitkilerin biiyiitiilmesi saglandi (Haluskova ve ark. 2009).
Bu siirenin sonunda bitkiler kabinden ¢ikarildi ve sivi azot ile porselen havanda

doviilerek -80°C’deki derin dondurucuya kaldirildi.

Bitkileri biiylitmek i¢in toprak yerine su kiiltliriiniin sec¢ilmesi tohumlarin
yetistirilmesi sirasinda kontaminasyon riskinin en aza indirilmek istenmesidir

(Huang ve ark. 2004; Vernieri ve ark. 2005).
2.2.2. Su I¢eriginin Belirlenmesi

Agir metal muamelesi ile yetistirme isleminin sonucunda bitkilerin
hipokotil ve radikula kisimlari tartilmistir. Daha sonra aymi kisimlar 70°C’ye
ayarlanmig etiivde 48 saat birakilmistir. Etiivden c¢ikarilan ornekler desikatore
aliarak oda sicakligina gelmesi beklenmistir. Ardindan kurutulmus orneklerin
kuru agirliklar1 hassas terazi kullanilarak Ol¢iilmiis ve bu degerlerden yilizde su

icerigi hesaplanmistir (Haluskova ve ark. 2009).
% Su igerigi: Taze Agirlik (mg) - Kuru Agirlik (mg) / Taze Agirlik (mg) x 100
2.2.3. GSH I¢eriginin Belirlenmesi

Sivi azot ile porselen havanda doviilen taze hipokotil ve radikula
ornekleri %5’lik TCA kullanilarak 3x30 saniye periyotlar ile 13500 rpm’de Ultra-
Turrax T25 ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat +4°C’de 12000 rpm 15
dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatant huni seklinde yapilmis bir filtre
kagidindan gegirilerek temiz bir tiipe alind1 ve pellet atildi. Siipernatantin pH’s1
IM NaOH kullanilarak pH 4.0-5.0 ayarlandi. Elde edilen siipernatantin GSH
igerigi Ellman prosediirii (Ellman 1958; Ellman 1959) kullanilarak belirlendi.
Nitromerkaptobenzoik asit anyonu yogun bir sar1 renge sahip oldugundan 412 nm
maksimum absorbans verir ve bu sayede —SH gruplarinin 6lgiilmesini saglar
(Sedlak ve Lindsay 1968).

Reaksiyon karigimi; 0,1ml 6rnek, 2ml 100 mM pH 8,4 Tris HCI ve 0,1ml
Ellman reaktifi (60 mg / 100 ml, 0.1 M Tris-HCI tampon pH 7.0) igermektedir.

Hazirlanan reaksiyon ortami 412 nm’de okundu. Orneklerdeki GSH miktarini
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belirlemek i¢in 2.1-21 pg/ml araliginda GSH konsantrasyonu kullanilarak standart

egrisi olusturuldu (Sekil 2.1). Tiim 6l¢timler {i¢ kez tekrarlandi.

25 - y = 769,6x
R?2=0,966
20 -
15 -
—&—Seri 1

10 - ——Dogrusal (Seri 1)

5 .

O T T T T T T 1

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

Sekil 2.1. GSH standart grafigi
2.2.4. Toplam Protein Iceriklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan ham ekstraktlardaki protein konsantrasyonlari, standart olarak
sigir serum albiimin (BSA) kullanilarak, alkali ortamda proteinlerin peptit
baglarinin ve tirozin artiklarinin bakir ile kompleks olusturmasi esasina dayanan
Lowry ve ark. (1951) yontemine gore belirlenmistir. Agir metallerin farkl
konsantrasyonlarinda gelisen bitkilerin ekstraksiyonu ile elde edilen siipernatant
protein tayininde kullanilmistir. Daha sonra %2 bakir siilfat, %2 sodyum
potasyum tartarat ve 0.1 N NaOH igeren %2 sodyum karbonat sirasiyla 1:1:100

oraninda karistirilarak alkalin bakir reaktifi (Cizelge 2.1) hazirlanmistir.
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Cizelge 2.1. Alkali bakir reaktifi

%2 CuSO4.5H,0 1ml
%2 Na/K tartarat 1ml
%2 Na;COs (0,1 N NaOH) | ;)

I mg/ml stok BSA hazirlanarak 0.01 — 0.2 mg/ml BSA araliginda
standart kalibrasyon egrisi (Sekil 2.2) olusturmak i¢in kullanilmistir. Kor, standart
ve ornek tiipleri Cizelge 2.2’te anlatildigi gibi hazirlanarak vorteks ile karistirilmig
ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan her test tiipiine
0.25 ml 1 N Folin reaktifi eklenmis ve hizli bir sekilde (8 saniye igerisinde)
vorteks ile karistirildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Her bir
tiipte olusan renk yogunlugu 660 nm’de dl¢iilmiistiir.

0,25 y = 0,453x
R?=0,990
0,2 -
€
c
3
o 0,15 -
a
e
@0 —&—Seri 1
8 01 - . .
2 ’ —— Dogrusal (Seri 1)
2
Ke]
<
0,05 -
O T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

BSA Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 2.2. BSA igin standart kalibrasyon egrisi
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Cizelge 2.2. Lowry yontemi ile total protein tayini

Kor

0,5 ml dH,0 2,5 ml Alkali Bakir
Standart 0,5 ml BSA (0,01 0,2 mg/ml) | 2,5 ml Alkali Bakir
Ornekler Ornek dH,O

0,1mil 0,4 mi

2,5 ml Alkali Bakir
0,25 ml 0,25
05m | -

2.2.5. Taze Bitki Orneklerden Sitozolik Ekstraktin Hazirlanmasi

Stvi azot ile toz haline getirilmis bitki Ornekleri 1:3 oraninda
ekstraksiyon tamponunun i¢ine kondu. Ekstraksiyon tamponunun igerigi; 100mM
pH 7°de fosfat tamponunun igerisine 0.05 mM DTE, 1 mM EDTA ve %3.5 (g/v)
PVP-K30’dan olusmaktadir. Ekstraksiyon tamponunun ic¢ine konulan ornekler
buzun igerisinde 4x30 saniye periyotlar ile 13500 rpm Ultra-Turrax T25 ile
homojenize edildi. Elde edilen homojenat +4°C’de 15000 rpm 30 dakika boyunca
santrifiij edildi. Siipernatant huni seklinde yapilmig bir filtre kagidindan
gecirilerek temiz bir tlipe alindi ve pellet atildi. Elde edilen siipernant daha
sonraki deneylerde protein iceriginin ve GST aktivitesinin belirlemesi i¢in

kullanildi (Oztetik 2010).

2.2.6. Bitkilerin GST Aktivitelerinin Belirlenmesi

Bugday ve arpa bitkilerinin sitozolik ekstraktlar1 enzim kaynagi olarak
kullanmilmistir. GST aktivitesi olglimleri, kofaktor GSH ve substrat 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) varliginda 340 nm Habig ve ark. (1974) yontemine gore
gerceklestirilmistir. Substrat CDNB’ye karst GST aktivitesi 25°C’de ve 340
nm’de 5 dakika boyunca konjugasyon iiriinii olusumunun goézlenmesi ile
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. CDNB-GSH konjugatinin  molar
absorptivite katsayist (€ 0.0096 uM'lcm'l) kullanilarak reaksiyon hizi hesaplanmig
ve bir dakikada olusan {irlin miktar1 nmol cinsinden tanimlanmigtir. GST

aktiviteleri unit/mg protein olarak ifade edildi. Enzim aktivitesinde bir ‘unit’
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tanimlanan deney sartlar1 altinda, bir dakikada bir nmol {iriin olusturan enzim

miktar olarak tanimlanir.

Reaksiyon karisimi finalde 1ml olacak sekilde; 100 mM fosfat tampon,
pH 6.5, 1 mM CDNB, 1 mM GSH ve 20 pg bugday veya arpa sitozolik proteinini

icermektedir.

Aktivite Slgiimlerinde T80 PG Instruments cift 1s1nl1 spektrofotometre
kullanilmistir. Reaksiyon ortamina enzim kaynagmin eklenmesi ile reaksiyon
baslatilmistir. Enzim i¢ermeyen reaksiyon karigimi kor (non-enzimatik reaksiyon)

olarak kullanilmistir.

Sunulan veriler, en az {i¢ bagimsiz deneyin ortalamalaridir ve bunlarin

her biri ti¢ tekrarli yapilmistir.
2.2.7. Istatistiksel Analiz

Olgiilen GST aktiviteleri arasindaki farkliliklar SPSS 18.0 istatistik
programi kullanilarak student-t testi (0rnek esleme testi) ve ANOVA metodu (tek
yonlii varyans analizi) yardimiyla istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Ayrica
gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak icin Duncan testi (¢oklu
karsilastirma testi) kullanilmistir. Analizler %5 anlam diizeyine gore yapilmis ve
%35’ ten diisiik olasilik (p<0.05) gosteren degerler arasindaki farkliliklar anlaml

olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Triticum aestivum L. cv. izgi-2001, Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001,
Hordeum vulgare L. cv. Kalayci-97 ve Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiirleri
belirlenen farkli agir metal konsantrasyonlari ile muamele edildikten sonra, farkli
konsantrasyonlarin ¢imlenme, hipokotil ve radikulanin su igerigi, uzunluklar1 ve
protein miktar1 ile GST enzim aktivitesi lizerine olan etkilerine ait bulgular

asagida sunulmustur.
3.1. Tohumlarin Cimlenmesi, Su ig:erigi, Hipokotil ve Radikula Uzunluklar:
3.1.1. Agir Metal Stresinin Cimlenme Uzerine Etkileri

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin bitkilerin biiylime
yiizdeleri agisindan karsilastirilmak istendiginden, tohumlar ¢imlenme yatagina
konuldugunda (20’ser tane) yetistirme kabinine kaldirmadan once farkli
konsantrasyonlarda (kontrol hari¢ her deney grubuna 3 ml) agir metal uygulamasi
yapilmistir. siirecinden bliylime yiizdeleri

On giinlik biiylime sonra

hesaplanmustir.

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin ¢imlenme oranlari
bakimindan karsilastirilmalart amaciyla yapilan varyans analizleri sonucunda
¢imlenme orani bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalar arasinda istatistiksel

bakimdan anlamli (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Agir metallerin izgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin ¢imlenme

oranina gore yapilan varyans analizi sonuglart

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 60405,591 3 20135,197 37,503 ,000*
Gruplar Ici 81608,709 152 536,899
Toplam 142014,300 155
* p<0,05
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Bugday ve arpa tiirlerinin ¢imlenme oranlari {izerine agir metal
uygulamalarinin etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla Duncan testi yapilmistir.

Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli iki homojen grup olusmustur
(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin ¢gimlenme oranlari

bakimindan gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar
N 1 2
Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 39 13,9590
Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39 16,1051
Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 39 47,7385
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 59,2692
Onem Diizeyi 1,000 1,000
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Sekil 3.1. Uygulanan agir metal konsantrasyonlariin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki ¢gimlenme

oranlar1 tizerine etkisi

Kontrol grubuna goére kiyaslama yapilacak olursa agir metallerin
konsantrasyon miktarlar1 arttikga c¢imlenme oraninda bir azalma oldugu
goriilmiistiir. Yapilan analizlere gore en duyarli tiriin Kalayci-97 oldugu
belirlenirken, en dayanikli tiiriin Alpu-2001 oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1).

Agir metal konsantrasyonlarinin ¢imlenme orani {izerine etkisini
belirlemek amaciyla izgi-2001 ve Alpu-2001 tiirleri iizerinde farkli
konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla
istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.3). %95 giivenle belirlenen agir
metallerin konsantrasyonlarindaki ¢imlenme oranlar1 arasindaki farkliliklar

anlamli (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.3. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki ¢gimlenme orani

izerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama ralig PO
Sapma Hata £ _ Duzeyi
Alt Ust
T.a. cv.
‘Izgi-
2001’ ve
-31,3230 | 34,8167 | 5,57714 | -42,6093 | -20,0368 | -5,618 38 | 0oo*
T.a. cv. )
‘Alpu-
2001’
* p<0.05

Agir metal konsantrasyonlarmin ¢imlenme orani {izerine etkisini
belirlemek amaciyla Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirleri tizerinde farkli
konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla
istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.4). %95 giivenle belirlenen agir
metallerin konsantrasyonlarindaki ¢imlenme oranlar1 arasindaki farkliliklar

anlamli (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.4. Farkli agir metal konsantrasyonlariin arpa tiirleri arasindaki ¢imlenme orani tizerine
etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama ralig ]
Sapma Hata _ Duzeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci-
97veH.v. | -45,3102 | 15,9745 | 2,55798 -40,1319 | -17,713 | 38 | goo*
- 50,4886 '
cv Bilgi-
91
* p<0.05

3.1.2. Agir Metal Stresinin Su I¢erigi Uzerine Etkileri

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin hipokotil su igerigi
bakimindan Kkarsilastirilmalar1 amaciyla yapilan varyans analizleri sonucunda
hipokotil su igerigi bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalar1 arasinda

istatistiksel bakimdan anlamli (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Agir metallerin 1zgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin hipokotil su

icerigine gore yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 6248,785 3 720,459 79,223 ,000*
Gruplar i¢i 285,721 152 24,882
Toplam 6354,824 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirleri hipokotil su igerigi ilizerine agir metal

uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla




Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli iki

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin hipokotil su igerigi

bakimindan gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar
N 1 2
Triticum aestivum L. cv. Izgi-2001 39 ,3632
Hordeum vulgare L. cv. Kalayci1-97 39 ,5579
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 ,6716
Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 39 ,8234
Onem Diizeyi 1,000 1,000

Agir metal konsantrasyonlarinin hipokotil su igerigi iizerine etkisini
belirlemek amaciyla 1Izgi-2001 ve Alpu-2001 tiirleri {izerinde farkli
konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla
istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.7). %95 giivenle belirlenen agir
metallerin  konsantrasyonlarindaki ¢imlenme oranlar1 arasindaki farkliliklar

anlaml1 (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.7. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki hipokotil su igerigi

tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar1
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama raligt ]
Sapma Hata _ Duzeyi
Alt Ust
T.a.cv.
‘Izgi-
2001 ve
32,3468 | 18,3578 | 6,45789 | -2,3463 | -5,5747 -, 768 38 | 0oo*
T.a.cv. )
‘Alpu-
2001°
* p<0.05

Agir metal konsantrasyonlarinin hipokotil su igerigi iizerine etkisini
belirlemek amaciyla Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirleri tizerinde farkli
konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla
istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.8). %95 giivenle belirlenen agir
metallerin konsantrasyonlarindaki ¢imlenme oranlar1 arasindaki farkliliklar

anlamli (p<0.05) bulunmustur.

Cizelge 3.8. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki hipokotil su igerigi

uizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart Standart Aral of Onem
rtalama ralig1 t ey
Sapma Hata _ Dizeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci-

97veH. | 3656783 | 22,324456 | 12,32445 | 3,32446 | 7,432350 | 5,264 | 38 | op1*
V. CV

Bilgi-91
* p<0.05
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Sekil 3.2. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkl arpa ve bugday tiirlerindeki hipokotil

su igerigi lizerine etkisi

Kontrol gruplarma gére kiyaslandifinda izgi-2001 hipokotil su igerigi
kadmiyum 300uM konsantrasyonunda %125°lik bir artis oldugu gorilmistiir.
Kadmiyum 3mM ve kursun+tkadmiyum 1,5mM konsantrasyonlarinda Kalayci-97
tiirli biiylimedigi i¢in hipokotil su icerigi hesaplanamamistir (Sekil 3.2).

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin bitkilerin radikula su
icerigi bakimindan karsilagtirilmalari amaciyla yapilan varyans analizleri
sonucunda radikula su igerigi bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalar
arasinda istatistiksel bakimdan anlamli (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur

(Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9. Agir metallerin Izgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin radikula su

icerigine gore yapilan varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 5673,565 3 14,637 2,457 ,000*
Gruplar ici 568,325 152 6,435
Toplam 6164,837 155
* p<0,05
Bugday ve arpa tiirleri radikula su igerigi tlizerine agir metal

uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla
Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli iig

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin radikula su igerigi

bakimindan gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglart

Homojen Gruplar

N 1 2 3
Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39 ,0162
Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 39 ,1569
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 ,1766
Triticum aestivum L. cv. Alpu- 39 ,2465
2001
Onem Diizeyi ,072 1,000 1,000

Agir metal konsantrasyonlarinin radikula su igerigi iizerine etkisini
Izgi-2001 ve Alpu-2001 farkli

konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla

belirlemek amaciyla tiirleri  lizerinde

istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.11). %95 gilivenle belirlenen agir
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metallerin  konsantrasyonlaridaki

anlamli (p<0.05) bulunmustur.

¢imlenme oranlari

arasidaki

farkliliklar

Cizelge 3.11. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki radikula su igerigi

izerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama ralig1 B
Sapma Hata _ Duzeyi
Alt Ust
T.a.cv.
‘Izgi-
2001’ ve
-26,2468 | 18,338 | 6,43562 | -26,5663 -57,5761 | -4,768 | 38 | goo*
T.a.cv. )
‘Alpu-
2001’
* p<0.05

belirlemek amaciyla Kalayci-97 ve Bilgi-91 tiirleri

konsantrasyonlarindaki

agir metallerin uygulamalari

yapilmistir.

Agir metal konsantrasyonlarinin radikula su igerigi tizerine etkisini

arasinda belirlenen

Sonuglar

student-t testi yardimiyla istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.12). %95

giivenle belirlenen agir metallerin konsantrasyonlarindaki ¢imlenme oranlari

arasindaki farkliliklar anlamli (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.12. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki radikula su igerigi
tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama aligl ey
Sapma Hata _ Duzeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci1-97
5,35673 12,3556 | 11,35647 | -,35666 | -,85670 1,534 38 | 0oo*
ve H.v.cv '
Bilgi-91
* p<0.05
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Sekil 3.3. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki radikula

su igerigi lizerine etkisi
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Kursun 1,5mM ve kursuntkadmiyum 150uM konsantrasyonlarinda
Alpu-2001’in radikulunda su miktarinda kontrol grubuna gore sirasiyla %280 ve
%295’lik bir artis oldugu bulunmustur. Kalayc1-97 tiirinde ¢imlenmenin
goriildiigli deney gruplarinda kontrol grubuna kiyaslandiginda radikulasinda en az

su igeren tiir oldugu belirlenmistir (Sekil 3.3).

3.1.3. Agir Metal Stresinin Hipokotil ve Radikula Uzunluklar1 Uzerine
Etkileri

Tiirlerin ¢imlenme oranlar1 hesaplandiktan sonra ¢imlenen tohumlarin
hipokotil ve radikula uzunluklarinin agir metal stresi altinda ne kadar degistigini

gorebilmek i¢in uzunluk dl¢timleri yapilmastir.

Farkli  konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin  hipokotil
uzunluklart bakimindan karsilastirilmalart amaciyla yapilan varyans analizleri
sonucunda hipokotil uzunluklari bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalar
arasinda istatistiksel bakimdan anlamli (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur
(Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13. Agir metallerin 1zgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin hipokotil

uzunluklarina gére yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 90465,561 3 11585,197 167,595 ,000*
Gruplar I¢i 1458,709 152 896,349
Toplam 102923,161 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirleri hipokotil uzunluklar1 iizerine agir metal
uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla
Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli iki

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.14).
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Cizelge 3.14. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin hipokotil

uzunluklar1 bakimindan gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 39

Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 39

Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39

Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39

Onem Diizeyi

8,5780

10,1431

13,5782

15,7392

1,000 1,000
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Sekil 3.4. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki hipokotil

uzunluklar1 tizerine etkisi
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Agir metale uygulamalar1 (Kalayci-97 tiirii harig) bitkilerin hipokotil
uzunlugu iizerinde bir azalma gostermistir. Kalayci1-97 tiiriiniin hipokotil uzunlugu
kursun+kadmiyumun 3mM konsantrasyonlarinda; kontrol grubuna gore %161°11ik

bir artis gostermistir (Sekil 3.4).

Agir metal konsantrasyonlarinin hipokotil uzunluklar1 tizerine etkisini
belirlemek amaciyla Izgi-2001 ve Alpu-2001 tiirleri {izerinde farkli
konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla
istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.15). %95 gilivenle belirlenen agir
metallerin konsantrasyonlarindaki hipokotil uzunluklar1 arasindaki farkliliklar

anlamli (p<0.05) bulunmustur.

Cizelge 3.15. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki hipokotil

uzunluklar: Gizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
Ortal Standart | Standart Aralia ) of Onem
rtalama ralig1 P
Sapma Hata _ Duzeyi
Alt Ust
T.a.cv.
‘Izgi-
2001 ve
-22,5830 | 53,6828 | 6,56474 | -13,6463 | -20,0443 | -,618 38 | ooo*
T.a.cv. ’
‘Alpu-
2001°
* p<0.05

Agir metal konsantrasyonlarinin hipokotil uzunluklari {izerine etkisini
belirlemek amaciyla Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirleri iizerinde farkli
konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla
istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.16). %95 giivenle belirlenen agir
metallerin konsantrasyonlarindaki hipokotil uzunluklar1 arasindaki farkliliklar

anlamli (p<0.05) bulunmustur.

38



Cizelge 3.16. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki hipokotil uzunluklari

tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
Standart | Standart 7% f}ﬁvenle Fark Onem
Ortalama Sapma Hata Aralig “ t df | Diizeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci-
97 ve H. 11,35833 | 25,47856 | 4,68719 | 3,3424 | 18,4578 | 10,364 38 | 001*
V. CcV
Bilgi-91
* p<0.05

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin radikula uzunluklar1
bakimindan karsilastirilmalar1 amaciyla yapilan varyans analizleri sonucunda
radikula uzunluklar1 bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalari arasinda
istatistiksel bakimdan anlamli (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur (Cizelge
3.17).

Cizelge 3.17. Agir metallerin izgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin radikula

uzunluklarina gére yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA

Kareler df Kareler F Onem

Toplami Ortalamasi Diizeyi
Gruplar Arast 739048,575 3 45733,636 3743,579 ,000*
Gruplar ici 14375,709 152 689,804
Toplam 742424,384 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirleri radikula uzunluklari iizerine agir metal

uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla

Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli fi¢

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.18).
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Cizelge 3.18. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin radikula

uzunluklar1 bakimindan gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

N 1 2 3
Triticum aestivum L. cv. Izgi-2001 39 3,3467
Triticum aestivum L. cv. Alpu- 39 5,5636
2001
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 6,6743
Hordeum vulgare L. cv. Kalayci1-97 39 7,5478
Onem Diizeyi ,056 1,000 1,000

Agir metal konsantrasyonlarinin radikula uzunluklari tizerine etkisini

belirlemek amaciyla izgi-2001 ve

Alpu-2001

turleri

uzerinde

farkl

konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla

istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.19). %95 giivenle belirlenen agir

metallerin konsantrasyonlarindaki radikula uzunluklari arasindaki farkliliklar

anlamli (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.19. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki radikula

uzunluklar tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama raligt Hevi
Sapma Hata £ _ Duzeyi
Alt Ust
T. a. cv.
‘Izgi-
2001’ ve
-43,3530 | 52,4787 | 7,36814 | -32,6323 | -41,4668 | -2,628 38 | ooo*
T.a.cv. )
‘Alpu-
2001°
* p<0.05
Agir metal konsantrasyonlarinin radikula uzunluklari iizerine etkisini
belirlemek amaciyla Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirleri tizerinde farkli

konsantrasyonlarda agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla
istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.20). %95 giivenle belirlenen agir
metallerin konsantrasyonlarindaki radikula uzunluklar1 arasindaki farkliliklar

anlamli (p<0.05) bulunmustur.

Cizelge 3.20. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki radikula uzunluklari

uizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklari
%95 Giivenle Fark .
Ortalama Standart | Standart Aralig1 t df gﬁin-
Sapma Hata _ v
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci-
97 ve H. 24,46935 | 3545786 | 17,34532 | -3,5670 | -23,5468 | 28,458 | 38 | p11*
V. cV
Bilgi-91
* p<0.05
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Sekil 3.5. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarimin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki radikula

uzunluklar tizerine etkisi

Bitkiler arasinda kontrol gruplarina kiyaslama yapildiginda Kalayci-
97’nin diger tiirlere gbre daha uzun radikula yapisina sahip oldugu goriilmiistiir.
Kalayc1-97 tiirii agir metallerin kursuntkadmiyum 150puM konsantrasyonunda
kontrol grubuna gore %265°lik bir artis gostermistir. Kadmiyum 1,5mM ve 3mM,
kursuntkadmiyumun 1,5mM ve 3mM Kkonsantrasyonlarinda hicbir tiiriin

radikulasinin gelismedigi deneyler sonucunda bulunmustur (Sekil 3.5).
3.2. Bitkilerin Toplam GSH i¢erikleri

Bitkilerin toplam GSH igerigi Ellman prosediiriine (Ellman 1958; Ellman
1959) gore belirlendi. Konsantrasyonlara gore elde edilen GSH miktarlar

hipokotil ve radikula olarak ayri ayr1 Sekil 3.6 ve Sekil 3.7 verilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin hipokotil GSH
miktarlar1 bakimindan karsilastirilmalar1 amaciyla yapilan varyans analizleri
sonucunda GSH miktar1 bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalari arasinda
istatistiksel bakimdan anlamli (p<0,05) bir fark olmadigi bulunmustur (Cizelge
3.21).
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Cizelge 3.21. Agir metallerin 1zgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin hipokotil

GSH miktarina gore yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arast 274 3 ,091 2,564 ,057*
Gruplar Ici 5411 152 ,036
Toplam 5,684 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirlerinde hipokotil GSH miktarlar1 tizerine agir metal

uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla

Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli bir

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.22).

Cizelge 3.22. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin hipokotil GSH

miktarlar1 bakimindan gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

N 1
Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 39 ,0936
Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39 ,0955
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 1777
Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 39 1,789
Onem Diizeyi 1,000
Dort  tir arasinda yapilan varyans analize gore agir metal

konsantrasyonlarinin uygulandigi deney gruplarinda etkileri bakimindan kontrol

grubuna gore bir farkliligin olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 3.6. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki hipokotil

GSH miktarlari (ul/ml) tizerine etkisi

Tiirler arasinda hipokotildeki GSH miktar1 bakimin kargilagtirma
yapildiginda agir metallerin konsantrasyonu arttirildik¢a 1zgi-2001 ve Kalayc1-97
tirlerinin GSH miktarinin azaldigr goriilmistiir. Kursuntkadmiyumun 3mM
konsantrasyonunda tiim tiirlerin GSH miktar1 en az oldugu yapilan deneyler
sonucunda Dbelirlenmigtir. Alpu-2001 tirii kursun 3mM konsantrasyonunda

kontrol grubuna gore %370’1ik bir artis gostermistir (Sekil 3.6).

Uygulanan agir metallerin radikula GSH miktarlar1 bakimindan
karsilastirilmalar1 amaciyla yapilan varyans analizleri sonucunda GSH miktari
bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalari arasinda istatistiksel bakimdan

anlaml1 (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur (Cizelge 3.23).
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Cizelge 3.23. Agir metallerin izgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin radikula

GSH miktarina gore yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arast ,006 3 ,002 2,925 ,036*
Gruplar ici ,106 152 ,001
Toplam ,112 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirleri arasinda radikula GSH miktarlar1 {izerine agir
metal uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla

Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli iki

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.24).

Cizelge 3.24. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin radikula GSH

miktarlart bakimindan gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar
N 1 2
Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 39 ,0320
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 ,0395 ,0395
Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39 ,0408 ,0408
Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 39 ,0496
Onem Diizeyi ,166 113
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Sekil 3.7. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki radikula

GSH miktarlari (ul/ml) iizerine etkisi

Radikulalardaki toplam GSH miktar1 agir metallerin konsantrasyonuna
gore tiirler arasinda farklilar gostermistir. Kalayci-97 tirii kursunun 150pM

konsantrasyonunda kontrol grubuna gore %290 oraninda bir artig gdstermistir

(Sekil 3.7).

3.2.1. Agir Metal Stresinin Farkh Bugday Tiirlerindeki GSH Miktarlar
Uzerine Etkileri

Agir metal konsantrasyonlarinin hipokotildeki GSH miktarlar1 {izerine
etkisini belirlemek amaciyla Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 ve Triticum
aestivum L. cv. Alpu-2001 tiirleri iizerinde farkli agir metal konsantrasyonlari
uygulanmigtir. Sonuglar student-t testi yardimiyla istatistiksel olarak analiz
edilmistir (Cizelge 3.25 ve Cizelge 3.26). %95 giivenle belirlenen agir metallerin
konsantrasyonlarindaki hipokotil GSH miktar1 arasindaki fark anlamli (p<0.05)

bulur iken; radikula GSH miktar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi bulunmustur.
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Cizelge 3.25. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki hipokotil GSH

miktarlar1 tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark °
Standart | Standart ’ OI}em
Ortalama Arahg t df | Diizey
Sapma Hata . !
Alt Ust
T.a.cv.
Izgi-2001
-2.02307 | 1.60549 | 0.25708 | -2.54351 | -1.5026 | -7.869 | 38 | goo*
veT. a.cv. '
Alpu-2001
* p<0.05

Cizelge 3.26. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki radikula GSH

miktarlari tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
Standar | %95 Giivenle .
Standart Onem
Ortalama t Fark Aralig1 t df Diizeyi
Sapma -
Hata Alt Ust
T.a.cv.
Izgi-2001
,00127 ,02452 ,00393 | -,00668 | -,00922 | -324 | 38 | 748*
veT. a.cv. '
Alpu-2001
* p<0.05

3.2.1.1. Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 tiiriiniin hipokotil GSH miktar1

iizerine agir metal stresinin etkileri

Izgi-2001 tiiriinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin

hipokotil GSH miktar1 {izerindeki etkilerinin karsilastirillmasi amaciyla yapilan

varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin olmadigi bulunmustur (Cizelge 3.27).
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Cizelge 3.27. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Izgi-2001 tiiriiniin hipokotil

GSH miktar lizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arasi ,322 12 ,027 1,247 ,306*
Gruplar ici ,559 26 ,022
Toplam ,881 38
* p<0.05

Izgi-2001 tiiriinde hipokotil GSH miktar1 bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli iki homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3. 28). Agir metal

uygulamalarinin  arasindaki

etkilerine bakildiginda kontrol

gruplarindan ayrildig1 yapilan varyans analizi sonucu bulunmustur.

grubu deney

Cizelge 3.28. Farkli agir metal konsantrasyonlarimin izgi-2001 tiiriinde hipokotil GSH miktar

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

N

Homojen Gruplar

Cd 150
Pb 300
Cd 300
Cd15
Pb1,5
Pb3
Cd3
Com 15
Pb 150
Com 300
Com 150
Com 3
Kontrol

Onem Diizeyi

W W W W W W W W W W w w w

,0253
,0330
,0333
,0507
,0570
,0633
,0650
,0763
,0817
,0897
,1200
,1317

,453

,3900
1,000
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3.2.1.2. Triticum aestivum L. cv. Izgi-2001 tiiriiniin radikula GSH miktari

iizerine agir metal stresinin etkileri

Izgi-2001 tiiriinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
radikula GSH miktar1 tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.29).

Cizelge 3.29. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin izgi-2001 tiiriiniin radikula

GSH miktari iizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arast ,029 12 ,002 96,706 ,000*
Gruplar k:i ,001 26 ,000
Toplam ,029 38
* p<0.05

Izgi-2001 tiiriinde radikula GSH miktar1 bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda
farkli dokuz homojen grubun olustugu goriilmistiir (Cizelge 3.30). Agir metal
uygulamalarinin arasindaki etkilerine bakildiginda konsantrasyonlar arasinda

farkliliklarin olustugu yapilan varyans analizi sonucu bulunmustur.
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Cizelge 3.30. Farkli agir metal konsantrasyonlarmin izgi-2001 tiiriinde radikula GSH miktar1

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Pb 300
Cd 300
Cd15
Cd 150
Com
150

Pb 150
Kontrol
Pb 1,5
Com
300
Cd3
Com1,5
Com3
Pb 3
Onem

Diizeyi ,357 | 1,059 ,570 | ,418 ,174 | 1,000 | ,082 ,332 174

,0025
,0063 | ,0063
,0143 | ,0143
,0167
,0260
,0293 | ,0293
,0350
,0440
,0557
,0630
,0747
,0787 ,0787
,0798
,0843
,0913

W W W W W wWwwWwwWwwWwwwww w w =z

3.2.1.3. Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 tiiriiniin hipokotil GSH miktar:

iizerine agir metal stresinin etkileri

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalarinin Alpu-2001
tirtiniin hipokotil GSH miktar1 {izerindeki etkisinin istatistiksel olarak p<0,05

diizeyinde anlaml bir farklilik oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.31)
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Cizelge 3.31. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Alpu-2001 tiiriiniin hipokotil

GSH miktari {izerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arast 1,605 12 ,134 125,920 ,000*
Gruplar I¢i ,028 26 ,001
Toplam 1,633 38
* p<0.05

Alpu-2001°tiiriinde hipokotil GSH miktar1 bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile aragtirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli bes homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.32).

Cizelge 3.32. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Alpu-2001 tiiriinde hipokotil GSH miktar

iizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglar1

Homojen Gruplar

N 1 2 3 5
Com3 3 ,0417
Pb 300 3 ,0483
Kontrol 3 ,0847 ,0847
Cd15 3 ,0860 ,0860
Pb 150 3 ,0890 ,0890
Cd 150 3 ,1100 ,1100
Com15 |3 ,1167 ,1167
Com150 | 3 ,1200 ,1200
Cd3 3 ,1533
Pb 1,5 3 ,1600
Cd 300 3 ,2267
Com 300 | 3 ,2367
Pb3 3 ,8533
Onem
Diizeyi ,122 ,253 ,103 ,710 1,000
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3.2.1.4. Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 tiiriiniin radikula GSH miktari

iizerine agir metal stresinin etkileri

Alpu-2001 tirinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
radikula GSH miktar1 tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.33).

Cizelge 3.33. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Alpu-2001 tiiriiniin radikula

GSH miktari iizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi ,008 12 ,001 49,583 ,000*
Gruplar I¢i ,000 26 ,000
Toplam ,009 38
* p<0.05

Alpu-2001 tiiriinde radikula GSH miktar1 bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli bes homojen grubun olustugu goriilmiistir (Cizelge 3.34).
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Cizelge 3.34. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Alpu-2001 tiiriinde radikula GSH miktar1

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

N 1 2 3 4 5 6
Pb 150 3 ,0107
Pb 300 3 ,0220
Cd 150 3 ,0227
Cd 300 3 ,0353
Com 3 3 ,0357 ,0357
Kontrol 3 ,0403 ,0403 ,0403
Pb3 3 ,0410 ,0410 ,0410
Com150 | 3 ,0423 ,0423
Cd15 3 ,0430
Com300 |3 ,0457
Cd3 3 ,0470
Pb 1,5 3 ,0627
Com15 |3 ,0657
Onem
Diizeyi 1,000 ,829 ,101 ,055 ,064 ,336

3.2.2. Agir Metal Stresinin Farkli Arpa Tiirlerindeki GSH Miktarlan
Uzerine Etkileri

Agir metal konsantrasyonlarinin hipokotil ve radikuladaki GSH
miktarlar {izerine etkisini belirlemek amaciyla Hordeum vulgare L. cv. Kalayci-
97 ve Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiirleri tizerinde farkli konsantrasyonlarda
agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla istatistiksel olarak
analiz edilmistir (Cizelge 3.35 ve Cizelge 3.36). %95 giivenle belirlenen agir
metallerin konsantrasyonlarindaki hipokotil GSH miktarlari arasinda anlamli bir
fark olmadigi belirlenirken, radikula GSH miktarlar1 arasinda anlamli bir fark

oldugu (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.35. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki hipokotil GSH

miktarlar: tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama ralig1 Y
Sapma Hata £ _ Diizeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci1-97
-,08221 ,28079 | ,04496 | -,17323 -,00882 -1,828 | 38 | Q75+
ve H.v. cv '
Bilgi-91
* p<0.05

Cizelge 3.36. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki radikula GSH

miktarlar: tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama alig1 ]
Sapma Hata _ Diizeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayc1-97
-,01667 ,03757 | ,00602 | -,02885 -,00449 -2,770 | 38 | (Qpo*
ve H.v.cv '
Bilgi-91
* p<0.05

3.2.2.1. Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 tiiriiniin hipokotil GSH miktar:

iizerine agir metal stresinin etkileri

Kalayc1-97 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
hipokotil GSH miktar1 {izerindeki etkilerinin karsilastirillmasi amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin olmadigi bulunmustur (Cizelge 3.37).
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Cizelge 3.37. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Kalayci-97 tiiriiniin hipokotil

GSH miktari {izerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arasi ,250 12 ,021 1,544 171>
Gruplar ici 351 26 ,014
Toplam ,602 38
* p<0.05

Kalayci-97 tiiriinde hipokotil GSH miktar1 bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile aragtirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkl1 iki homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.38).

Cizelge 3.38. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Kalayci1-97 tiiriinde hipokotil GSH miktar1

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

N Homojen Gruplar
1 2
Com3 3 ,0240
Com 150 3 ,0263
Cd3 3 ,0350
Com 1.5 3 ,0457
Cd 150 3 ,0537
Cd1,5 3 ,0567
Pb1,5 3 ,0660
Pb3 3 ,0737
Pb 300 3 ,0950
Pb 150 3 ,1233 ,1233
Com 300 3 ,1467 ,1467
Kontrol 3 ,1667 ,1667
Cd 300 3 ,3287
Onem Diizeyi ,453 1,000
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3.2.2.2. Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 tiiriiniin radikula GSH miktar

iizerine agir metal stresinin etkileri

Kalayc1-97 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
radikula GSH miktar1 tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.39).

Cizelge 3.39. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Kalayc1-97 tiiriiniin radikula

GSH miktari iizerine etkisinin vVaryans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi ,015 12 ,001 1467,026 ,000*
Gruplar k:i ,000 26 ,000
Toplam ,015 38
*p<0.05

Kalayci-97 tiiriinde radikula GSH miktar1 bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli dokuz homojen grubun olustugu goriilmistiir (Cizelge 3.40).
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Cizelge 3.40. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Kalayci-97 tiiriinde radikula GSH miktari

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar
1 2 3 4 5 6 7 8 9
,005

Cd3
Com 3
Cd15
Pb 1,5
Com1,5
Com 300
Cd 150
Pb 300
Kontrol
Pb 3

Cd 300
Com 150
Pb 150

,0127
,0143
,0177 ,0177
,0210 | ,0210
,0233
,0303
,0347 | ,0347
,0377 | ,0377
,0410
,0473
,0480

W W W W W wWwwWwwWwwWwwWwww wZ

,0823
Onem

Diizeyi 1,00 | ,055 171 | 334 079 | 216 | ,171 ,781 | 1,000

3.2.2.3. Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiiriiniin hipokotil GSH miktar

iizerine agir metal stresinin etkileri

Bilgi-91 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
hipokotil GSH miktar1 {izerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlaml bir farkin olmadigi bulunmustur (Cizelge 3.41).
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Cizelge 3.41. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Bilgi-91 tiirtiniin hipokotil

GSH miktari {izerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arasi 579 12 ,048 732 ,709*
Gruplar ici 1,715 26 ,066
Toplam 2,295 38
* p<0.05

Bilgi-91 tiiriinde hipokotil

GSH miktar1 bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

tek bir homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.42).

Cizelge 3.42. Farkli agir metal konsantrasyonlarmin Bilgi-91 tiirtinde hipokotil GSH miktari

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

1

Cd15
Com3
Kontrol
Pb 300
Cd3
Com 300
Cd 150
Pb 150
Pb 3

Cd 300
Pb 1,5
Com1,5
Com 150

Onem Diizeyi

W W W W W wWwwWwwWwwww w w Z

,0267
,0300
,0800
,1200
,1200
,1333
,1467
,1467
,1700
,1833
3767
,3867
,3900

,153
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3.2.2.4. Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiiriiniin radikula GSH miktar

iizerine agir metal stresinin etkileri

Bilgi-91 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
radikula GSH miktar1 tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.43).

Cizelge 3.43. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Bilgi-91 tiiriiniin radikula GSH

miktar1 iizerine etkisinin varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi ,051 12 ,004 85,747 ,000*
Gruplar I¢i ,001 26 ,000
Toplam ,053 38
* p<0.05

Bilgi-91 tiiriinde radikula GSH miktar1 bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli yedi homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.44).
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Cizelge 3.44. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Bilgi-91 tiirtinde radikula GSH miktari

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

N 1 2 3 4 5 6 7
Com3 3 ,0127
Cd3 3 ,0250
Cd 300 3 ,0273 ,0273
Kontrol 3 ,0280 ,0280
Com1,5 3 ,0323 ,0323 ,0323
Cd1,5 3 ,0350 ,0350 ,0350
Com 150 3 ,0360 ,0360 ,0360
Pb 1,5 3 ,0383 ,0383 ,0383
Cd 150 3 ,0397 ,0397
Com 300 3 ,0450 ,0450
Pb 150 3 ,0530
Com3 3 ,1167
Pb 300 3 ,1433
Onem
Diizeyi 1,000 ,053 ,072 ,062 ,178 1,000 ,389

3.3. Bitkilerin Toplam Protein Icerikleri

Bitkilerin toplam protein igeriklerinin belirlenmesi standart olarak sigir
serum albiiminin (BSA) kullanildigi Lowry ve ark. yontemine (1951) gore
gerceklestirilmistir. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarma goére arpa ve
bugday Orneklerinden elde edilen protein miktarlar1 hipokotil ve radikulalar i¢in

ayr1 ayr1 Sekil 3.8 ve Sekil 3.9 verilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin hipokotil protein
miktarlar1 bakimindan karsilastirilmalart amaciyla yapilan varyans analizleri
sonucunda protein miktar1 bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalar1 arasinda
istatistiksel bakimdan anlamli (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur (Cizelge
3.45).
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Cizelge 3.45. Agir metallerin 1zgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin hipokotil

protein miktarina gore yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arast 177,836 3 59,279 44,269 ,000*
Gruplar i¢i 203,535 152 1,339
Toplam 381,371 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirleri arasinda hipokotil protein miktarlar lizerine agir
metal uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla
Duncan testi yapilmigtir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli dort

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.46).

Cizelge 3.46. Farkli agir metal konsantrasyonlarimin bugday ve arpa tiirlerinin hipokotil protein

miktarlar1 bakimindan gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

N 1 2 3 4
Hordeum vulgare L. cv. Kalayci- 39 2,4123
97
Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39 3,0769
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 4,4538
Triticum aestivum L. cv. Alpu- 39 5,1000
2001
Onem Diizeyi 1,000 1,000 1,000 1,000
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Sekil 3.8. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki hipokotil

protein miktarlar1 (mg/ml) {izerine etkisi

Yapilan agir metal uygulamalarina gore kontrol gruplar ile
kiyaslandiginda, hipokotilinde en fazla protein igerigine sahip tiiriin Bilgi-91
oldugu belirlenirken; en az protein igerigine sahip tiiriin Alpu-2001 oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.8).

Bitkiler hipokotil protein igerigi bakimindan kontrol gruplarina gore
karsilagtirildiginda Bilgi-91 tiirti kursuntkadmiyumun 3mM konsantrasyonunda
%330’1luk bir artis goriilmiistiir. Tiim bitkiler kursunun 3mM konsantrasyonunda
kontrol gruplarina gore en az protein igerigine sahip oldugu goriilmiistiir. Alpu-
2001 tiiriinde agir metal uygulamalarinda kontrol grubuna gore hipokotil protein

miktarinda bir azalig oldugu goriilmistiir(Sekil 3.8).

Uygulanan agir metallerin radikula protein miktarlar1 bakimindan
karsilagtirilmalart amaciyla yapilan varyans analizleri sonucunda protein miktari
bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalar1 arasinda istatistiksel bakimdan

anlaml1 (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur (Cizelge 3.47).
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Cizelge 3.47. Agir metallerin izgi-2001, Alpu-2001, Kalayci-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin radikula

protein miktarina gore yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami1 Ortalamasi
Gruplar Arasi 51,067 3 17,022 33,097 ,000*
Gruplar I¢i 78,176 152 ,514
Toplam 129,243 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirleri arasinda radikula protein miktarlari {izerine agir

metal uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla

Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli ii¢

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.48).

Cizelge 3.48. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin radikula protein

miktarlar1 bakimindan gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar
N 1 2 3
Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 39 1,3167
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 1,7769
Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39 1,7785
Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 39 2,8718
Onem Diizeyi 1,000 1,000 1,000
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Sekil 3.9. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki radikula

protein miktarlar1 (mg/ml) {izerine etkisi

Radikulalardaki protein igerigi kontrol gruplarmna gore kiyaslandiginda
Bilgi-91 tiirii kursun + kadmiyumun 1,5mM konsantrasyonunda %370°lik bir artis
oldugu goriilmistir. Kalayci-97 tiir, kontrol grubu ile kiyaslandiginda genel
olarak bir artisin  gozlendigi  gorilirken;  kursun+kadmiyumun 3mM

konsantrasyonunda bir azalis oldugu saptanmistir (Sekil 3.9).

3.3.1. Agir Metal Stresinin Farklhh Bugday Tiirlerindeki Protein Miktarlar:

Uzerine Etkileri

Uygulanan agir metal konsantrasyonlarmin hipokotil ve radikuladaki
protein miktarlarmi belirlemek icin Triticum aestivum L. cv Izgi-2001 ve Triticum
aestivum L. cv Alpu-2001 tiirlerinde 6lgtimler yapilmistir. Sonuglar student-t testi
yardimiyla istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.49 ve Cizelge 3.50).
%95 giivenle belirlenen agir metallerin konsantrasyonlarmdaki protein miktarlart

arasindaki fark anlamli (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.49. Farkli agir metallerin konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki hipokotil

protein miktarlari {izerine etkisini gosteren istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Guvenle Fark e
Standart | Standart ° O{lem
Ortalama Araligi t df | Dizey
Sapma Hata _ i
Alt Ust
T.a.cv.
Izgi-2001
-2.02307 | 1.60549 | 0.25708 | -2.54351 | -1.5026 | -7.869 | 38 | (oo*
veT.a.cv. '
Alpu-2001
* p<0.05

Cizelge 3.50. Farkli agir metallerin konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki radikula

protein miktarlar1 lizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
Standar | %95 Giivenle Fark .
Standart Onem
Ortalama t Arahig t df | Diizeyi
Sapma _
Hata Alt Ust
T.a.cv.
Izgi-2001
-1,09333 1,21353 | ,19432 | -1,48671 | -,69996 | -5,626 | 38 | (go*
veT.a.cv. '
Alpu-2001
* p<0.05

3.3.1.1. Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 tiiriiniin hipokotil protein miktar

iizerine agir metal stresinin etkileri

Izgi-2001 tiiriinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin

hipokotil protein miktar {izerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan

varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.51).
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Cizelge 3.51. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin izgi-2001 tiiriiniin hipokotil

protein miktari iizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arasi 21,736 12 1,811 35,321 ,000*
Gruplar ici 1,333 26 ,051
Toplam 23,069 38
* p<0.05

Izgi-2001 tiiriinde hipokotil protein miktar1 bakimmdan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkl1 alt1 homojen grubun olustugu goriilmistiir (Cizelge 3.52).

Cizelge 3.52. Farkli agir metal konsantrasyonlarmin izgi-2001 tiiriinde hipokotil protein miktar

iizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

1

2

Cd 300
Kontrol
Pb 3
Com 15
Cd3

Cd 150
Cd15
Pb 1.5
Pb 300
Com 150
Com 3
Pb 150
Onem

Diizeyi

W W W W W wwww w w w zZz

2,1000
2,2333
2,2333
2,4000

,149

2,2333
2,2333
2,4000
2,6000

,080

2,4000
2,6000
2,6667
2,8000

,057

3,4667
3,5333
3,6333

404

3,6333
3,9667

,083

3,9667
4,0667

,099
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3.3.1.2. Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 tiiriiniin radikula protein miktar

iizerine agir metal stresinin etkileri

Izgi-2001 tiiriinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
radikula protein miktar1 tizerindeki etkilerinin karsilastirilmas: amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.53).

Cizelge 3.53. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin izgi-2001 tiiriiniin radikula

protein miktar1 {izerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 5,583 12 ,465 42,323 ,000*
Gruplar I¢i ,286 26 ,011
Toplam 5,869 38
* p<0.05

Izgi-2001 tiiriinde radikula protein miktar1 bakimidan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli sekiz homojen grubun olustugu goriilmistiir (Cizelge 3.54).
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Cizelge 3.54. Farkli agir metal konsantrasyonlarmin izgi-2001 tiiriinde radikula protein miktar1

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

4

5

Cd 300
Pb 300
Cd 150
Com1,5
Kontrol
Com 3
Com 150
Com 300
Cd3

Pb 1,5
Cd15
Pb 150
Pb 3

Onem

Diizeyi

W W W W W wWwwWwwWwwWwwWwww wZ

1,233
1,254
1,363

,163

1,254
1,363
1,433

,056

1,363
1,433
1,470

,250

1,660

1,000

1,850
1,930

,151

2,056
2,163
2,196

,120

2,163
2,196

,389

3,266

1,000

3.3.1.3. Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 tiiriiniin hipokotil protein miktari

iizerine agir metal stresinin etkileri

Alpu-2001 tirinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin

hipokotil protein miktar: iizerindeki etkilerinin karsilastirilmas1 amaciyla yapilan

varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.55)
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Cizelge 3.55. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Alpu-2001 tiiriiniin hipokotil

protein miktari iizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arast 51,407 12 4,284 20,575 ,000*
Gruplar I¢i 5,413 26 ,208
Toplam 56,820 38
*p<0.05

Alpu-2001 tiirtinde hipokotil protein miktar1 bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli dort homojen grubun olustugu gortlmiistiir (Cizelge 3.56).

Cizelge 3.56. Farkli agir metal konsantrasyonlarmin Alpu-2001 tiiriinde hipokotil protein miktari

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

N 1 2 3 4
Cd15 3 3,1667
Pb 3 3 3,5000
Com 150 3 3,5333
Pb 150 3 4,4667
Pb 1,5 3 4,5667
Com 3 3 4,5667
Com15 3 5,4333
Cd 150 3 5,7667 5,7667
Cd3 3 6,0000 6,0000
Com 300 3 6,1667 6,1667
Cd 300 3 6,3333
Pb 300 3 6,3333
Kontrol 3 6,4667
Onem Diizeyi ,362 ,803 ,082 ,108
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3.3.1.4. Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 tiiriiniin radikula protein miktar

iizerine agir metal stresinin etkileri

Alpu-2001 tirinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
radikula protein miktar1 tizerindeki etkilerinin karsilastirilmas: amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.57).

Cizelge 3.57. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Alpu-2001 tiiriiniin radikula

protein miktar1 {izerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 41,646 12 3,470 15,468 ,000*
Gruplar k:i 5,833 26 ,224
Toplam 47,479 38
* p<0.05

Alpu-2001 tiiriinde radikula protein miktart bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli yedi homojen grubun olustugu gértilmistiir (Cizelge 3.58).
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Cizelge 3.58. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Alpu-2001 tiiriinde radikula protein miktari

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

N 1 2 3 4 5 6 7
Cd15 3 1,4667
Pb 3 3 2,0000 | 2,0000
Pb 150 3 2,0667 | 2,0667
Com3 3 2,2333 | 2,2333 | 2,2333
Cd 150 3 2,3333 | 2,3333 | 2,3333
Pb 1,5 3 2,3333 | 2,3333 | 2,3333
Com1,5 3 2,5000 | 2,5000
Pb 300 3 2,6333 | 2,6333 2,6333
Pb 300 3 3,0000 3,0000 | 3,0000
Kontrol 3 3,4333 | 3,4333
Com 150 3 3,5333
Cd3 3 4,5000
Com 300 3 5,3000
Onem
Diizeyi ,057 ,165 ,091 ,060 ,204 1,000 ,389

3.3.2. Agir Metal Stresinin Farkhi Arpa Tiirlerindeki Protein Miktarlar

Uzerine Etkileri

Agir metal konsantrasyonlarinin hipokotil ve radikuladaki protein

miktarlar {izerine etkisini belirlemek amaciyla Hordeum vulgare L. cv. Kalayci-

97 ve Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiirlerinde farkli konsantrasyonlarindaki

agir metallerin uygulamalar1 yapilmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla

istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge 3.59 ve Cizelge 3.60). %95 giivenle

belirlenen agir metallerin konsantrasyonlarindaki protein miktar1 arasindaki fark

anlamli (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.59. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki hipokotil protein

miktarlar1 tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
Ortalama Standart | Standart Aralig1 t df gﬁin
Sapma Hata _ v
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci-
97veH.v. | -2,04154 | 1,87889 | ,30070 | -2,65028 | -1,43280 | -6,789 | 38 | (po*
cv. Bilgi-
91
* p<0.05

Cizelge 3.60. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki radikula protein

miktarlar1 tizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
Standart | Standart 7093 Gtivenle Fark Onem
Ortalama Sapma | Hata Arahig ] t df | Diizeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci-
97veH.v. | -46026 ,79346 ,12706 | -, 71747 -20305 -3,622 | 38 ,001*
cv Bilgi-
91
* p<0.05

3.3.2.1. Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 tiiriiniin hipokotil protein miktari

iizerine agir metal stresinin etkileri

Kalayci1-97 tiiriinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin

hipokotil protein miktar1 iizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan
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varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.61).

Cizelge 3.61. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Kalayc1-97 tiiriiniin hipokotil

protein miktar1 iizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arast 11,211 12 ,934 41,988 ,000*
Gruplar I¢i ,579 26 ,022
Toplam 11,790 38
* p<0.05

Kalayc1-97 tiirtinde hipokotil protein miktar1 bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile aragtirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkl1 sekiz homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.62).

Cizelge 3.62. Farkli agir metal konsantrasyonlariin Kalayci-97 tiiriinde hipokotil protein miktari

iizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglar1

Homojen Gruplar

N 1 2 3 4 5 6 7 8
Com3 3 1,236
Pb 3 3 1,686
Kontrol 3 1,730
Com 300 3 2,320
Cd15 3 2,406 2,406
Com15 3 2,513 2,513 2,513
Pb 300 3 2,550 2,550 2,550
Cd3 3 2,553 2,553 2,553
Cd 300 3 2,607 2,606 | 2,606
Pb 1,5 3 2,770 | 2,772 | 2,772
Pb 150 3 2,844
Com 150 3 2,880
Cd 150 3 3,266
Onem
Diizeyi 1,000 ,705 ,097 ,151 ,069 | 1,084 | ,389 | 1,000
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3.3.2.2. Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 tiiriiniin radikula protein miktari

iizerine agir metal stresinin etkileri

Kalayc1-97 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
radikula protein miktar1 tizerindeki etkilerinin karsilastirilmas: amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.63).

Cizelge 3.63. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Kalayc1-97 tiiriiniin radikula

protein miktar1 {izerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 5,843 12 487 57,951 ,000*
Gruplar k:i ,218 26 ,008
Toplam 6,062 38
* p<0.05

Kalayc1-97 tiirlinde radikula protein miktar1 bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli yedi homojen grubun olustugu goértilmiistiir (Cizelge 3.64).
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Cizelge 3.64. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Kalayci-97 tiiriinde radikula protein miktari

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar
1 2 3 4 5 6 7
,6267
,6333
, 71567

Com 3
Kontrol
Pb 150
Cd 300
Com 300
Pb 300
Com1,5
Pb 3
Cd15
Cd 150
Pb 1,5
Cd3
Com 150

1,1667
1,2700 | 1,2700
1,4067 1,4067
1,4700 | 1,4700
1,4967 | 1,4967
1,5867 1,5867
1,6200 1,6200 1,6200
1,6267 1,6267 1,6267
1,6933 1,6933
1,7633

W W W W W w wwwww w w2z

Onem

Diizeyi 112 179 ,079 ,267 ,070 ,204 ,389

3.3.2.3. Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiiriiniin hipokotil protein miktar

iizerine agir metal stresinin etkileri

Bilgi-91 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
hipokotil protein miktar: iizerindeki etkilerinin karsilagtirilmasi amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.65).
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Cizelge 3.65. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Bilgi-91 tiirtiniin hipokotil

protein miktari iizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arasi 108,063 12 9,005 61,730 ,000*
Gruplar ici 3,793 26 ,146
Toplam 111,856 38
* p<0.05

Bilgi-91 tiiriinde hipokotil protein miktart bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli yedi homojen grubun olustugu gértilmiistiir (Cizelge 3.66).

Cizelge 3.66. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Bilgi-91 tiirtinde hipokotil protein miktari

iizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglar1

Homojen Gruplar

N 1 2 3 4 5 6 7
Kontrol 3 2,4667
Pb 3 3 2,7167 | 2,7167
Pb 1,5 3 3,3333 | 3,3333
Pb 300 3 3,4333 3,4333
Pb 150 3 3,4467 3,4467
Cd3 3 3,5567 3,5567
Cd15 3 4,0000 4,0000 | 4,0000
Cd 300 3 4,0667 | 4,0667
Cd 150 3 4,3700
Com 150 3 4,6833
Com 300 3 6,6767
Com 3 3 7,3533
Cd15 3 7,7967
Onem
Diizeyi ,430 ,059 ,065 ,079 ,054 1,000 ,389
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3.3.2.4. Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiiriiniin radikula protein miktar

iizerine agir metal stresinin etkileri

Bilgi-91 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
radikula protein miktar1 tizerindeki etkilerinin karsilastirilmas: amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.67).

Cizelge 3.67. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Bilgi-91 tiiriiniin radikula

protein miktar1 {izerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 18,652 12 1,554 352,031 ,000*
Gruplar I¢i ,115 26 ,004
Toplam 18,767 38
*p<0.05

Bilgi-91 tiirtinde hipokotil protein miktart bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkl1 sekiz homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.68).
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Cizelge 3.68. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Bilgi-91 tiirtinde radikula protein miktari

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

N 1 2 3 4 5 6 7 8
Kontrol 3| 1,0733
Cd 300 3 1,2367
Pb 300 3 1,3500
Pb 150 3 1,3667 | 1,3667
Pb 3 3 1,4700
Cd15 3 1,6033
Cd150 3 1,6067
Pb 1,5 3 1,6200
Com 150 | 3 1,6633
Cd3 3 1,6933
Com 300 | 3 1,9733
Com 3 3 2,6433
Com1l5 |3 3,8000
Onem
Diizeyi 1,000 | 1,000 761 ,068 ,149 | 1,000 1,000 1,000

3.4. Bitkilerde GST Aktivitesinin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin hipokotildeki GST
enzimi aktivitesi bakimindan karsilastirilmalart amaciyla yapilan varyans
analizleri sonucunda GST enzimi aktivitesi bakimindan tiirler ve agir metal
uygulamalari arasinda istatistiksel bakimdan anlamli bir fark oldugu bulunmustur

(Cizelge 3.69).
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Cizelge 3.69. Agir metallerin 1zgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin hipokotil

GST aktivitelerine gore yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arast 21239,818 3 7079,939 5,234 ,002*
Gruplar igi 205623,816 152 1352,788
Toplam 226863,634 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirlerinde hipokotil GST enzimi aktivitesi tizerine agir

metal uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla

Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli iki

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.70). Olusan gruplar arasindan Izgi-2001

tiirlinlin diger gruplardan ayrildig1 goriilmiistiir.

Cizelge 3.70. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin hipokotil GST

aktiviteleri bakimindan gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar
N 1 2
Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 39 84,1395
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 86,5410
Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 39 87,6000
Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39 112,8846
Onem Diizeyi ,699 1,000
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Konsantrasyonlar

Sekil 3.10. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki

hipokotil GST aktiviteleri iizerine etkisi

GST aktivitesi bakimdan, agir metallerin diisiik konsantrasyonlarinda
bitkilerin GST aktivitelerinin birbirine yakin oldugu bulunmustur. Hipokotil GST
aktiviteleri kontrol gruplarina gore kiyaslandiginda kursunun 1,5mM ve 3mM
konsantrasyonlarinda sirasiyla %500 ve %485°1ik bir artigla en fazla aktiviteyi
Bilgi-91 tiiri gostermistir. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metaller
kontrol gruplarina gére enzim aktivitesinde bir artisin oldugu yapilan ¢aligmalar

ile ortaya konmustur (Sekil 3.10).

Uygulanan agir metallerin radikula GST aktiviteleri bakimindan
karsilastirilmalar1 amaciyla yapilan varyans analizleri sonucunda GST aktiviteleri
bakimindan tiirler ve agir metal uygulamalar1 arasinda istatistiksel bakimdan

anlamli (p<0,05) bir fark oldugu bulunmustur (Cizelge 3.71).
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Cizelge 3.71. Agir metallerin izgi-2001, Alpu-2001, Kalayc1-97 ve Bilgi-91 tiirlerinin radikula

GST aktivitelerine gore yapilan varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 227409,383 3 75803,128 44,216 ,000*
Gruplar i¢i 260588,277 152 1714,397
Toplam 487997,659 155
* p<0,05

Bugday ve arpa tiirleri arasinda radikula GST aktiviteleri iizerine agir
metal uygulamalarinin etkileri bakimindan farkliliklarin belirlenebilmesi amaciyla
Duncan testi yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda birbirinden farkli iig

homojen grup olusmustur (Cizelge 3.72).

Cizelge 3.72. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday ve arpa tiirlerinin radikula GST

aktiviteleri bakimindan gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar
N 1 2 3
Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 39 73,8410
Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 39 89,8303
Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 39 121,5051
Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 39 173,8333
Onem Diizeyi ,090 1,000 1,000
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Konsantrasyonlar

Sekil 3.11. Uygulanan agir metal konsantrasyonlarinin farkli arpa ve bugday tiirlerindeki radikula

GST aktiviteleri tizerine etkisi

Bilgi-91 ve Kalayci-97 tiirlerinin  radikulalar1  arasinda  farkl
konsantrasyonlardaki agir metallerin konsantrasyonu arttik¢a kontrol grubuna
gore genel olarak enzim aktivitesinde bir artigin oldugu goriilmiistiir. Alpu-2001
ve Izgi-2001 tiirlerinde uygulanan farkli konsantrasyonlardaki agir metallerin
radikulalar iizerinde kontrol gruplarina gore azda olsa bir artis oldugu goriilmiistiir

(Sekil 3.11).

3.4.1. Agir Metal Stresinin Farkh Bugday Tiirlerindeki GST Aktiviteleri

Uzerine Etkileri

Agir metal konsantrasyonlarmin GST aktiviteleri {izerine etkisini
belirlemek amaciyla Triticum aestivum L. cv. Izgi-2001 ve Triticum aestivum L.
cv. Alpu-2001 tiirleri tizerinde farkli konsantrasyonlarda agir metal uygulanmustir.
Sonuglar student-t testi yardimiyla istatistiksel olarak analiz edilmistir (Cizelge
3.73  ve Cizelge 3.74). %95 gilivenle belirlenen agir metallerin
konsantrasyonlarindaki hipokotil ve radikula GST aktiviteleri arasindaki

farkliliklar anlamli (p<0.05) bulunmustur.
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Cizelge 3.73. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki hipokotil GST

aktiviteleri lizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
Ortalama Standart | Standart Aralig1 t df SEZ?
Sapma Hata _ v
Alt Ust
T.a.cv.
Izgi-2001
veT. a. 22,40290 | 36,94260 | 5,91555 | 10,42749 | 34,37830 | 3,787 | 38 | (p1*
cv. Alpu-
2001
* p<0.05

Cizelge 3.74. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin bugday tiirleri arasindaki radikula GST

aktiviteleri Uizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
Standart Standart Onem
Ortalama Arahig t df | Diizeyi
Sapma Hata

Alt Ust

T.a.cv.
Izgi-2001 ve | 52,40769 | 30,66353 | 4,91009 | 42,46773 | 62,34766 | 10,67 | 38 | ,000*
T.a.cv.
Alpu-2001

* p<0.05

3.4.1.1. Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 tiiriiniin hipokotil GST aktivitesi

iizerine agir metal stresinin etkileri

Izgi-2001 tiiriinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
hipokotil GST aktiviteleri tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amactyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.75).
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Cizelge 3.75. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Izgi-2001 tiiriiniin hipokotil

GST aktivitesi lizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi ,073 12 ,012 45,787 ,000*
Gruplar ici ,005 26 ,001
Toplam ,057 38
* p<0.05

Izgi-2001 tiiriinde hipokotil GST aktivitesi bakimmdan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile aragtirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli on homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.76).

Cizelge 3.76. Farkli agir metal konsantrasyonlarmin 1zgi-2001 tiiriinde hipokotil GST aktivitesi

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

5 6

Kontrol
Com 300
Pb 300
Pb 150
Com 150
Pb 1,5
Com3
Pb 3
Cd15
Com15
Cd3

Cd 150
Cd 300

W W W W W W W W w w w w w 2

Onem

Diizeyi

88,3
90,9
91,8

1,000 | ,317

96,0
96,6

,486

104,5

1,000

110,5
1113
121,3

,375 | 1,000

128,6

1,000

130,3

1,00

143
152

1,00 | 1,00
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3.4.1.2. Triticum aestivum L. cv. izgi-2001 tiiriiniin radikula GST aktivitesi

iizerine agir metal stresinin etkileri

Izgi-2001 tiiriinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin

radikula GST aktiviteleri tizerindeki etkilerinin karsilastiritlmasi amaciyla yapilan

varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.77).

Cizelge 3.77. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin izgi-2001 tiiriiniin radikula

GST aktivitesi ilizerine etkisinin varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 19647,053 12 1637,254 2222517 ,000*
Gruplar k:i 19,153 26 137
Toplam 19666,207 38
* p<0.05

Izgi-2001 tiiriinde radikula GST aktiviteleri bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli onbir homojen grubun olustugu goériilmustiir (Cizelge 3.78).
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Cizelge 3.78. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin izgi-2001 tiiriinde radikula GST aktivitesi

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

6

7

10

11

Kontrol
Com 150
Com 300
Cd1,5
Pb 150
Cd 150
Pb 1,5
Pb 3
Cd3
Com1,5
Com3
Pb 300
Cd 300
Onem

Diizeyi

W W W W W wWwwWwwWwwww w w2z

132

1,00

145

1,00

149

1,00

161
162

1,00

173

,305

177
178

1,00

178
179

,099

189

1,00

197

1,00

201

1,00

212

1,00

3.4.1.3. Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 tiiriiniin hipokotil GST aktivitesi

iizerine agir metal stresinin etkileri

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalarinin Alpu-2001

tiirliniin hipokotil GST aktiviteleri tizerindeki etkisinin istatistiksel olarak p<0,05

diizeyinde anlaml bir farklilik oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.79).
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Cizelge 3.79. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Alpu-2001 tiiriiniin hipokotil

GST aktivitesi lizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arast 13244,427 12 1103,702 925,885 ,000*
Gruplar igi 30,993 26 1,192
Toplam 13275,420 38
* p<0.05

Alpu-2001 tiiriinde hipokotil GST aktiviteleri bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile aragtirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkl1 sekiz homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.80).

Cizelge 3.80. Farkli agir metal konsantrasyonlarmimn Alpu-2001 tiiriinde hipokotil GST aktivitesi

iizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglar1

Homojen Gruplar

4

5

Kontrol
Cd 300
Com 3
Cd3
Com1,5
Pb 300
Cd 150
Pb 1,5
Pb 3
Cd15
Pb 150
Com 150
Com 300

W W W W w wWw W wWw wWw w ow ow wz

Onem

Diizeyi

69,30
71,03 | 71,03
71,10 | 71,10
72,83

,066 ,066

74,93
75,36
76,50

,108

86,56

1,000

95,46
96,06

,507

107,70

1,000

113,33

128,60

1,000 1,000
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3.4.1.4. Triticum aestivum L. cv. Alpu-2001 tiiriiniin radikula GST aktivitesi

iizerine agir metal stresinin etkileri

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalarinin Alpu-2001

tirtiniin radikula GST aktiviteleri tizerindeki etkisinin istatistiksel olarak p<0,05

diizeyinde anlamli bir farklilik oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.81).

Cizelge 3.81. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Alpu-2001 tiiriiniin radikula

GST aktivitesi iizerine etkisinin varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplamu Ortalamasi
Gruplar Arasi 19847,954 12 1653,996 2124,699 ,000*
Gruplar I¢i 20,240 26 778
Toplam 19868,194 38
* p<0.05

Alpu-2001 tiirtinde radikula GST aktiviteleri bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli yedi homojen grubun olustugu goértilmiistiir (Cizelge 3.82).
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Cizelge 3.82. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Alpu-2001 tiiriinde radikula GST aktivitesi

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

1 2 3 4 5 6 7

Kontrol 92,70
Cd 300
Com3
Cd3
Com1,5
Pb 300
Cd 150
Pb 1,5
Pb 3
Cd15
Pb 150
Com 150

Com 300

95,73
101,43
102,36
103,50
103,56
104,46
105,06
105,70
106,32
106,56
107,46

W W W W W W wWw wWw w w w w w2z

108,60
Onem

Diizeyi 1,000 1,000 ,108 1,000 ,207 1,000 1,000

3.42. Agir Metal Stresinin Farkh Arpa Tiirlerindeki GST aktiviteleri
Uzerine Etkileri

Agir metal konsantrasyonlarinin hipokotil ve radikuladaki GST
aktiviteleri iizerine etkisini belirlemek amaciyla Hordeum vulgare L. cv. Kalayci-
97 ve Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiirleri tizerinde farkli konsantrasyonlarda
agir metal uygulanmistir. Sonuglar student-t testi yardimiyla istatistiksel olarak
analiz edilmistir (Cizelge 3.83 ve Cizelge 3.84). %95 giivenle belirlenen agir
metallerin konsantrasyonlarindaki hipokotil GST aktiviteleri arasinda anlamli bir
fark olmadigr oysa (p<0.05); radikula GST aktiviteleri arasinda anlamli bir fark

oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.83. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki hipokotil GST

aktiviteleri lizerine etkisinin istatistiksel analizi

Student-t Testi

Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralis . of Onem
rtalama ralig PR
Sapma Hata _ Duzeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci-
97 ve H. -2,40154 | 44,45157 | 7,11795 | -16,811 | 12,0079 | -,337 38 | 738*
V. CcV
Bilgi-91
* p<0.05
Cizelge 3.84. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin arpa tiirleri arasindaki radikula GST
aktiviteleri tizerine etkisinin istatistiksel analizi
Student-t Testi
Eslerin Farkliliklar
%95 Giivenle Fark .
ortal Standart | Standart Aralia . of Onem
rtalama ralig -
Sapma Hata _ Duzeyi
Alt Ust
H.v.cv
Kalayci-
97 ve H. 15,98923 | 44,59056 | 7,12419 | 1,56706 | 30,41140 | 2,244 38 | 031*
V. cV
Bilgi-91
* p<0.05
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3.4.2.1. Hordeum vulgare L. cv. Kalayc1-97 tiiriiniin hipokotil GST aktivitesi

iizerine agir metal stresinin etkileri

Kalayci1-97 tiiriinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin

hipokotil GST aktiviteleri tizerindeki etkilerinin karsilastiritlmas1 amaciyla yapilan

varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.85).

Cizelge 3.85. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Kalayc1-97 tiiriiniin hipokotil

GST aktivitesi iizerine etkisinin varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem
Toplami Ortalamasi Diizeyi
Gruplar Arasi 49376,890 12 4114,741 2692,008 ,000*
Gruplar i¢i 39,741 26 1,529
Toplam 49416,631 38
* p<0.05

Kalayci1-97 tiirtinde hipokotil GST aktiviteleri bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmigtir. Yapilan analizler sonucunda

farkli onii¢ homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.86).

91



Cizelge 3.86. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Kalayci-97 tiiriinde hipokotil GST aktivitesi

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

6

7

8

9

10

11

12

13

Kontrol
Com 300
Pb 300
Pb 150
Com 150
Pb 1,5
Com 3
Pb 3
Cd15
Com1,5
Cd3

Cd 150
Cd 300

Onem

Diizeyi

W W W W W wWwwWwwWwwWwwWwww wZ

36

1,0

40

1,0

43

1,0

55

1,0

61

1,0

66

1,0

76

1,0

91

1,0

95

1,0

116

1,0

130

1,0

134

1,0

141

1,0

3.4.2.2. Hordeum vulgare L. cv. Kalaye1-97 tiiriiniin radikula GST aktivitesi

iizerine agir metal stresinin etkileri

Kalayc1-97tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin

radikula GST aktiviteleri tizerindeki etkilerinin karsilagtirillmasi amaciyla yapilan

varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.87).
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Cizelge 3.87. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Kalayc1-97 tiiriiniin radikula

GST aktivitesi lizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arast 109012,284 12 9084,357 4852,728 ,000*
Gruplar igi 48,672 26 1,872
Toplam 109060,957 38
* p<0.05

Kalayci-97 tiiriinde radikula GST aktiviteleri bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli onii¢ homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.88).

Cizelge 3.88. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Kalayci1-97 tiirinde radikula GST aktivitesi

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

1 2 3 |4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13

Kontrol 37
Cd 150
Cd 300
Pb 300
Com 1,5
Pb 150
Com 150
Com 300
Cd3

Pb 1,5
Cd15
Pb 3
Com3

40
46
53
61
66
76
91
95
116
130
134

W W W W W w W w w w w w w2z

141
Onem

Diizeyi 10|10|10|10|10|10|10|10| 10| 10| 10| 10| 10
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3.4.2.3. Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiiriiniin hipokotil GST aktivitesi

iizerine agir metal stresinin etkileri

Bilgi-91 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
hipokotil GST aktiviteleri tizerindeki etkilerinin karsilastiritlmas1 amaciyla yapilan
varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.89).

Cizelge 3.89. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Bilgi-91 tiirtiniin hipokotil

GST aktivitesi iizerine etkisinin varyans analizi sonuglari

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamasi
Gruplar Arasi 126886,541 12 10573,878 2231,983 ,000*
Gruplar i¢i 123,173 26 4,737
Toplam 127009,714 38
* p<0.05

Bilgi-91 tiiriinde hipokotil GST aktiviteleri bakimindan uygulamalar
arasindaki farkliliklar Duncan testi ile arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli dokuz homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.90).
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Cizelge 3.90. Farkli agir metal konsantrasyonlarinin Bilgi-91 tiirtinde hipokotil GST aktivitesi

tizerine etkisinin gruplandirilmasina iliskin Duncan testi sonuglari

Homojen Gruplar

5

6

Kontrol
Cd 150
Pb 300
Cd 300
Pb 150
Com3
Com1,5
Com 300
Com 150
Cd15
Cd3

Pb 3

Pb 1,5
Onem

Diizeyi

W W W W W w w w w w ww w2z

35,33

1,00

39,2
41,0
42,0

,153

42,00
45,23

,080

58,23
59,93
61,16

,130

76,9

1,00

134,2

1,00

144.6

1,00

172,4

1,00

214,5

1,00

3.4.2.4. Hordeum vulgare L. cv. Bilgi-91 tiiriiniin radikula GST aktivitesi

iizerine agir metal stresinin etkileri

Bilgi-91 tiirtinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin

radikula GST aktiviteleri tizerindeki etkilerinin karsilastirilmasi amaciyla yapilan

varyans analizleri sonucunda uygulamalar arasinda istatistiksel bakimdan p<0,05

diizeyinde anlamli bir farkin oldugu bulunmustur (Cizelge 3.91).
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Cizelge 3.91. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin Bilgi-91 tiirtiniin radikula GST

aktivitesi iizerine etkisinin varyans analizi sonuglar1

ANOVA
Kareler df Kareler F Onem Diizeyi
Toplami Ortalamast
Gruplar Arasi 111948,794 12 9329,066 2281,649 ,000*
Gruplar ici 111,180 26 4,276
Toplam 112059,974 38
* p<0.05

Bilgi-91 tiirtinde radikula GST aktiviteleri bakimindan uygulamalar

arasindaki farkliliklar Duncan testi ile aragtirilmistir. Yapilan analizler sonucunda

farkli on homojen grubun olustugu goriilmiistiir (Cizelge 3.92).

Cizelge 3.92. Farkli agir metal konsantrasyonlarmin Bilgi-91 tiiriinde radikula GST aktivitesi

iizerine etkisinin gruplandirilmasina iligkin Duncan testi sonuglar1

Homojen Gruplar

5 6

7 8

Kontrol
Cd 150
Pb 300
Cd 300
Pb 150
Com3
Com 1,5
Com 300
Com 150
Cd15
Cd3

Pb 3

Pb 1,5

W W W W W w wWwwwww ow wzz

Onem

Diizeyi

12,2
13,4
14,5

,203

18,33

1,000

22,36

1,000

64,80

1,000

70,66
91,06
93,13

1,000 | ,232

102,9
133,6

1,000 | 1,000

154,7
168,1

1,000 | 1,000
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

GST’ler tipik olarak GSH konjugasyonunu kapsayan bir reaksiyonla
birgok elektrofilik bilesigin uzaklastirilmasint saglayan bir enzim ailesidir
(Armstrong 1997). GST’ler farkli reaksiyon tiplerinde yer alirlar ve genellikle
substrat ve GSH’un siilfiir atomu arasinda bir tiyoeter bagi olusumu vasitasiyla bir
elektrofilik merkez igeren bilesikler ile rediikte GSH konjugasyonunu katalizlerler
(Mannervik ve ark. 1985). Konjugasyon reaksiyonlarinin yaninda GST
izozimlerinin ¢ogu organik hidroperoksitlerin indirgenmesi ve ¢esitli doymamis
bilesiklerin izomerizasyonu gibi diger GSH-bagimli Kkatalitik aktivitelerde yer
alirlar. GST ayn1 zamanda karsinojenlerin uzaklastirilmasi, hidrofobik ligandlarin
hiicre i¢i transportu ve sinyal donilisiim yolaklarinin diizenlenmesi gibi non-

katalitik fonksiyonlarda da rol oynar (Adler ve ark. 1999; Cho ve ark. 2001).
4.1. Agir Metallerin Cimlenme Uzerine Etkisi

Agir metallerin ¢imlenme {izerine etkileri genellikle ¢imlenmeyi
baskilama yoniinde oldugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarla agir
metallerin bitkinin ¢imlenmesini baskilayici etkisinin 2 sekilde gerceklestigi ileri
stirilmektedir. Bunlardan ilki genel toksik etkiler (tohum canliligini etkileme,
tohum agirhigin1 azaltma), ikincisi ise su alimmin engellenmesi yiiziinden olusan

etkilerdir (Kranner ve Colville 2011).

Bu calismada agir metal uygulamalarinin bugday ve arpa tiirlerinin
cimlenme cevaplara gore farkliliklara sahip olduklar1 belirlenmistir. Yaptigimiz
calismalarda bu etki kursun 150uM, kadmiyum 150 uM ve 300 uM
konsantrasyonlarinda en fazla ¢imlenme orami sirasiyla Izgi-2001, Bilgi-91 sonra
Alpu-2001 ve Kalayci-97 tiirinde oldugu bulunmustur. Agir metallerin
konsantrasyonu artik¢a en fazla ¢imlenme orani sirasiyla Alpu-2001, Bilgi-91,
Izgi-2001 ve Kalayc1-97 sekildedir. Ozellikle Kalayc1-97 kursun+kadmiyum
1,5mM konsantrasyonunda hi¢ ¢imlenememistir. Bulgularimizla ayni1 paralellikte
Cicer arientum cv. Akgin 91 ve Cicer arientum cv. Gokge tiirleri ile yapilan bir
calismada FeCl3, ZnCl12, MgCl2 ve CuCl2 uygulamalarmin tiirlerin ¢imlenmeleri
acisindan belirgin farkliliklara sahip oldugu bildirilmis ve bu farklilik da tiirle

iliskilendirilmistir (S6zen ve ark., 2010). Yine benzer bir ¢alismada ise agir metal
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uygulanan ayni tiire ait tirler (arpa, fasulye, misir, marul ve kabak) arasinda
yapilan denemelerde tiirlerin birbirlerinden farkli cevaplar verdigi belirtilmistir

(Xiao-li ve Shu-zhen 2007).

Yapilan bu ¢alisma sonucunda elde edilen bulgular tiirler i¢in tek tek
incelenecek olursa; Izgi-2001 tiiriine uygulanan agir metallerin konsantrasyonu
arttikca cimlenmenin baskilandigi goriilmiistiir. Ozellikle bu tiirde kursun ve
kadmiyumun diisiik konsantrasyonlarinda ¢imlenmeyi engellemek yerine pozitif
yonde bir etki gosterdigi gozlenmekteyken, agir metallerin konsantrasyon
artisinda ¢imlenmeyi baskiladigi belirlenmistir. Kalayci-97 tiirlinde agir metal
uygulamalarinin biitiin dozlarinda c¢imlenmenin belirgin oranda baskilandig
gozlenmistir. Alpu-2001 ve Bilgi-91 tiirlerinde kontrol grubuna goére agir
metallerin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak ¢imlenmeyi baskiladigi
goriilmistiir. Bulgularimiz konuyla ilgili literatiir bilgileri ile uyumluluk
gostermektedir. Kiran ve Sahin (2005), mercimek (Lens culinaris Medik)
tohumlarinin ¢imlenmesi iizerine kursunun etkilerini arastirmislardir. Yaptiklari
calismada diistik kursun konsantrasyonlarinda tohumlarin ¢imlenmesinin kontrole
gore farklilik gostermedigi, yiiksek konsantrasyonlarda ¢imlenmenin baskilandig:
belirtilmistir. Benzer sekilde kursun ve kadmiyumun arpa ve bugdayda tohum
¢imlenmesine, radikula ve hipokotillerin gelisimine olumsuz etkilerinin oldugu

gozlemlenmistir (Titov ve ark. 1996).

Cimlenme agisindan uygulanan biitiin agir metaller az ya da c¢ok toksik
etkilere sahiptir. Calismamizda tiirler iizerinde en ¢ok toksik etkiye sahip olan agir
metalin kursuntkadmiyum 3mM oldugu goriilmektedir. Benzer olarak Helianthus
annuus ile yapilan ¢alismada en fazla toksik etkinin kursun uygulamasi ile oldugu
belirlenmistir (Chakravarty ve Srivastava 1992). Kursun stresinin neden oldugu
cimlenmenin baskilanmasinin ise ekstraseliiler olarak meydana gelen ve metal
stresiyle beraber artis gosteren hidrojen peroksit olusumu oldugu ileri
siriilmektedir (Yang ve ark. 2010). Literatiirde diisilk konsantrasyonlarda
uygulanan kadmiyum, arsenik ve bakirin ¢imlenmeyi az da olsa arttirdigini

bildiren g¢alismalar da olup; bunun nedeninin oksidatif stres ve reaktif nitrojen
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tirevlerinin ortamda artmast ile ¢imlenmenin az da olsa artmis oldugu

bildirilmistir (Kranner ve Colville 2011).
4.2. Agir Metallerin Hipokotil ve Radikula Su I¢erigi Uzerine Etkisi

Agir metaller bitkinin su alimmi ve suyun radikuladan hipokotile
tasinmasint  baskilamaktadir (Wierzbicka ve Obidzinska 1998). Agir metal
toksisitesinin neden oldugu bitkilerdeki bagil su igerigindeki degisimlerin nedeni,
radikuladaki kilcal tiiylerin azalmasina bagl olarak yiizey alaninin daralmasi ve
damar ve kanal tiiplerinin sayica ve alan olarak azalmasi gosterilebilir (Wojcik ve
Tukendorf 1999). Dolayisiyla radikula ve hipokotile tasinacak su azalir ve gelisim

evreleri sekteye ugramis olur.

Calismamizda, farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalarina
gore bitki tiirleri birbirleri ile karsilastirildiginda hipokotil su igerigi agisindan
farkliliklar gostermistir. Farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalar
konsantrasyon artisina paralel olarak hipokotil su iceriginde azalmaya neden
olmus ve Kalayci-97 tiiriiniin uygulanan agir metalin tiirline ve konsantrasyonuna
baglh (kursuntkadmiyum 3mM konsantrasyonu hari¢) olarak kontrol grubu ile

karsilastirildiginda en diisiik hipokotil su igerigine sahip tiir oldugu belirlenmistir.

Agir metal uygulamalarinin hipokotil su igerigi etkilerine bakildiginda
ise, dort tiir birbiri ile kiyaslandiginda en fazla su igerigine sahip tiiriin 1zgi-2001

oldugu (kursun+kadmiyum 3mM konsantrasyonu hari¢) belirlenmistir.

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalarina gore bitki tiirleri
birbirleri ile karsilastirildiginda radikula su igerigi agisindan farkliliklar
gostermigtir. Agir metal uygulamalart Alpu-2001 tiiriiniin radikula su igerigi
konsantrasyon artisgina paralel olarak arttigi, izgi-2001 tiiriiniin radikula su
icerigindeki degisimin Alpu-2001 goére daha az oldugu belirlenmistir. Bilgi-91 ve
Kalayc1-97 tiirlerinde farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalarinin

tiimiinde kontrol gruplarina gore radikula su igeriginde bir azalisa neden olmustur.

Bulgularimizla benzer olarak yiiksek konsantrasyonda kadmiyum

uygulanan Gerek-79 ve Bolal-2973 ekmeklik bugday tiirlerinde bitki boyu ve
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toprak iistii kisimlarmin su igeriginde 6nemli seviyede azalmalar belirlenmistir
(Oncel ve ark. 2000). Yine Shafi ve ark. (2010) yaptiklar1 calismada kadmiyumun
hipokotil ve radikula su igerigini azalttigi belirtilmistir. Fasulye fidelerine
uygulanan kadmiyum ve ¢inko, radikuladaki su igerigini 6nemli derecede
azaltirken, hipokotil iizerine bir etkisi olmadigi belirlenmis olup radikulalarin
hipokotile gore metal toksisitesine daha hassas oldugu bildirilmistir (Chaoui ve
ark. 1997). Artan dozlarda uygulanan kadmiyumun, Triticum durum L. cv.
Balcali-85 ve Triticum durum L. cv. C-1252 bugday tiirlerinin hipokotil ve
radikula su igerigi miktarinda 6nemli oranda bir azalmanin oldugu bildirilmistir
(Oztiirk ve ark. 2003). Yapilan diger baska calismalara gdre bugday ve arpa
tiirlerine uygulanan artan miktardaki kursun, kadmiyum ve ¢inko agir metallerinin
hipokotil ve radikula su igeriginde bir azalisa neden oldugu bildirilmistir (Ak
2011; Tariq ve ark. 2007).

4.3. Agir Metallerin Hipokotil ve Radikula Uzunluklar1 Uzerine Etkisi

Agir metallerin hipokotil ve radikulalarda olusturdugu zarar, temel besin
maddelerinin aliminda azalmaya ve elementlerin immobilizasyonuna neden olup
hipokotilde 6nemli dl¢lide besin yetersizliginin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlar

(Kranner ve Colville 2011).

Yaptigimiz ¢alismalarda farkli  konsantrasyonlardaki agir metal
uygulamalar1 sonucunda bitki tiirleri birbirleri ile karsilagtirildiginda hipokotil
uzunluklart bakimindan farklilik gosterdigi belirlenmistir. Bitkiler birbirleri
arasinda kontrol gruplarma gore kiyaslandiginda kursuntkadmiyum 3mM
konsantrasyonundaki agir metal uygulamasinda %160°lik artigla en fazla hipokotil

uzunluguna sahip tiiriin Kalayc1-97 oldugu belirlenmistir.

Alpu-2001 tiiriinde diisiik konsantrasyonlarda uygulanan agir metallerin
hipokotil uzunlugu iizerindeki olumsuz etsi az iken, agir metallerin yiiksek
konsantrasyonlar1 hipokotil uzunlugunu olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir.
Sonuglarimizla paralel olarak kadmiyum ve kursun uygulanan bugday (Ergun ve

Oncel 2009), kadmiyum ve nikel uygulanan piring (Moya ve ark.1993),
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kadmiyum ve kursun uygulanan pancar (Larbi ve ark. 2002) fidelerinde hipokotil

boyunun azaldig1 gozlenmistir.

Kalayci-97 ve Bilgi-91 arpa tiirlerinin bugday tiirlerine gore hipokotil
uzunlugunun daha fazla oldugu calismalar sonucunda goriilmiistiir. Ozelliklede
artan metal konsantrasyonlarinda bugday tiirlerinde hipokotil uzunlugu arpa
tirlerine kiyasla onemli 6l¢lide azaldigi belirlenmistir. Calismalarimiza paralel
olarak Triticum aestivum L. cv. Altay ve Triticum aestivum L. cv. Sultan
tirlerinde kadmiyum ve kursunun yiiksek konsantrasyonlarinin hipokotil

uzunlugunda azaliga neden oldugu bildirilmistir (Ak 2011).

Calismamizda agir metal uygulamalari bugday tiirlerinin radikula
uzunluklarinda bir azalisa neden olmustur. Bu etki en fazla Izgi-2001 tiiriinde
goriilmistiir. Bu dort tir arasinda agir metal uygulamalarmin radikula
uzunlugunun en az etkilendigi tiirtin Kalayc1-97 oldugu belirlenmistir. Kalayc1-97
tiirli hari¢ radikula uzunlugunun agir metallerin konsantrasyon artiglarina paralel
olarak azaldigi belirlenmistir. Kadmiyumun 1,5 ve 3mM ile kursuntkadmiyum
1,5 ve 3mM konsantrasyonlarinda higbir tiirde radikula gelisimi gozlenmemistir.
Agir metallerin konsantrasyonundaki artis ve bunlarin kombine etkilerinin

radikula gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir.

Agir metal toleransi bitki tiliriine, bitki ¢esidine, uygulanan agir metale,
konsantrasyona ve uygulama siiresine bagli olarak degiskenlik gosterse de
bulgularimizla paralel olarak ¢inko, kadmiyum, kursun uygulanan Triticum
aestivum cv. Giin 91 (Ergun ve Oncel 2009), kadmiyum ve sodyum kloriir
uygulanan bugday (Shafi ve ark. 2010), kadmiyum, bakir, ¢inko, kursun ve demir
uygulanan hardal (Fargasova 2001), kursun ve ¢inko uygulanan nane
(Bekiaroglou ve Karatagtis 2002), kadmiyum ve nikel uygulanan piring (Moya ve
ark., 1993), kursun ve bakir uygulanan bakla (Pryzmusinski ve Gwozdz 1994) ve
kadmiyum uygulanan Triticum aestivum cv. Gerek-79 ve Triticum aestivum cv.
Bolal-2973 bugday fidelerinde (Oncel ve ark. 2000) radikula boyunun azaldig
bulunmustur. Yapilan bir diger ¢alismada Triticum aestivum cv. Zyta gesidine
bakir, kadmiyum ve nikel uygulamasi yapilmis olup sonucta radikula uzunluguna

toksik etkili olan agir metallerin sirasiyla kadmiyum, nikel ve bakir oldugu
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belirlenmistir (Gajewska ve Sklodowska, 2010). Radikula gelisimi iizerine arpa ve
misirla yapilan bir ¢alismada kursun ve kadmiyumun radikula biiylimesini
baskiladig1 bulunmustur (Ivanov ve ark. 2003). Misir ve bugday ile yapilan bir
baska calismada ise kadmiyum toksisitesine bugdayin daha toleransli (Wojcik ve
Tukendorf 1999) ve hatta kadmiyum kirliliginin yogun oldugu topraklarda yetisen
bugdaym radikula uzunlugu parametresinin kadmiyumun biyoindikatorii olarak
kullanilabilecegine (Chen ve ark. 2010) dair sonuglar oldugu bildirilmistir. Ciinkii
agir metal toksisitesine kars1 radikula uzunlugu, hipokotil uzunlugu ve
cimlenmeye gore ¢ok daha duyarli bir parametredir (Chen ve ark., 2010;Yang ve
ark., 2010). Agir metal uygulamalari radikula biiylimesinin baskilanmasina neden

olurken ayni zamanda radikula ucunda ger¢eklesen mitozu da baskilandigi

bildirilmistir (Kachout ve ark. 2010).
4.4. Agir Metallerin GSH Miktar1 Uzerine Etkisi

GST’ler, GSH’un cok sayida aktif molekiiliin elektrofilik merkezleri ile
konjugasyonunu katalizleyen multifonksiyonel bir enzim ailesidir (Jung ve ark.
1996). GSH bitkileri oksidatif strese kars1 koruyan temel antioksidandir (Smith ve
ark 2005). GSH miktarindaki degisimler, stresli ¢cevre kosullarina maruz kalan

bitkilerin uyum mekanizmalarinda 6nemli oldugu diistiniilmektedir (Alscher ve
Hess 1993; Smith ve ark. 2005).

Yaptigimiz  caligmada  farkli  konsantrasyonlardaki agir  metal
uygulamalar1 bugday ve arpa tiirlerinin hipokotil ve radikulalar1 {izerinde yapilan
deneyler birbirleri ile karsilastirildiginda GSH miktart (pg/ml) bakimindan
farklilik gosterdigi belirlenmistir. Calismalarda kullanilan bitki tiir birbiri ile
karsilastirildiginda Alpu-2001 tiiriiniin hipokotil GSH miktar: diger bitki tiirlerine
gore daha fazla GSH icerdigine sahip oldugu ( kursun 150uM ve 300pM
konsantrasyonlar1 hari¢) belirlenmistir. Alpu-2001 tiiriniin hipokotili kontrol
grubu ile kiyaslandiginda en fazla GSH miktarim1  kursun  3mM
konsantrasyonunda %370 artis ile gostermistir. 1zgi-2001 ve Kalayc1-97
tirlerindeki hipokotil GSH miktarlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda bir

azalisa neden oldugu gortilmiistiir.
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Calismalarimizin sonuglarina paralel olarak Triticum aestivum L. cv.
Cumbhuriyet-75 ve Hordeum wvulgare L. cv. Kaya ile yapilan farkli
konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalar1 ve herbisit ¢alismalarinda GSH
miktarinin azalmasina neden oldugunu yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur
(Coskun ve Zihnioglu 2002). Yapilan baska ¢aligmalarda da, arpa ve bugday
tirlerine uygulanan farkli konsantrasyonlardaki kursun, kadmiyum ve herbisitin
GSH miktarinin azalmasma neden oldugu belirtilmistir (Oztetik 2010; Oztetik
2014).

4.5. Agir Metallerin Protein Miktar1 Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalari bugday ve arpa
tirlerinin hipokotil ve radikulalar1 iizerinde yapilan deneyler birbirleri ile
karsilagtirildiginda protein miktart (mg/ml) bakimindan farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Bilgi-91 tiirinde agir metallerin kombine etkisi altinda diger tiirlere
gore kontrol gruplar ile kiyaslandiginda hipokotil protein miktarinda énemli bir
artis goriilmiis ve kursun+kadmiyumun 3mM konsantrasyonunda kontrol grubuna
gore %330’luk bir artis gosterirken, radikulasindaki protein miktari
kursunt+kadmiyumun 1,5mM konsantrasyonunda %320’lik bir artis gostermistir.
Bitki tiirleri farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalarinda kontrol
gruplarina gore protein miktarinda bir artig gosterirken, Alpu-2001 tiiriinde
kontrol grubuna gore hem hipokotil hem de radikulasindaki protein miktarinda

azalig gOriilmiistiir.

Calismalarimizin  sonuglarma paralel olarak bugday ve arpa tiirleri
tizerinde yapilan farkli konsantrasyonlardaki herbisit, kursun ve kadmiyum
uygulamalarinin hipokotil protein miktarinda Kontrol gruplarina gore bir artigin

oldugu yapilan calismalar ile ortaya konmustur (Oztetik 2010; Oztetik 2014).
4.6. Agir Metallerin GST Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Okaryotik GST’ler, halojenli aromatik ve alifatik bilesikler, o,p-
doymamis karbonil bilesikleri, izotiyosiyanatlar ve protein disiilfitleri gibi ¢ok
sayida elektrofilik bilesigin glutatyon ile konjugasyonunu saglar (Hayes ve

Pulford 1995). Oksidatif ve ksenobiyotik strese karsi savunmada, naftalin ve
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izopren metabolizmasi ile lignin degradasyonunda gorevlidirler (Allocati ve ark.
2009). Okaryotlar kadar fazla olmamakla birlikte bazi prokaryotlarda zararh
kimyasallarin degradasyonunda da rol oynadiklar1 bilinmektedir (Mueller ve ark.
1990; Hofer ve ark. 1994; Wang ve ark. 1996; Kanaly ve Harayama 2000; Xia ve
ark. 2005; Cavalca ve ark. 2007).

Oksidatif stres agir metal stresi gibi bir¢ok faktorle tetiklenebilen bir
olaylar silsilesidir. Oksidatif strese karsi antioksidanlarin olusturdugu direng
mekanizmalar1 bitkilerin agir metal toleranslarini giiglendirmek i¢in dnemli bir
strateji  saglamaktadir. Dolayisiyla agir metal stresine karsit olusturulan
antioksidan cevaplarin altinda yatan siiregleri bilmek 6nem arz etmektedir (Ak
2011).

Bugday ve arpa tiirleri iizerinde yapilan deneylerde hipokotillerdeki GST
aktiviteleri agir metal konsantrasyonlarina bagl olarak tiirler arasinda farkliliklar
gostermistir. Agir metallerin konsantrasyonlarindaki artis GST aktivitelerinde
kontrol grubuna gére bir artisa neden olmustur. Ozellikle kursun ve kadmiyumun
15mM ve 3mM konsantrasyonlarinda Bilgi-91 ve Kalayci-97 tiirlerinin
hipokotillerindeki GST aktiviteleri diger tiirlere gore Onemli oranda artis

gostermistir.

Farkli konsantrasyonlardaki agir metal uygulamalari bugday ve arpa
tiirleri arasinda GST enzim aktiviteleri {lizerinde farkliliklara neden olmustur ve
bitki tiirlerinin GST aktivitelerinde kontrol gruplarina gore artisa neden olmustur.
Bilgi-91 ve Kalayci-97 tiirlerinin radikulalarindaki GST aktiviteleri uygulanan
agir metallerin konsantrasyonu yiikseldik¢e enzim aktivitesinde kontrol gruplarina
gore bir artis oldugu belirlenmistir. Ozelliklede Bilgi-91 tiiriiniin radikula GST
aktivitesinin kadmiyumun 1,5mM konsantrasyonunda kontrol grubuna gore
%550’lik artisin oldugu bulunmustur. Alpu-2001 ve Izgi-2001 tiirlerinde ise
uygulanan metal konsantrasyonlarinda kontrol gruplarina gére énemli bir artigin
olmadig1 yapilan deneyler sonucunda goriilmiistiir. Alpu-2001 ve izgi-2001
tirlerinin radikulalarindaki GST aktivitelerinin hipokotillerdekine oranla benzer
sonuglar oldugu yapilan deneyler sonucu ortaya konmustur. Kalayci1-97 ve Bilgi-

91 tiirlerinin hipokotil GST aktivitesi, 6zellikle kadmiyum ve kursunun 1,5mM ve
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3mM konsantrasyonlarinda 6nemli bir artis gosterirken, radikula GST aktivitesi
uygulanan agir metallerin konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak bir artis

gostermistir.

Bulgularimiza paralel olarak Triticum aestivum L. cv. Zyta tiiri ile
yapilan c¢alismada, nikel ve kadmiyum agir metallerinin uygulamalar1 yapilarak
GST enzim aktivitesinde kontrol gruplarina gore bir artis oldugu bildirilmistir
(Gajewska ve ark. 2006). Yapilan bir baska ¢aligmaya gore ise, Pisum sativum L.
cv. Azad tiirline uygulanan kadmiyum ve bakir uygulamalarinin GST enzim
aktivitesinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Dixit ve ark. 2001).
Bulgularimizla ayni paralellikle bugday ve arpa tiirlerine uygulanan farkl
konsantrasyonlardaki kadmiyum ve kursun agir metallerinin kontrol gruplarina

gdre GST enzim aktivitesinde bir artisin oldugu bildirilmistir (Oztetik 2014).

Konsantrasyonlarin ¢imlenme orani, su igerigi, radikula ve hipokotil
uzunluklari, GSH miktar1, protein miktar1 ve GST aktivitesi iizerindeki etkisini
istatistiksel olarak degerlendirmek i¢in ANOVA testi kullanilms, tiirleri kendi
iginde karsilastirmak igin student-t testi ve %5’lik anlam diizeyine gore tek yonlii
varyans analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica hangi degerin farkli oldugunu ortaya

cikarmak icin ¢oklu karsilastirma testlerinden Duncan testi yapilmustir.

Tim bu bilgiler 118inda denilebilir ki agir metaller bitki biiylime ve
gelismesinde fizyolojik ve biyokimyasal yollar1 bozarak olumsuz yonde etkilere
sahiptir. Toksikolojik olarak agir metal stresine verilen cevaplar agir metale,
konsantrasyona, uygulama stiresine, bitkinin tiir ve ¢esidine ve buna benzer birgok
faktore bagli olarak degismektedir. Bir tarim iilkesi olan Tiirkiye’nin ¢esitli
nedenlerle toprak ve su kaynaklarinin artarak kirlendigi diistiniilirse,
topraklarimizda yetistirilen ve ekonomik 6nemi olan tiirlerin daha direngli hale
getirilmesi veya direngli tiirlerin ekilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu amagtan
yola cikilarak yaptigimiz bu toksikolojik c¢alismada Alpu-2001 ve Bilgi-91
tiirlerinin fizyolojik ve biyokimyasal acidan diger tiirlere gore agir metal stresinin
etkilerine kars1 daha dayanikli oldugu goriilmektedir. Elbette ki diger bugday ve
arpa tiirlerinin de toksikolojik denemelerinin yapilmasi ve agir metal stresine 151k

tutacak parametrelerin ¢alisilmasi gerekmektedir.
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