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OZET

Anahtar kelimeler: ArpaHordeum vulgare L.), Kadmiyum, Kusun, Fotosentetik
Pigmentler, Toplam Fenolik Madde, Malondialdehitl§®), Antioksidant enzimler

Bu ¢alsmanin amaci, arpalprdeum vulgare L.) bitkisinin farkli ¢aitlerinin (Tarm

— 92, Tokak 157/37) kadmiyum (0 — 1 — 1,5 mM) veska (0 — 10 — 15 mM)
stresine verdii cevaplari incelemektir. Kadmiyum uygulamalari ar 92, kugun
uygulamalari ise Tokak 157/37 genotipinin yaprakidaki klorofil a, toplam
klorofil ve toplam karotenoid miktarlarinda dneralzalmalara yol acrgtir. Tokak
157/37'nin yaprak dokularindaki toplam fenolik maddhiktari her iki gr metal
uygulamasi sonucu artghr. Kadmiyum ve kwun uygulamalari, Tarm — 92
genotipinin yapraklarinda daha belirgsekilde malondialdehit birikimine neden
olmustur. Kadmiyum uygulanan Tarm — 92 genotipinin y&paandaki hidrojen
peroksit miktarinin daha diik olduzu, kusun uygulamasinin ise bunu artgdi
belirlenmitir. Kadmiyum ve kugun uygulamalari her iki genotipin yapraklarindaki
askorbat peroksidaz aktivitesini azaltirken, gualakperoksidaz aktivitesini
artirmstir. Kadmiyum ve kugun uygulanmy Tarm — 92 genotipinin yapraklarindaki
glutatyon reduktaz aktivitesi azalirken, Tokak Ba7de ise bu enzimin aktivitesi
artmstir. Bu sonuglara gore, Tokak 157/37 genotipinirelibide kadmiyumun
yuksek konsantrasyonlarina ghiaolarak ortaya c¢ikan oksidatif stresten kendisini
daha iyi korudgu, ancak kuwun toksisitesine daha duyarli offlu sonucu
cikarilabilir.
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INVESTIGATION OF PHYSIOLOGICAL EFFECTS OF HEAVY
METAL STRESS ON SOME BARLEY (Hordeum wulgare L.)
CULTIVARS

SUMMARY

Key words: Barley Klordeum wulgare L.), Cadmium, Lead, Photosynthetic
Pigments, Phenolics, Malondialdehyde (MDA), Antiaeat Enzymes

The aim of this study is to investigate respongdso barley Hordeum vulgare L.)
genotypes (Tarm — 92 and Tokak 157/37) subjectezhttmium (0 — 1 — 1,5 mM)
and lead (0 — 10 — 15 mM) stress. Cadmium treasneéecreased photosynthetic
pigment (chlorophyll a, total chlorophyll and totarotenoid) contents in leaves of
Tarm-92 while lead was more effective in Tokak BF7/Both cadmium and lead
increased total phenolic content in leaves of Tol#&k’/37. Malondialdehyde
accumulation was more significant in Tarm-92 leaasghe result of cadmium and
lead application. Hydrogen peroxide content waseloim cadmium-treated Tarm —
92 leaves while it was increased as the resukad lapplication. Both cadmium and
lead treatment decreased ascorbate peroxidasatyadtiviarm — 92 and Tokak
157/37 leaves while guaiacol peroxidase activityswacreased. Glutathione
reductase activity in cadmium and lead - treatadds of Tarm — 92 was lower while
it was increased in Tokak 157/37.

As a result, it may be concluded that Tokak 1587 protect itself oxidative stress
derived from high cadmium concentration and it @ensensitive to lead toxicity.
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BOLUM 1. GiRiS

Canlilar dgal kosullar altinda hayatta kalabilmek icin bircok olumsigevre
kosuluyla micadele etmek zorundadirlar. Bazilar bu kasullar altinda kaltsal
yapisindaki dgisiklikler sonucu dgisen kaullara adapte olabilirken, bazilan
kosullara adapte olamayip 6lmektedir. Tum canlilarddugu gibi bitkilerde de
olumsuz her kgul stres faktori olarak k@miza cikar. Abiyotik stres faktorleri
olarak tanimlanan sicaklik (glik ya da yuksek sicaklik), kurakhk, mineral madde
eksikligi, tuzluluk, ultraviyole gik (UV), agir metaller gibi faktorler bitkiler icin
bircok olumsuz durumlari ortaya cikagtm. Ozellikle son yillarda sanayimeyle
artan @ir metal kirliligi birgok Ulke igin ciddi c¢evre sorunlarini beralmeie
getirmektedir. Yiyecek ve icecek Uretimi, tekstlericilik, kimya ve petrokimya,
dokim, kaplama, madencilik gibi endustriyel kugldm, kentsel, tarimsal ve ticari
atiklar, cevre kirlilgine neden olan kaynaklar olarak gdsteriimektedielldsen and
Fletcher (1993), Guo and Marschner (1995), Salalet(1995), Robinson et all
(2001)]. Ayrica hava, toprak ve su kirleticileri ekilerin yasamini olumsuz yénde
etkileyen faktorler arasina girsgtir [Kiling ve Kutbay (2004)].

Agir metal kirliligine maruz kalny bitkilerde fotosentez ile topraktan su ve mineral
alinim mekanizmalari zarar gorurgi metalle yiksek oranda kirlengriopraklarda
yetistirilen bitkilerde klorozis gibi ¢gtli semptomlar gorular, zamanla kok ve govde
biylmesi inhibe olur ve en sonunda 6lum gergakl¥adav (2010)].

Kobalt, bakir, demir, mangan, molibden, nikel vekg gibi bazi gir metal 6zellgi
goOsteren elementler bitkiler icin temel mikro besiamentlerindendir. Ancak yuksek
konsantrasyonlarda bitkiler toksik etkiye sahigtirfLambers et all (1998)]. Onemli

mikro besin olarak bu elementler hiicrede kofaksfesifik enzimlerin aktivatori



veya organik molekulleri stabilize etme gibi roiléistlenirler. Kadmiyum, kuyun,
krom, uranyum, civa, gurgive altin gibi dger air metaller bitkiler icin esansiyel
besin elementleri olmaghi gibi cok kiglik konsantrasyonlari bile toksik &tkiyapar
[Lambers et all (1998)]. Mikro besin elementi olsym da olmasing@r metallerin,
atmosferde, suda ve topraktaki konsantrasyonundh ke seviyenin Uzerine
cikmasi, tum canlilar icin ciddi problemlere nedeimaktadir [Benavides et all
(2005)]. Bircok kirlenmede oldiu gibi gir metal kirlenmesinde de 0Oncelikle
etkilenen grup primer Ureticiler olan bitkilerdiBitkiler toprak c¢ozeltisinde iyon
halinde bulunan @r metalleri genellikle kokleri ile alirlar [Dgan ve Saygideer
(2009), Kafadar ve Saygiger (2010)].

Kadmiyum ve kugun sadece bitkiler Uzerinde getim canhlar, hatta ekosistem
Uzerinde olumsuz etkiler yaratangiia metallerdendir. &ir metal toksisitesi,
endustriyel ve tarimsal faaliyetler gibi insan witéleri sonucu son yillarda ¢ok daha
yaygin ve tehlikeli bir hale gelgtir [Erdik ve Sarikaya (2007),
http://www.mta.gov.tr]. Toprakta bulunan kadmiyume v kugun yuksek
konsantrasyonlarda tarla bitkilerinin buyiime vegeésini etkileyerek, veriminin ve
tuketilebilir olma 6zellginin (salk acgisindan) azalmasina neden olmaktadir
[Alloway (1990), Kabata-Pendias and Pendias (19Zhgljazkov et all (2005),
Wang et all (2006)]. Bitkiler, gelimleri icin gerekli olmamasina ganen, aldiklar
kadmiyum ve kwunu organlarinda ¢gli konsantrasyonlarda biriktirmektedirler.
Dokularda biriken bu @r metaller, besin zinciri yolu ile -besin zincinn her
basamginda miktari daha da artarak-gdr canlilara gegcmekte ve insarglsgni
tehdit edecek toksik diizeye gitaaktadir. Bitki tiriine gore desmekle birlikte, belli
bir konsantrasyondan sonra kadmiyum veskaralinimi, bitkilerde ¢gtli zararlara
yol acmaktadir. Bitki yapraklarinda morfojik farkklar, yaprak alaninda kiculme,
yapraklarda sararma ve nekrotik leke salmlari gozlenebilmektedir [Krupa and
Moniak (1998), Lombardi and Sebastiani (2005), iféaul et all (1998), Benavides
et all (2005), Kdleli et all (2004)]. Bunun yanadarsi yapilarin kompozisyonunda,
hicre membran ajkanliginda, membrana g enzimlerin yapi ve aktivitelerinde
degisikliklere yol agmaktadir. [Kennedy and GolsalveS8T), Ros et all (1990), De
Vos et all (1991), Fodor et all (1995)]. Kun ve kadmiyumun, bitkilerde
fotosentetik pigment miktarinda azalma [Hattablle2®09), Seth et all (2008), Patel



ve arkadglari (2005)], enzim aktivitelerinde, membran yapta ve gecirgerginde
desisiklikler ve bitki dokularindaki aktif oksijen turtenin miktarinda artlara
[Chaitanya and Naithani (1994), Stohs and Bagc®®%), Verma and Dubey (2003),
Cho and Seo (2004)] neden ogdurapor edilmytir.

Biyotik ve abiyotik stres kaullari sonucu hiicrelerde aktif oksijen turleri ilretve
[Scandalios (2002)] bu tdrler hicre catgmn etkileyen lipidler, proteinler,
pigmentler ve nikleik asitlerle reaksiyona gireligkd peroksidasyonuna, membran
hasarina ve enzimlerin inaktivasyonuna neden olujtttalliwell (1987)] Stres
sonucu olgan serbest radikallere #a doku hasari olgumunda en 6nemli
mekanizma hicre zarindaki lipidlerin peroksidasyag@amasidir. Oksidantlar,
coklu doymamy yag asitleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasydvslatirlar.
Lipid peroksidasyonun son drunu olan malondialdehifyDA) hicre
membranlarindan iyon alerisine etki ederek membrandaki bikberin capraz
baglanmasina yol agar. Boylece iyon gegirgginlie enzim aktivitesinde gesimler

gibi olumsuz sonuglara neden olur [Niki (1987)].

Bitkiler htcrelerini ve hicresel benlerini oksidatif stresten kaynaklanan zararli
etkilere kasl, antioksidant sistemlerinin enzimatik ve enzitkatimayan elemanlari
ile korumaya caurlar [Halliwell (1987)]. Antioksidant sistemin emzatik olmayan
elemanlan glutatyon, askorbik asit (C vitaming),— tokoferol (E vitamini) ve
karotenoidlerden okuwr [Kacar ve arkaddari (2006)]. Superoksit radikalinin
hidrojen perokside dogimuni sglayan superoksit dismutaz (SOD) ve hidrojen
peroksidin suya dogumuni sglayan askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT)
gibi enzimler ile askorbat — glutatyon dongiisinge glan monodehidro askorbat
rediktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediktaz (DHAR) glutatyon rediiktaz (GR)

gibi enzimler antioksidant savunma sisteminin emtiknbilesenleri arasindadir.

Son yillarda artan endustriyel faaliyetler vesitakullaniminin neden oldiu
kadmiyum ve kuwun kirlenmesi, 6zellikle tarim icin ayrilg topraklarin
kirlenmesine neden olmakta, buralarda gfietien bitkilerin binyelerinde birikmek

suretiyle verimi etkilemekte, Grtin kayiplarina nedémaktadir. Arpa gerek dinyada



gerekse uUlkemizde lgdaydan sonra en fazla ekilip Uretilen serin iklihitidir.
Cogunlukla hayvan beslenmesinde, malt ve bira Uretimitnam madde olarak
kullaniimaktadir [Gecit ve arkaglari (2009)]. 2008 yilinda 29 500 000 dekarlik
alana ekim yapilngken bu miktar 2009 yilinda 30 100 000 dekara ¢gkmi2008
yilinda 5 923 000 ton dretim yapilirken yine bu taik2009 yilinda 7 300 000 tona
yikselmitir. Verim de yine 2008 yilinda 201 kg/dekardan 20@iinda 243
kg/dekara yukselngiir [www.tuik.gov.tr].

Tez kapsaminda, arpa bitkisinin secilmesinde; hgmaran onemli bir tahil olmasi
hem de Turkiye'de yetiirilen arpa ceitleri Gzerinde &ir metallerin etkisini argdiran
calismalarin az olmasi etkili olngtur. Bu calgmada kadmiyum ve ksun &sir
metallerine dayaniklihk ve duyarlilik derecelenranlgilmasi ve arpa gélerinin
agir metal stresi altinda sergiledikleri metabolikgganleri bazi fizyolojik kriterler
vasitasiyla aciklanmasi amaclagim Calsma kapsaminda Ankara Tarla Bitkileri
Merkez Aratirma Enstitisi’'nden temin edilen Tarm — 92 ve TkoKeb7/37
¢esitlerine ait arpa Klordeum vulgare L.) tohumlari kullanilmgtir. 32 giin boyunca
perlit kdltir ortaminda ve sera ¢wlarinda yeftirilen arpa bitkilerine 6 gin
boyunca iki gin arayla yiksek konsantrasyonda kgdmive kusun uygulamasi
yapiimstir. Hasattan sonra kadmiyum ve um uygulamalarinin arpa g#erinin
yaprak dokularindaki fotosentetik pigment, malofdgd&it, hidrojen peroksit ve
toplam fenolik madde miktari ile bazi antioksida@bhzimlerin aktivitelerinde

meydana getirgi degisimler incelenmgtir.

Elde edilen sonuclarla ureticiye yiksek kadmiyumkuesun konsantrasyonlarina
daha dayanikli gélerin gelistiriimesi konusunda yol go6sterilebilegiegibi, 1slah
calismalarinda kullanilabilecek yeni gen kaynaklarinelitenmesi de muidmkin

olabilecektir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Arpa Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Arpanin kiltire alinmasi, kokeni ve sinifladiriimasi

Arpa (Hordeum wulgare L.) bitkiler aleminin Spermatophyta (Tohumlu Biti)
bolumunun, Angiospermae (Kapali Tohumlular) alttimdliniin, Monocotyledoneae
(Tek Cenekliler) sinifinda bulunan Poaceaegygiller) familyasina ait tek yillik
otsu bir bitkidir [Se¢cmen ve arkadari (2000)].

Arpanin diploit, tetraploit ve hekzaploit olan #nil vardir. Bunlardan tetraploit(
jubatum 2n = 28) ve hekzaploitH. nodosum 2n = 42) tirlerinde bitkiler kisa
boyludur. Ayrica vejetatif ve generatif ggtie hizlari dgiktur. Kaltir arpalar ise
diploittir (2n = 14) veH. spontaneum Koch ve H. agriocrithon Aberg olarak iki
yabani tirle temsil edilir. Kaltar bitkilerinin sifiandiriimasinda kromozom sayilari
ve genom yapilart ayni olan, birbiri arasinda ko&ayl6llenebilen gdtler ayni tur
icine alinir. Bundan dolay! tim kultur arpalar tek ture, yaniH. vulgare L. tirine
sokulur. Baak ekseninin bir bgumdaki tane bflayan baakcik sayisina goére farkli

varyete gruplarina  (convariates) ayrihir  [YOrar 949 [Sekil 2.1].



Hordeum spontaneum

\/ T~
l H. agriocrithon

H. vulgare conv.distichon
(iki sirali arpa)
conv hexastichon
l (cok sirali arpa)
conv.deficiens conv.intermedium

(eksik arpa) (2 siralidan gelen 2 sirali orta arpa)

convintermedium conv.labile
(6 siralidan gelen (keuk

6 siral arpa) sirall arpa)

Sekil 2.1. Arpa varyete gruplarinin glumsemasi [YUrr (1994)]

Arpa yeryuziunde ilk kiltire alinan bitkidir. Pumigaln Dogu Turkistan’da yap#i
Anav kazilarinda M.O. 5000 yillarina ait iki sirafrpa taneleri bulungu
belirtilmistir. Misirda ingiliz Kraliyet Arkeoloji Enstitiisti tarafindan ydgm
kazilarda yine M.O. 5000 — 15000 yillarina ait & alti sirali arpa taneleri
bulunmutur. iki sirali arpalarin yabani tiiri oldh spontaneum Koch’un biitiin Orta
Dogu’da [Yurir (1994)] — Suriye, Irakran ve Turkiye’de [Martin et all (2006)] H.
agriocrithon Aberg ise Dgu Anadolu’'da, Kafkasya ve Afganistan’da bol olarak
bulundigu kaydedilmgtir. Mezopotamya ve Eski Yunan uygarliklarinda daaa
onemli bir yer tutmaktadir. Yunancada arpaya gun&kmek anlamina gelen
‘alphita’ denilmistir [YUrtr (1994)]. Alti sirali arpalarin yakjg&k M.O. 6000 yilinda
kilture alindgina dair bilgiler de vardir [Martin et all (2006)].



2.1.2. Arpanin iklim ve toprak istegi

Serin iklim tahillarindan olan arpa sicgkli0 C'nin altina dgmeyen ve 18 — 20
T'nin ustiine ¢ikmayan nisbi nem orani siirekli dta¥ 70 — 80 arasinda bulunan
yerlerde en iyi geimini gosterir. Sicak ve kurak bdlgelerde ciceklensamaninda
esen sicak ruzgarlar déllenme ve tane tutma Uzerobdmsuz bir etkiye sahiptir,
verimi de yine olumsuz yonde etkiler. Her ne kadapa kurak ve yari kurak
bdlgelerde yettirilse de buralarda ystirilen ¢ssitlerin verimleri nemli bolgelerde
yetistirilen cesitlere oranla oldukca duktir. Arpa kurga oldygu kadar dgik
sicakliklara da son derece dayaniksizdir. Argitlegnin ¢ogu — 10C civarindaki
dUsUk sicaklhiklardan zarar gorir. Bundan dolayl anpamlik ekimi bircok bolgede
sinirhdir. Yazlik ekimler ise suyu bol ve yukse&rinli topraklarda yapiimaktadir
[Yardr (1994)].

Arpa icin en uygun topraklar milli, havalanmasi memliligi uygun, en az % 5
oraninda organik madde iceren, notr topraklarduyuSfazla, havalanmasi kotu
topraklarda, nemlifi cok k6t bulunan kumlu topraklarda verimi cokseii Verimli
topraklarda uygun ¢é ekilmek sartiyla arpa kadar Griin verebilen kaltir bitkisi
oldukca azdir [Yartr (1994)]. Drenaji iyi, pH’'sI # 8 arasinda olan derin tinli
topraklari da ¢ok sever. Orta derecede verimli dklarda hizla gejirken azotca
zengin topraklarda genellikle verim ghiiektedir [Gegit ve arkadkri (2009)].

2.1.3. Dunyada ve Turkiye’'de arpa

Arpa gerek dunyada gerekse Ulkemizdgdaydan sonra en fazla ekilip Uretilen
serin iklim tahilidir. Cgunlukla hayvan beslenmesinde, malt ve bira treti@inam
madde olarak kullaniimaktadir [Gegit ve ark. (2Q08)Jkemizde arpa tarimiyla ilgili
1988 — 2009 yillarina ait bazi veriler tablo 2.1icilmistir.



Tablo 2.1 Tarkiye'de 1988 — 2009 yillarina ait toplampa ekilen alan, dretim ve verim miktarlari
[http://www.tuik.gov.tr/]

YIL EK iLEN ALAN (Dekar) URET iM (Ton) VERIM (kg/dekar)
1988 34 450 000 7 500 000 218
1989 34 400 000 4 500 000 131
1990 33 500 000 7 300 000 218
1991 34 500 000 7 800 000 226
1992 34 400 000 6 900 000 201
1993 34 850 000 7 500 000 215
1994 35 000 000 7 000 000 200
1995 35 250 000 7 500 000 213
1996 36 500 000 8 000 000 219
1997 37 000 000 8 200 000 222
1998 37 500 000 9 000 000 240
1999 36 500 000 7 700 000 211
2000 36 290 000 8 000 000 220
2001 36 400 000 7 500 000 206
2002 36 000 000 8 300 000 231
2003 34 000 000 8 100 000 238
2004 36 000 000 9 000 000 250
2005 36 500 000 9 500 000 260
2006 36 498 000 9 551 000 262
2007 34 280 165 7 306 800 213
2008 29 500 000 5923 000 201
2009 30 100 000 7 300 000 243

Gerek yemlik gerekse maltlik arpanin kalitesiniifeyen caitli kriterler vardir.
Yemlik arpanin besleyicilik dgerini etkileyen en 6nemli faktér lisin adli amino
asidin miktaridir. Lisin miktari yiuksek olan sgger 1slah programlarinda donor
olarak kullanilarak yem Kkalitesi yiksek yenisitler dretiimeye cakilmaktadir.
Maltlik arpanin kalitesini belirleyen en onemli teise ngasta miktarinin fazla
protein miktarinin ise az olmasidir. Arpa kuru maderinden % 55 — 60 oraninda

nisasta ihtiva ederken % 9 — 11,5 protein icerir [Geeiarkadslari (2009)].

2.2. Bitki Gelisimini Etkileyen Stres Kosullari

Bitkiler her zaman uygun cevrgartlar altinda bulunmazlar. Yeryizinde kurak
alanlar, tuzlu topraklara sahip boélgeler, kutupgeteri ile yiksek dgar gibi alanlar
bulunmaktadir. Bu alanlardaki ekolojik gwdlar bitkilerin yaamlarini olumsuz
yonde etkilemektedir. Ayrica son yillarda hava rédpve su kirleticileri de bitkilerin
yasamini olumsuz yonde etkileyen faktorler arasinangiir [Kiling ve Kutbay
(2004)].



Olumsuz cevresartlari bitkilerde stres yaratir. Bitkinin Gzerindgsel ya da gsal
faktorlere bgli olarak bliyime ve geline Gzerinde etkin olan olumsuz etkiler stres
olarak tanimlanir [Madlung ve Comai (2004)]. Birvgede devamli olarak ya da
arada sirada meydana gelen ¢ok sayidaki olumskat Femen oldurtict olmayan
kosullar stres olarak bilinir. Bir gger ifadeyle bitkide metabolizmayi, biuyime ve
gelismeyi etkileyen veya engelleyen uygun olmayan heghlain durum ya da madde
stres olarak kabul edilir [Lichtenhaler (1998)]. Vite (1980) ise stresi canli
organizmalar i¢in uygun olmayan cevresllbari olarak tanimlangtir [Gaspar et all
(2002)].

Bitkiler ekosistem icinde siklikla pek cok stresayari ve stres faktoérleriyle
karsilasirlar. Stres faktorleri orjinlerine gore gigik sekillerde siniflandirilir. Levitt
(1980)’e gore stres faktorleri biotik ve fizikokiragal faktorler olmak Uzere ikiye
ayrilir. Biotik faktdrler mantar, bakteri ve virlgibi enfeksiyon olgturan
mikroorganizmalari, bdcekler ve nematodlar gibi azlar hayvanlari ve der
organizmalarla rekabeti icerir. Fizikokimyasal fa#er ise sicaklik, su, radyasyon,
kimyasal maddeler, manyetik ve elektriksel alamgjén cevre faktorlerini icerir. Bir
diger argtirmaci da stres faktorlerini dal ve antropogenik olarak ikiye ayirgtir.
Dogal stres faktorlerini yuksek sicaklilgjk, donma, su eksildi ve fazlalgi, mineral
maddelerin yetersi&li, bocekler ve patojenler afturur. Antropogenik stres
faktorlerini ise herbisitler, pestisitler, fungusit havayi kirletici maddeler, ozon,
fotooksidantlar, asit yanurlari, yiksek azot konsantrasyongirametaller, UV
radyasyonu ve karbondioksit duzeyi gibi faktorigerir [Kiling ve Kutbay (2004)].
Sekil 2.2 c¢aitli stres faktorleri ve bunlarin birbirleriyle gkilerini gostermektedir.
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Sekil 2.2. Cevresel stres faktorleri ve bunlarirblsleriyle olan iligkileri [Kiling ve Kutbay (2004)]
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Stres herhangi bir bicimde tim organizmalar Uzerirgdicli bir baski uygular.
Herhangi bir organizma hayatta kalmak icin sakinrdeenme ya da tolerans
mekanizmalari gedtirir. Bitkiler stresli koullarda stresle Baetmek ve hayatta
kalmak icin hareketli organizmalara nazaran dahem&ak metabolik cevaplar
gelistirmislerdir. Tolerans mekanizmasi organizmanin strestoféakden zarar
goérmeden canl@ni sidrdirmesine olanak verir. Kacinma mekaniznussistrese
maruz kalma onlenirken, direnc mekanizmasinda @tkia énlemler s6z konusudur
[Madlung ve Comai (2004)]. Tolerans bitkinigia dis stres keullarinda oldgu
kadar i¢sel stres altinda da bir dereceye kad&sfganlarini ya da canlgini devam
ettirme, yani strese dayanma kapasitesidir. @mieakteriler dger organizmalar igin
olduruct olan d§ilk ya da yuksek sicakliklarda canliliklarini devattirebilirler.
Yani tolerans, dayanikli olmayan turler ya da Heeycin letal ya da inhibitor olan
kosullar altinda organizmalarin canli kalmasi igin lI6be/olojik mekanizmalarin
gelismesini ifade eder [Kadgiu (2007)]. Kacinmanin mekanizmasi daha ¢ok stresin
etkisini azaltma yonundedifKiling ve Kutbay (2004)]. Bunu di ortamda stres
olusturabilecek keullar olmasina rgmen bitki, hiicrelerini stres altina sokmayan bir
ic ortami meydana getirmekle gar [Kadigzlu (2007)]. Bitki yaprak laminasinin
ylzeyi ve kalinlginda, stomalarin blyuk§ii ve yerinde, kék ve gdvdenin
boyutlarinda meydana gelengiigmler sakinma mekanizmasina drnekkieeder.
Ornesin bazi bitkiler su eksikiinde buharlagmay! azaltmak icin kutikula tabakasini
kalinlastirabildigi gibi su depolayan etli yapraklar gturarak da stres kallarindan
kacinmaya cajir ya da neslini garanti altina almak icin kisaesi@ tohum veya
yumru olygturur. Direng gosterme durumunda ise bitkide strggirattgl etkilerin

onarilmasi veya ortadan kaldirilmasi s6z konusy#uiing ve Kutbay (2004)].

Bitkilerin olumsuz cevre kallarina ¢gitli mekanizmalarla direnc ya da dayaniklilik
gOsterdginden bahsedilngtir. Bir bitkinin strese kan goOsterecg direnci bir ¢ok
faktor belirler [Hale and Orcutt (1987)]. Stresildeti, siresi, strese maruz kalan
doku ya da organ tipi ile bitkinin stressgdlari altinda iken bulundiu gelsim evresi
ve ayni ture ait farkli gt veya genotipler bu faktorler arasindadir [Brayadl
(2000)]. Ayrica stres faktorleri ile bunlarin kombasyonu da direng mekanizmasini

etkileyen faktdrlerdendir. Bitki bu durumda adagtas veya uyum mekanizmalarini
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devreye sokar. Bu iki kavram her ne kadar ayngygibi algilansa da aralarinda
onemli farklar vardir. Huner et all (1998)'e gordaptasyon uzun slren cevresel
degisiklikler sonucu kendini gosteren genotipik farldiliifade eder. Adaptasyon
sonucunda genomda meydana gelergisddikler kararlihgl ifade ederken bu
degisiklikler populasyonda bircok generasyon boyuncaukar. Gaspar et all
(2002)’ye gore ise stres altindaki bir populasygqrudaliliklarini devam ettirmelerini
sglayan uygun gen kombinasyonlarina sahip genotipkeskin olarak bulunur.
Uyum ise ortam kgqullarinin dgismesi ile olgan ve genetik yapida herhangi bir
desisiklik olmaksizin ortaya c¢ikan sadece fenotipik irumu ifade eder [Huner et
all (1998)].

Bitkiler stres faktorlerine kar submolekuiler, molekiler ve subselller dizeyde
cevaplar olgtururlar. Submolekuler diizeyde strese cevap olat&ke icinde serbest
radikaller olgturulur. Hicre dizeyinde serbest radikaller 6zHdlibksijen iceren
molekdiller aracifilyla olusturulur. Stperoksit (&), hidroksit (OH), perhidroksit
(HOy), peroksi (ROO), fenoksi ¢El4O) radikalleri ile singlet oksijen'®,) bu
molekiller arasinda yer alir. Bu yapilarda yer atksijenler aktif oksijen olarak
adlandirihr. Bitkinin molekuler dizeyde strese digr cevaplar cgtli molekdlleri
sentezlemesseklindedir. Diguk molekul girhikli fenoller, terpenoidler, kinonlar,
poliaminler, terpenoidler, prolin ve absisik asibigsekonder bilgiklerin yaninda
yuksek molekdl gurlikli sekonder bilgiklerden lignin, suberin ve kitin sentezleyerek
mekanizmayi gletirler. Yine hlcre zari ile hiicre duvarl arasirdipolanan stres
faktorlerine kagi hiicre duvarinda bir bariyer gturan ve 6nemli polisakkaritlerden
olan kalloz da strese cevap olarak sentezleniricayfarkli molekul girliklarinda
olan, normalde hicre proteini olmayan ya da hicredk az bulunan stres
kosullarinda bu keullara ait genlerin aktiflgnesiyle sentezlenen ve olumsuzkio
ortadan kalkgiinda kaybolan proteinler de yine molekiler dizegties cevabi
olarak kagimiza cikar. Subselller dizeyde stres cevabi olaiake ceperindeki
lignin sentez hizi ve depolanma hizi artirilhr wai@a cepere mekanik destek
sazlamak amaciyla kalloz sentezlenir. Bunun yanindasst algilanmasini gkayan
reseptorler de hicre ¢eperinde bulunur ve reseptoltigturdusu sinyalleri hiicreye

ileterek savunma mekanizmasini gialir. Bir sonraki @amada hticre ve organel
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zarlari devreye girer. Hicre zarindaki doymgargeg asitlerinden aktif oksijen
serbest radikali, fosfolipidlerden de jasmonik agibi sinyal molekulleri olgur.
Olusan bu sinyal molekulleri hiicre icinde fitoaleksia stres proteini gibi savunma

metabolitlerinin sentezini uyarir [Ozen ve Onay9a}.

Ayrica bitkilerde stres kwillarinda miktari dgisen fenolik bilgikler de savunma
sisteminde rolleri vardir. Onemli sekonder metatmiien olan fenolik bilgklerin
yapisi, aromatik halkasindglavsel hidroksil grubu iceren fenol grubundansalu
[Kadioglu (2011), Taiz ve Zeiger (2008)]. Bu sayede asiki$ijen turlerini yok etme
yetengine sahiptir. Ayrica bu bikgkler hidroksil grubundaki hidrojen atomlarini
aktif oksijen tirlerine vermek suretiyle kararlntksil radikallerini olgtururlar ve

bdylece savunma sistemini devreye sokmiurlar [Ecem (2010)].

2.3. Agir Metal Stresi

Agir metaller, ygunlugu sudan en az ke&kat daha fazla olan kimyasal elementler
olarak tanimlanir ya da gér bir ifadeyle ygunlugu 5 g mi*’den fazla olan metaller
icin kullanilan bir kavramdir [Kvesitadze et allO@5), Lambers et all (1998)].
Bunlardan kobalt, bakir, demir, mangan, molibdelkelnve ¢inko gibi bazi @r
metal 6zellgi gosteren elementler bitkiler icin temel mikro imeslementlerindendir.
Ancak yuksek konsantrasyonda bitki icin toksik gtiparlar [Lambers et all (1998)]
ve akut veya kronik zehirlenmelere yol acarlar [Bit@dze et all (2006)]. Onemli
mikro besin olarak bu elementler hiicrede kofakspesifik enzimlerin aktivatori
veya organik molekulleri stabilize etme gibi roiléstlenirler. Kadmiyum, kuyun,
krom, uranyum, civa, gurgive altin gibi dger air metaller bitkiler icin esansiyel
besin elementleri olmaghi gibi ¢ok kigiik konsantrasyonlari bile toksik &tkiyapar
[Lambers et all (1998)].
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Agir metallerin toksisitesi mikroorganizmalar ve ligk Uzerinde buylime ve
gelismede azalmaeklinde kendini gosterirken, insan ve hayvapliga Gizerinde ise
cesitli zararlarla karakterize edilir. Ozellikleza metaller merkezi sinir sisteminin
normal fonksiyonunu bozabilirler, kan icginde deisikliklere neden olurlar ve
akcigerler, bobrekler, karager ve dger organlarin gleyisini olumsuz yonde
etkilerler. Asir metallerin uzun sureli etkisi kanser gathine, alerjiye, distrofiye,
alzheimer ve parkinson gibi nérolojik hastaliklaneden olabilmeskeklindedir

[Kvesitadze et all (2006)].

Agir metaller endustriyel faaliyetler, su aritma s$&=i, maden sietmeleri, baca
emisyonlari ve araclar gibi yaygin kaynaklarla dustamlara girer. Toprak ve
sedimentte oldgu kadar canl dokularinda da birikim gosterme @giele sahiptirler
[Davis and Masten (2009)]. Besin zinciri yoluylaama kadar utarlar [Pepper et al.
(2006)]. itai — itai kadmiyuma belli araliklarla maruz kalamsanlarda bobrek
yetmezIgi ve osteomalazi ile sonuglanan bir hastaliktiordk sirt ve kemik grilari
ile karakterize edilir. Japonya’da kadmiyumla kimeis Jinzu Nehri'nden alinan
suyla sulanan piring tarlalarindan, gunlik besity@tini kagilamak icin piring
tiketen insanlarin, kontamine piringlerin zararkilerine maruz kaldiklar rapor
edilmistir [Davis and Masten (2009)].

Kadmiyum kimyasal simgesi Cd, atom numarasi 48 ,obaniyodik cetvelde Il B

grubunda yer alan ve yonlugu 8,6 g mf* olan bir &r metaldir. Mavimsi beyaz

renkli bir metal olan kadmiyum, ¢inkonun ayrimsahdtiimasi sirasinda elde edilir.
Cinkoya gore daha yurgak oldwgu icin daha kolay cekilebilir ve doévilebilir.
Ozellikle deniz ve alkali ortama dayanikfil nedeniyle demir, celik, piring ve
aliminyum kaplamasinda kullanilir. Kadmiyum kapldana elektrik, elektronik,

otomotiv ve uzay sanayinde yaygin f@kilde kullaniimaktadir. En 6nemli kullanim
alanini nikel — kadmiyum (Ni — Cd), gumi kadmiyum (Ag — Cd) ve civa —
kadmiyum (Hg — Cd) pilleri olgturur. Diger bir yaygin kullanim alani da boya
endustrisidir. Ayrica stabilizator olarak plastik gentetik elyaf sanayi, televizyon

tupleri ve floresan lamba imalati, nikleer reaktontrol sistemlerinde ve
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alasimlarda kullaniimaktadir. Zirai ve endustriyel etrtexden dolayi cevredeki
konsantrasyonu strekli artan kadmiyum tim canigiartoksik olmaktadir [Erdik ve
Sarikaya (2007), Ogan ve Saygidger (2009), http://www.mta.gov.tr].

Kursun ise kimyasal simgesi Pb ve atom numarasi 82 pkamyodik cetvelde IV A
grubu icinde yer alan ve ganlugu 11,34 g mt olan bir &r metaldir. Mavi —
gumis karsimi bir renge sahip olan kum, yer altindan kazma, patlatma, kirma ve
Ogutme gamalarindan gecirilerek ¢ikarilir ve bir diziem sonucu kullanilabilir bir
hale getirilir. En dnemli kullanim alanini aki iraal olwturur. Yer alti haberkgne
kablolarinin izolasyonunda, siilfirik asitten etkieedgi icin kimya endustrisinde,
radyasyonu en aza geciren metal olmasi dolayibilylainlardan korunmada, renkli
televizyon tuplerinin yapiminda ve muhimmat imalda yaygin olarak kullanilir.
Ayrica kugunun kararli bilgiklerinden kugun tetra etil ve tetra metil, benzin iginde
oktan ayarlayici olarak kullaniimaktadir. Kunun toprga ve tarim alanlarina
bulasmasi kiucuk miktarlarda gubre ve bazi pestisitletteaktadir. Bunun 6tesinde
giderek artan miktarlarda gér metallerle birliktesehir, sanayii atik sulari ve hava
kaynakli olarak da baca, egzoz gazlarindan cevkaydmaktadir. Cevreyi kirleten
en onemli kugun kayngi, hava ile tanan kusundur. Hava kaynakli kgunun
blyuk kismi otomobil egzoz gazlarindan ileri gelteelir. [Erdik ve Sarikaya
(2007), Kafadar ve Saygiger (2010), http://www.mta.gov.tr].

Topraktan bitki kokleri ile alinan kadmiyum ve kun, ksilem aracifiiyla gévde ve
yapraklara t@anmakta ve kok ucundan bitkinin Ust kisimlarina daditin
dokularinda birikebilmektedir. Sonug olarak, O0zédli sehirlerde ygayan insanlar
kontamine bitkilerle beslenirken besin zincirinetikken kadmiyum ve kyunla
zehirlenmektedirler [Dgan ve Saygidger (2009), Kafadar ve Saygighr (2010)].

2.3.1. Asir metallerin bitkiler Gzerine etkileri

Agir metallerin en birincil etkileri koklerde kendigiGsterir. [Brune et all (1994),
Tester and Leigh (2001), Verma and Dubey (2003)jiksék &ir metal

konsantrasyonuna maruz kagmbitkilerin koklerinde bazi morfolojik farklihklar
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g6ze carpmaktadir; kbk boylari normal bitki kok t@syna gore kisa olabilgh gibi,
sacak kok sayisinda azalmalar, yan koklerde artnaa da azalma da
g6zlemlenebilmektedir. Ayrica koklerde lignifikasya epidermis ve hipodermiste
bazi yapisal d8siklikler de kaydedilmgtir. Bitki agir metal almaya devam ettikge
bir siire sonra govde de bu durumdan etkilenmekiede uzamasi azalmakta, hem
kokin hem de goévdenin taze ve kurgirkginda azalma meydana gelmesi
dolayisiyla bitki baytumesi yagmaktadir [Chaoui and Ferjani (2005), Hagemeyer
and Breckle (1996), Peralta et all (2001), Mungiuaand Geckil (2002), Punz and
Sieghardt (1993), Stolt et all (2003), Koleli vekadglari (2004), Sharma et all
(2004), Lombardi and Sebastiani (2005), Barcelo d&wkchecrieder (1990)].
Ornesin aliminyum kltur bitkilerinin kok sistemlerindbirikmek stiretiyle kokiin
normal klevlerini yerine getirmesini engeller [Turan ve adalar (1989)]. AF*
hicre duvarindaki pektinlerle ve karboksil grupfir tepkimeye girerek hicre
boluinmesini azaltir. Ayrica hicresel membranlarirgeqligini ve elastikiyetini de
yitirirler. Kok uclarinda ve yan koklerde uzunlamees blytme durur, kdk kisa, kalin
bir hal alir ve kok uclari kivrik bir gorinim ara¥dKlotz and Horst (1988)]. Bitki
yapraklarinda maruz kalinargia metal ¢eidi ve konsantrasyonuna ga olarak
morfojik farkhliklar, yaprak alaninda kicilme, yaglarda sararma ve nekrotik leke
olusumlari gozlenebilmektedir [Krupa and Moniak (1998)mbardi and Sebastiani
(2005), Lagriffoul et all (1998), Benavides et @005), Kdleli et all (2004)].

Metal toksisitesinin biyokimyasal temeli her zanapk deildir. Kadmiyum, bakir
ve civa, proteinlerdeki sulfidril gruplarini etkilee dolayisiyla bunlari etkisiz hale
getirir. Bakir gibi redoks aktif bir metal, fazlgiidurumunda lipid peroksidasyonuna
ve membran sizintisina yol acabilir, toksik serladtkallerin olgumuna sebebiyet
veren kontrolsiiz redoks reaksiyonlarina neden lalgbie Vos et all (1989)]. Zarsi
yapilarin kompozisyonunda gln deisiklikler sadece hiicre membran gkanhgini
degistirmez, membrana Iga enzimlerin yapisini ve aktivitelerini de glgtirir. Bazi
agir metaller enzimlerin ¢caimasinda 6nemli rolleri olan kofaktérleri gtururlar.
Fakat zaman zaman yuksek konsantrasyonlardakabaetaller kofaktér metallerin
yerine gecerek enzim aktivitelerinde azalmaya neadahilirler. Bakir, nikel, kugun

ve kadmiyumun belirli konsantrasyonlarinin bitkier hiicre membranlarinda
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bulunan adenin tri fosfataz (ATPaz) enziminin aikésini azalttgl belirtilmistir
[Kennedy and Golsalves (1987), Ros et all (199@ Mos et all (1991), Fodor et all
(1995)]. Cinko Rubisco (Rubiloz-1, 5-bisfosfat kakkilaz/oksigenaz) icinde
magnezyumla yer gestirebilir, bu enzimin aktivitesini dolayisiyla fatentetik
kapasiteyi dgistirebilir [Van Assche and Clijsters (1984)]. Yinerzer bir durum
superoksit dismutaz (SOD) enziminde demir yeringmeayum gecmeseklinde de
gorilmektedir [Vance and Miller (1998)]. Ernst addsse — Van Damme (1983)
bakir, kadmiyum, c¢inko, nikel, kobalt ve mangan samrasyonuna Kh olarak
nitrat rediktaz enzim aktivitesinin azaldibelirtmislerdir [Kacar ve arkadgari
(2006)]. Buna katin bazen gir metaller enzimlerin aktivitesini artirabilmekied
Kadmiyum ve kugunun ytiksek konsantrasyonlarinin fosfataz, ribogdik| proteaz
ve amilaz gibi bazi enzimlerin aktivitesini artgdbelirtiimistir [Lee et all (1976),
Jana and Choudhari (1982)].

Agir metal iyonlari solunum ve fotosentezin elektraginim reaksiyonlarinda
devreye girerek olumsuz etkiler yapar. Kadmiyumgw;obitkide klorofil ve
karotenoidlerin sentezini de olumsuz yoénde etkiledir. 1 — 20 pg
konsantrasyonlarindaki kadmiyumun yonca bitkisirfdeosentezi dnemli o6lctde
yavalattigl bildirilmistir. Yine artan kadmiyum konsantrasyonunun gdayda
klorofil a / klorofil b oranini azaltg rapor edilmgtir [Kacar ve arkadgari (2006)].
Cinko, kadmiyum gibi metaller fotosentezi etkileYapilan klorofil floresansi
Olcimleri, &ir metallerin Calvin yapisal buturgti Gzerinde olumsuz etkileri
oldugunu gostermektedir [Krupa et all (1993)]. Mangatkstsitesi klorozise ve
fotosentez hizinda azalmaya yol acar [Macfie andgloFa(1992)]. Bitkilerde
gereginden fazla bulunan nikel Kklorofil sentezi ve gyanetabolizmasi Uzerinde
olumsuz etki yapar [Kacar ve arkatil (2006)]. Kamprath ve Foy (1971)’a gére
AlI** ATPaz enzim aktivitesini ve hiicrelerde metabolike§i metabolizmasin
olumsuzsekilde etkilerken, solunumun azalmasina neden [flacar ve arkadgari
(2006)].
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Stres fizyolojisi acisindan bakiffinda kadmiyum ve kguna maruz kalngi
bitkilerin, fotosentezin énemli elemanlarindan olklorofil (a, b) ve karotenoid
pigmentlerinin  dizeyindeki g&imlerin  bilinmesi  6nemlidir.  Fotosentez
Okaryotlarda kloroplast adli organelde gercgikleKloroplastin en belirgin 0zefi
tilakoit denen bir i¢ zar sisteminin bulwudur. Klorofilin timi fotosentezingik
reaksiyonlarinin gercekiggi bu zar sisteminin icinde bulunur. Klorofiller
fotosentezdesik absorbsiyonu yapan en énemli pigmentlerdendésil Yenkli olan
klorofiller sadecesigl absorbe etmekle kalmaz, ayni zamanda eld@ etierjiyi bir
molekulden dierine transfer ederek fotosentetik reaksiyonlardsalkzdr olarak
gorev alir. Genel olarak karbon (C), hidrojen (Hksijen (O), azot (N) ve
magnezyum (Mg) elementlerinden gdim Kklorofil pigmentinin, ytksek bitkiler ve
ototrofik organizmalarda (fotosentetik bakterilaarig) en yaygin bulunan géeri
klorofil a (GssH720sN4Mg) ve klorofil b (GsH700sNsMg) dir. Mavi — mor bdlgede
klorofil a 429 nm, klorofil b 453 nm’de en yikseksorbansi gosterirken, kirmizi
bdlgede klorofil a 660 nm, klorofil b 642 nm dalgayunda en yiksek absorbansi
gosterir. Klorofil molekulti merkezindeki magnezy@atomunun ¢evresinde yer alan
4 pirol halkasindan olmaktadir. Tim klorofiller kimyasal olarak bir halkapisina
sahiptir. Ayrica bu halkaya tutunmwzun bir hidrokarbon kuyruk bulunur. Bu
kuyruk Klorofilin icinde bulundgu ortamin hidrofobik kismina tutunmasingisa.
Halka yapisi zayif igh bazi elektronlar igerir. Bu kisim molekuiliin efiedn gecgleri
ve redoks reaksiyonlarinda yer alan boliumudir [B&n¢2000), Ozen ve Onay
(2007), Taiz ve Zeiger (2008), Kagia (2011)].

Yuksek bitkilerin yapraklarinda ve bazi alglerdduman karotenoidler tipki klorofil
pigmenti gibi kloroplastlarda, 6zellikle tilakoidla Ust Uste gelmesiyle alan
granada yerkamistir. Fakat cicek petali gibi organlarda, kromoplasta da
bulunurlar. Turuncu, kirmizi, sari ve kahverenddigiok deisik renk ve tipleri
vardir. Fotosentez agisindan onemine bagkndia daha cok fotosentetik sistem
icerisinde belli dalga boylarindakiik enerjisini absorbe edip daha sonra bunu
klorofil molekuline transfer etmejeklinde oldgu bilinmektedir [Boncuk (2000),
Ozen ve Onay (2007), Taiz ve Zaiger (2008)].
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Fotosentetik pigmentler (klorofiller ve karotenadlgibi) tilakoid zar Uzerinde
fotosistem | ve Il halinde yeren gosterirler. Burada bulunan klorofil molekulleri
absorbe ettiklerisik enerjisini kisa dalga boyu absorbe eden pigreanitzun dalga

boyu absorbe eden pigmentezdoiletirler [Kadigzlu (2011)].

2.3.2. AIr metale uyum

2.3.2.1. Aktif oksijen tirlerinin olusumu ve antioksidant sistem

Bitkiler hava kirliligi, kuraklik, sicaklik, gik, agir metaller, tuzluluk, donma, UV
radyasyonu ve besin sinirlamasi gikditfiestres faktorlerine maruz kalirlar. Kirletici
metaller ile zehirlenme oksidatif strese neden .ofQinki aktif oksijen turlerini
(AOT) ureten mekanizmalar devreye girer [Stohs Badchi, (1995)]. &ir metaller,
serbest radikalleri ve toksik aktif oksijen turlariireterek oksidatif strese neden olur
[di Toppi and Gabbrielli (1999), Hegedus et all@p Arvind and Prasad (2003)].
Bitkilerde tipki dger aerobik organizmalar gibi enerji Uretebilmeknigksijene
ihtiya¢ duyarlar. Fakat surekli olarak oksijeninchéi igerisindeki varfii hiicresel
yapilar ve reaksiyonlar icin oksidatif bir tehlikege beraberinde getirmektedir
[Alscher et all (1997)]. Aktif oksijen turlerinin atmal sartlar altinda hicrelerde
uretimi siki birsekilde kontrol edilir ve aktif oksijen turleri atraferik oksijenin (Q)
miktarini azaltir [Dat et all (2000)].

O2'nin iki molekdl suya indirgenmesi doért elektrondransferiyle olur. Singlet
oksijen {0,), stiperoksit radikali (©), hidrojen peroksit (kD) ve hidroksil radikali
(OH"), OJnin spin inversiyonu ve @ye sirasiyla bir, iki ve U¢ elektronun transferi
sonucu uretilir [Scandalios (200284kil 2.3].
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YV - 9 ——'H HO, ~—7> OH 5 "HO

Reaksiyonun timii: £ 46+ 4H — 2D

Sekil 2.3. Aktif oksijen tirlerinin olgumu [Scandalios (2002)]

Hidrojen peroksit demir, bakir ve mangan gibi gaietallerinin katalizérlginde
‘Haber — Weiss’ ya da ‘Fenton’ reaksiyonu yoluyldrbksil radikalini olgturabilir.
Canli sistemlerde hidroksil radikalini etkisiz haletirebilen herhangi bir enzimatik
mekanizma olmamasi yiuziunden dokulardaki dirikimi hiicre 6limine neden olur
[Dogru (2006)]. Kadmiyum, kyun ve civa gibi metaller, antioksidant bir molekul
olan glutatyonun (GSH) hicrelerdeki miktarini aaak, makromolekullerin
oksidasyonuna neden olan toksik kitéerin miktarinin artmasina yol acabilirler
[Pinto et all (2003)] $ekil 2.4].
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Elektron
Transportu

Haber — Weiss
SiklusL

Cd"™

Fenton
Mekanizmasi

C:V H.0,
GPX APX

HO,+ % G

H,O + GSSG H,O + MDAsc

Sekil 2.4. Asir metaller tarafindan aktif oksijen tiirlerinin glumu (Cd? kadmiyum iyonu; H&, civa
iyonu; PB? kursun iyonu; Cd? bakir iyonu; Fe™ ve Fé3 demir iyonu; CF°, krom iyonu; Q-
superoksit radikali; HO, hidroksil radikali; SODjeroksit dismutaz; CAT, katalaz,®,, hidrojen
peroksit; APX, askorbat peroksidaz; MDAsc, monodetaskorbik asit; GSSG, okside glutatyon;
H,0, su; Q, molekiler oksijen; )[Benavides et all (2005)]

Hucresel aktif oksijen turlerinin tretimi, biyotike abiyotik stres kallarinin ortaya
cikardglr metabolik dengesizliklere cevap olarak uyariler wenzer mekanizmalar
aracilgiyla ilerler [Scandalios (2002)]. & metal zehirlenmesi 30 kata kadar aktif
oksijen turlerinin Gretimini artirir [Mittler (2002 Bu tdrler hicre canlgini
etkileyen lipidler, proteinler, pigmentler ve niikiasitlerle reaksiyona girerek lipid
peroksidasyonuna, membran hasarina ve enzimleaktiviasyonuna neden olurlar
[Halliwell (1987)]. Superoksit radikalleri daha ¢dkdrojen peroksit ve hidroksil
radikali olwturmak suretiyle etkili olurlar [Halliwell ve Guttelge (1989)]. Calvin
dongusunin birgok enzimi hidrojen peroksit dolagesinaktivasyona grar [Kaiser
(1979), Charles ve Halliwell (1980)].
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Isik enerjisinin klorofil tarafindan absorbe edilmdgsi meydana gelen aktif triplet
klorofil, absorbe etfii enerjiyi molekller oksijene aktararak singlet s
olusturur. Singlet oksijen der molekillerle etkilgtiginde ya icerdii enerijiyi
transfer eder ya da kovalent tepkimelere girer.dayns yag asitleri ile de dgrudan
tepkimeye girerek peroksi radikalini gturur ve hidroksil kadar etkin bigekilde

lipit peroksidasyonunu Riatabilir [Halliwell ve Gutteridge (1985)].

Serbest radikaller, membran lipid ve proteinlerigieri donigimstzsekilde hasara
ugramasina neden olur. Reaktif oksijen turleri, kolymembran lipidlerini
etkileyerek doymamgialdehitlerin olgmasina neden olmaktadir. Stres sonucganlu
serbest radikallere Bh doku hasari ogumunda en 6nemli mekanizma hicre
zarindaki lipidlerin peroksidasyongsnamasidir. Oksidantlar, ¢oklu doymanyag
asitleriyle reaksiyona girerek lipid peroksidasyoau balatirlar. Lipid
peroksidasyonunun son urint olan malondialdehid AMBlicre membranlarindan
iyon alsverisine etki ederek membrandaki bikderin ¢capraz bglanmasina yol acar.
Bdylece iyon gegirgendi ve enzim aktivitesinde @gsimler gibi olumsuz sonuglara
neden olur [Niki (1987)].

Lipid peroksidasyonu; membran butiglinin yok olmasina neden ofglu gibi
hicrenin elektrolitlere permeabilitesinin artmasaa sglar. Hicre igine 0Ozellikle
kalsiyum ve sodyum iyonlarinin gitj hiicrenin adenozin tri fosfataz (ATP) tuketen
hale gelmesine neden olarak hiicrenin energtotan mekanizmasini etkileyebilir.
Kalsiyum iyonlarinin hicre icindeki agt) protein ve lipidlerde daha fazla hasara
neden olabilecek proteaz ve fosfolipazi aktive edgni zamanda DNA'da yapisal
hasar ile hicre 6limine neden olabilecek enzimtivedyonuna neden olabilir
[Halliwell ve Gutteridge (1985), Cummins et all @&)].

Bitkiler htcrelerini ve hicresel bgenlerini oksidatif stresten kaynaklanan zararli
etkilere kagl, antioksidant sistemin enzimatik ve enzimatik ayfan elemanlari ile
korumaya calurlar [Halliwell (1987)]. Antioksidant sistemin emzatik olmayan
elemanlari glutatyon, askorbik asit (C vitaming),— tokoferol (E vitamini) ve

karotenoidlerden okuwr [Kacar ve arkaddari (2006)]. Superoksit radikalinin
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hidrojen perokside dogiminid sglayan superoksit dismutaz (SOD) ve hidrojen
peroksidin suya dogumuni sglayan askorbat peroksidaz (APX) ve katalaz (CAT)
gibi enzimler ile askorbat — glutatyon dongisunée glan monodehidro askorbat
rediktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediktaz (DHAR) glutatyon rediktaz (GR)
gibi enzimler antioksidant savunma sisteminin emikn bilesenleri arasindadir.
Superoksit dismutaz ve askorbat peroksidazin ipafom bitki hicrelerinde
kloroplast, mitokondri, peroksizomlar, sitoplazmaapoplast gibi cok farkl organel
ve Dbolgelerde bulunmasina graen, katalaz c¢ok buydk oranda sadece
peroksizomlarda yer almaktadir [Mittler (2002)].

Bitki hicrelerindeki antioksidant savunma sistenairmagik bir yapiya sahiptir.
Superoksit dismutaz superoksit radikalinigld ye dismutasyonunu katalizleyen ve
metaloenzim ailesine ait bir enzimdir. Demir SODe@©D), Mangan SOD
(MnSOD) ve Bakir — Cinko SOD (Cu — Zn SOD) olmalefez t¢ farkll izoenzime
sahip olan superoksit dismutazdan; FeSOD klordplakst, MNSOD mitokondri ve
peroksizomlarda ve Cu — Zn SOD Kkloroplast ve s#mplada yer almaktadir
[Alscher et all (2002)]. Bitki htcrelerinde ,B, diizeyinin hassas bigekilde
ayarlanmasi askorbat — glutatyon dongidsunin endimde metabolitleri ile
sgglanmaktadir [Shigeoka et all (2002)]..®'nin hicrede birikimi katalaz veya
askorbat — glutatyon dongusu ile onlenir [Dixitadt 2001]. Askorbat peroksidaz,
askorbat — glutatyon dongusinde hidrojen peroksigia indirgemekte gorevlidir.
Monodehidro askorbat rediktaz indirgeyici molekularak NADPH'yi ve
dehidroaskorbat rediktaz ise glutatyonu kullanmakretsyle askorbatin
rejenerasyonunu gkar. Aktif oksijen tirlerinin olgumuna neden olan Haber —
Weiss veya Fenton reaksiyonlarinda rol oynayan Imeyanlarinin, bitki
hicrelerindeki miktarinin  kontrol altinda tutulmasaktif oksijen ttrlerinin
olusumunun regule edilmesini @ayan onemli bir faktordir [Mittler (2002)SEkil
2.5].
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H.0 <S p AsA M NADPH
APX MDHAR
H,0, W MDA

W NADP'
AsA + DHA GSSC M NADP*
GR

DHAR
O, H>0; -

SOD

Sekil 2.5. Askorbat — glutatyon déngusu.,(Ostiperoksit radikali; SOD, siperoksit dismutazQ¥
hidrojen peroksit; APX, askorbat peroksidaz; AsBkabik asit; MDA, monodehidroaskorbik asit;
MDHAR, monodehidro askorbat rediktaz; DHA, dehidiaabik asit; DHAR, dehidroaskorbat
rediktaz; GSSG, okside glutatyon; GSH, indirgengiutatyon; GR, glutatyon rediktaz) [ Bo
(2006)]

Antioksidant enzim aktivitelerindeki @eimler farkh bitki tdrlerinin caitli stres
faktorlerine duyarhlik ve dayaniklilik derecelérirbelirlenmesinde fikir vermektedir
[Foyer et all (1994)]. Bundan dolay! stres altindbakikilerin antioksidant enzim

aktivitelerinin incelenmesi 6nemlidir.

Bu calsmanin amaci, arpa bitkisinin farkligggerinin agir metal stresine (Cd ve Pb)
karsi duyarhlik ve dayaniklilik derecesinin anailmasi ve gir metal stresi altinda
sergiledikleri metabolik desimleri bazi fizyolojik kriterlerler vasitasiyla
incelemektir. Elde edilen sonuclarla Ureticiygirametal stresine daha dayanikli
cesitlerin yetistirilmesi konusunda yol gosterilebilegiegibi, 1slah ¢almalarinda
kullanilabilecek yeni gen kaynaklarinin belirlenimgs mumkan olabilecektir.



BOLUM 3. MATERYAL VE METOD

3. 1. Bitki Materyali

Arastirmada kullanilan arpaHordeum vulgare L.) tohumlari Ankara Tarla Bitkileri
Merkez Argtirma Enstitisi’nden temin edilghir. Calismada Tarm — 92 ve Tokak

157/37 ceitlerine ait tohumlar kullaniingtir.

3.2. YOntemler

3.2.1. Tohum kabuk sterilizasyonu

Esit buyuklukte ve sglam olan tohumlar secilerek kabuk sterilizasyonagtiamak
amaciyla % 5'lik sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozahide 30 dakika bekletilrgive
uc kez distile su ile yikangtir. Daha sonra tohumlar, imbibisyagieimi igin 16 saat

distile suda bekletilngtir.

3.2.2. EKim yontemi

Imbibisyon §leminden sonra tohumlarsiemiktarda (80 gr) perlit iceren 17 x 14 cm
(Ust cap x yukseklik) ebatlarindaki plastik saksilakilmitir. Calismada yetitirme
ortami olarak tarimsal perlit kullanilgtir. Saksilarin dibine perlit konulmadan 6nce

yetistirme ortaminin akmamasi amaciyla filtreglda yerlstirilmistir. Bitkiler sera
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ortaminda 32 glin boyunca buyutiktir. Bu sire boyunca bitkiler %2 oraninda
sulandinimg Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulargtm (Hoagland besin ¢ozeltisinin
icerigi tablo 3. 1 ‘de verilmitir). 32 gunlik olan bitkiler kontrol ve stres gtap
olarak ayriimgtir. Kontrol grubunda bulunan bitkiler denemenimgioa kadar tarla
kapasitesine uygun olarak % oraninda sulandgilHoagland besin ¢ozeltisi ile
sulanirken, stres grubundaki bitkiler 1 ve 1,5 miND; ile 10 ve 15 mM PbNgile

3 kez sulanmtir. 6. ginin sonunda hasat yapgim Denemenin devam ettirilgii

38 gun boyunca sera ortaminin sigakgunlik ortalama 23 °C iken, oransal nem
miktari ise % 50-55 arasindagigmistir. Her iki grupta bulunan bitkilerin yaprak
dokularinda bazi fizyolojik ve biyokimyasal anadizlyapilarak, gir metal stresinin

bazi metabolik olaylarda neden ofdudesisimler incelenmgtir.



Tablo 3.1. Hoagland besin ¢ozeltisi [Hoagland (1920)
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Stok Cozeltiler

1% Hoagland Besin Cozeltisi

Ca(NQ),. 4H,0

118.1 g/ 1000 ml

MgSGQ,. 7 H,0O 26.6 g/1000ml 50ml/20 It
K;HPO,. 3 H,O 16.4 g/1000 ml

KNO; 50.4 g/1000ml

Al(SQy) 3. 18 HO 0,105 g/ 25 ml

Kl 0,0139 g/ 25 ml

KBr 0,0139 g/ 25 ml

SnCh. 2 H,O 0,0139 g/ 25 ml

LiCl 0,0139 g/ 25 ml

MnCl,. 4 H,O 0,1944 g/ 25 ml

H3BO; 0,3055 g/ 25 ml 37,5ul/ 20 It
ZnSQ,.7 H,0 0,0494 g/ 25 ml

CuSQ. 5 H,O 0,6277 g/ 25 ml

NiSO,. 7 HO 0,0297 g/ 25 ml

Co(NG;) ». H,O 0,0277 g/ 25 ml

FeSQ. 7 H,O 0,0834g/ 100 ml 10 ml/20lt
C4HeOs 0,0450 g/ 100 ml
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3.3. Olgiim ve Analizler

3.3.1. Yaprak dokularindaki fotosentetik pigment mktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki klorofil a ve b, toplam kloofklo a+b) ve karotenoid
(ksantofil + p-karoten) miktarlari Lichtenthaler (1987)'e gorelibenmistir. Buna
gore taze yaprak dokularindan alinan érnekler caney tipine alinarak Gzerine 3
ml saf aseton ilave edildir. Pigmentler yaprak dokusundan c¢ozeltiye gegiece
kadar buzdolabinda (+4 °C) beklemeye biraktimi 4100 rpm’de 10 dakika
santrifij edilerek elde edilen 6zutlerin absorbalegerleri 661.1, 644.8 ve 470
nm’de spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UVIS Spectrophotometer)
olarak belirlenmgtir. Pigment miktarlari gagidaki formullere gore hesaplangnr
(Lichtenthaler (1987):

Klorofil a (Klo a)= (11.24 x A661.6) — (2.04 xA648)
Klorofil b (Klo b)=(20.13 x A644.8) — (4.19 x A665)
Toplam Klorofil (Klo a+b)= (7.05 x A661.6) + (18.0% A644.8)

Karotenoid (x+c)=[(1000 x A470) — (1.9 x Klo a) £63.14 x Klo b)] / 214

3.3.2. Yaprak dokularindaki toplam fenolik madde mktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki toplam fenolik madde miktarmaddler and Dodds (1983)
tarafindan geftirilen metoda go6re belirlengtir. Buna gore taze yaprak
orneklerinden alinan 0,1 gr'lik dokular % 80’liknd metil alkol ile Gutulmdstir. 48
saat buzdolabinda (+4 °C) bekletitm. Bu sirenin sonunda homojenatlar 4000
rpom’ de 20 dk santrifiij edilngiir. 1000 pl stpernatant Uzerine sirasiyla 5 mildis
su, 400uL % 50’lik Folin Ciocalteu’s Reagent (FCR) ve 10Q0% 5’lik sodyum
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karbonat (NaCQ;) eklenerek hazirlanan reaksiyon kani, oda sicakfiinda bir saat
bekletildikten sonra vortekslenerek, kamlarin absorbans derleri, 725 nm dalga
boyunda  spektrofotometrik (SHIMADZU UV mini 1240 UWWIS

Spectrophotometer) olarak belirlerstivi. Yaprak dokularindaki toplam fenolik

madde miktarlari, gallik asitle hazirlanan standaafik yardimiyla hesaplansgtir.

3.3.3. Yaprak dokularinda malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki lipit peroksidasyonunu befhnkek icin malondialdehit (MDA)
miktari Ohkawa ve arkagiari (1979)'nin metodu kullanilarak saptagitm Kontrol
ve aIr metal stresine maruz birakignbitki yapraklarindan alinan yakia 0,3 g
taze yaprak Orrig kicuk parcalara ayrildiktan sonra 6 mL %5 triklasetik asit
(TCA) ile havanda dovulerek homojenize ediftmi Homojenizasyon sirasinda ve
sonrasinda numunelerin @&k tutulmasina dikkat ediltir. Bu karsim +4°C’de
4100 rpm’de 20 dakika santrifijlendikten sonra siptanttan 0,5 ml alinarak yeni
tiplere, icinde % 0.5 tiobarbutrik asit (TBA) buam%20’lik TCA c¢o6zeltisinden 1
ml ve 0,1 M 0,5 ml Tris tamponu (pH 7,6) eklegpdaha sonra 95°C’de 60 dakika
su banyosunda tutulmgiwr. Su banyosundan c¢ikarilan tuplerdeki reakssonl
durdurmak icin tUpler buz banyosuna konujtou Spektrofotometrede
(SHIMADZU UV mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer) 33ve 600 nm dalga
boyunda absorbanslari dl¢ilgtiir. Kor olarak icinde % 0.5 TBA bulunan %20’lik
TCA ¢0zeltisi kullaniimistir. Yaprak dokularindakiDA miktar asagidaki formule

gore nmol.g TA olarak hesaplansmtir:

MDA iceri gi = [(A532 — AB0O) x ekstraksiyon hacmi] / [155 »nék miktari]
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3.3.4. Yaprak dokularinda hidrojen peroksit (H,O2) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki hidrojen peroksit 4Bk) miktari Ohkawa ve arkaglari
(1979)’nin metodu kullanilarak saptargtm. Kontrol ve g@ir metal stresine maruz
birakilms bitki yapraklarindan alinan yakix 0,3 g taze yaprak orpee kuguk
parcalara ayrildiktan sonra 6 mL %5 trikloroasetikit (TCA) ile havanlarda
doviulerek homojenize edilgiir. Homojenizasyon sirasinda ve sonrasinda
numunelerin sguk tutulmasina dikkat edilgtir. Bu karsim +4°C’de 4100 rpm’de
20 dakika santriftjlendikten sonra sUpernatantt&mn@l alinarak yeni tlplere, icinde
0,1 M 0,5 ml Tris tamponu (pH 7,6) ve 1 M 1ml patas iyodur (KI) eklenmytir.
Spektrofotometrede (SHIMADZU UV mini 1240 UV-VIS &gtrophotometer) 390
nm dalga boyunda absorbanslari dl¢ijtiiti Kor olarak % 0.1'lik TCA cozeltisi
kullaniimistir.  Yaprak dokularindaki hidrojen pesitk miktari standart grafik

yardimiyla nmol.g TA olarak hesaplanstir.

3. 4. Bazi Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belir lemesi

3. 4. 1. Toplam askorbat peroksidaz (APX) aktiviteimin belirlenmesi (EC 1. 11.
1.11)

Toplam APX aktivitesi Wang et all (1991)’a gore idehmistir. Yaklasik 0.2 g taze
yaprak dokusu, sivi azotlgi@tlmis ve 1.5 ml, 50 mM Tris-HCI (pH 7.2), % 2’lik
PVP, 1 mM NaEDTA ve 2 mM askorbat igeren ekstraksiyon c¢ozeliis
homojenize edilmstir. Homojenat, 12.000 rpm ve +4 °C’de 20 dakikatshij
edilmistir. Son hacim 100@l olacak sekilde 50 mM K-POtamponu (pH 6.6), 2.5
mM askorbat, 10 mM kD, ve 100ug protein iceren enzim karmindan olgan
reaksiyon c¢ozeltisi hazirlangtir. Reaksiyon, BHO2'nin eklenmesiyle bgatiimistir.
Askorbat konsantrasyonundaki azalma, spektrofot@det(SHIMADZU, UV mini
1240 UV-VIS Spectrophotometer) 290 nm’de yapilarurolarla enzim 6zt
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icermeyen reaksiyon c¢ozeltisine kaik kaydedilmitir. Enzim aktivitesi, askorbatin
ekstinksiyon katsayisi (2.8 mM/cm.290 nm) kullarala reaksiyonun bdangic

hizindan hesaplangtir (nmol askorbat/dakika/mg protein).

3. 4. 2. Toplam glutatyon rediktaz (GR) aktivitesiin belirlenmesi (1. 6. 4. 2)

Toplam GR aktivitesi Sgherri et al. (1994)'ye gtedirlenmistir. Yaklaik 0.2 g taze
yaprak dokusu, sivi azotlgsi@tilmis ve 1.5 ml, 100 mM K-PQ(pH 7.0), % 2’lik
PVP ve 1 mM NgEDTA iceren ekstraksiyon cozeltisi ile homojenizdilmistir.
Homojenat, 14.000 rpm ve +4 °C’de 20 dakika saijtetliimistir. Son hacim 1000
ul olacak sekilde 100 mM K-PQOtamponu (pH 7.8), 2 mM NEBDTA, 0.5 mM
okside glutatyon (GSSG), 0.2 mM NADPH ve 1(@ protein iceren enzim
karsimindan olgan reaksiyon c¢ozeltisi hazirlangir. Reaksiyon, NADPH’nin
eklenmesiyle bgatiimistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik (SHIMADZUJV
mini 1240 UV-VIS Spectrophotometer) olarak 340 nen'gapilan okumalarla
Olctlmdstar. Duzeltme, NADPH yoklgunda GSSG oksidasyonu ile yapgtm
Enzim aktivitesi, NADPH'nin ekstinksiyon katsayig6.2 mM/cm. 340 nm)
kullanilarak reaksiyonun bngic hizindan hesaplargir (nmol
NADPH/dakika/mg protein).

3. 4. 3. Toplam guaiakol peroksidaz (GPOD) aktivitsinin belirlenmesi (1. 11. 1.
7)

Toplam GPOD aktivitesi Sanchez-Romero (1993)’e dni@lglenmitir. Yaklasik 0.2

g taze yaprak dokusu, sivi azotiitilmis ve 1.5 ml, 100 mM K-PQ(pH 7.0), %
2'lik PVP ve 1 mM NaEDTA iceren ekstraksiyon cozeltisi ile homojenize
edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve +4 °C’de 20 dakikatsgij edilmistir. Son
hacim 3180ul olacak sekilde 100 mM K-POtamponu (pH 7.0), 0.316 mM

guaiakol, 0.116 mM kD, ve 100ul enzim kargimindan olgan reaksiyon cozeltisi
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hazirlanmgtir. Reaksiyon, BO,'nin eklenmesiyle bgatilmistir. Enzim aktivitesi
spektrofotometrik (SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Sutrophotometer) olarak
470 nm’de yapilan okumalarla olculgie guaiakol'iin ekstinksiyon katsayisi (26.6
mM/cm. 470 nm) kullanilarak reaksiyonunslzangic hizindan hesaplangtar (nmol
H.O./dakika/mg protein).

3. 5.istatiksel Analizler

Denemelerden elde edilen verilere, SPSS paket @mogkullanilarak, istatistiki
varyans analizi ( ANOVA) yapilmgtir. Her bir b&msiz dgisken icin uygulama ve
cesitler arasindaki farkin 6nem kontrolti Anlamli Onefdrk (AOF) % 5 dizeyinde

hesaplanmstir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. Agir Metal Stresinin Klorofil a Miktari Uzerine Etkis i

Kadmiyum ve kugun uygulamalarinin farkli iki arpa gdinin yapraklarindaki
klorofil a miktari Gzerine etkisgekil 4. 1'de goérulmektedir. Kadmiyum uygulamasi
her iki ¢eidin yapraklarindaki klorofil a miktarinin azalmaal neden olmyur
(Sekil 4. 1A). Ancak Tarm — 92’de 1 mM ve 1,5 mM, B&157/37’de 1,5 mM’lik
kadmiyum uygulamasinin, yapraklardaki klorofil aktarini kontrole gbre dnemli
derecede azalf@ bulunmuytur (p<0.05). Tokak 157/37'de 1 mM’lik kadmiyum
uygulamasinin yapraklardaki klorofil a miktarini ednli derecede etkilemeti
belirlenmitir (p>0.05).

Kursun uygulamasinin iki farkh arpa gdinin yapraklarindaki klorofil a
miktarindaki dgisimler Uzerine etkisgekil 4. 1B’de gorilmektedir. Her iki g icin
de artan dozda uygulanan kuin yapraklardaki klorofil a miktarini azaltghr. Bu

azalmalar 6nemli bulunngtur (p<0.05).
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Sekil 4.1. Farkli iki arpa gédinin yapraklarindaki klorofil a miktari tGzerinealmiyum (A) ve
kursunun (B) etkileri (* : Azir metal uygulamalari ile kontrol derleri arasindaki farkin P<0.05
seviyesinde dnemli oldwnu ifade etmektedir. erler 3 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart
hata dgerlerini gbstermektedir)

4.2. Agir Metal Stresinin Klorofil b Miktari Uzerine Etkis i

Tarm — 92 ve Tokak 157/37 g#erinde kadmiyum uygulamalari sonucu
yapraklarindaki klorofil b miktarlarinda meydanalege desisimler sekil 4. 2A’da
gorulmektedir. Tarm — 92 icin 1 mM’hk uygulama yaglarindaki klorofil b
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miktarini azaltmy ve bu azalma oénemli bulungtur (p<0.05). Ancak 1,5 mM’lik
kadmiyum uygulamasi yapraklarindaki klorofil b naikini artirirken bu fark énemli
bulunmamgtir (p>0.05). Tokak 157/37 genotipinde 1 mM’lik kaiyum uygulamasi
sonucu Yyapraklardaki klorofil b miktari artarken,,51 mM’'lik kadmiyum

konsantrasyonu klorofil b miktarini kontrole gorealimstir. Tokak 157/37
genotipinde ise klorofil b miktarinda meydana gedegisimler kontrole gére dnemli
bulunmamgtir (p>0.05) Sekil 4. 2A).

10 mM’lik kursun uygulamasinin, Tarm — 92'de klorofil b miktarimstatistiksel
anlamda etkilemedi (p>0.05) gorulmektedirSekil 4. 2B). Ancak Tarm — 92'de 15
mM’lik, Tokak 157/37'de ise 10 ve 15 mM’lik kgun uygulamalart sonucu
yapraklardaki klorofil b miktarinin kontrole gorenémli (p<0.05) bir azajl

sergiledgi gortlmektedir.
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Sekil 4.2. Farkli iki arpa gadinin yapraklarindaki klorofil b miktari Gzerinealmiyum (A) ve
kursunun (B) etkileri (* : Agir metal uygulamalari ile kontrol gerleri arasindaki farkin P<0.05
seviyesinde 6nemli olgwnu ifade etmektedir. Ferler 3 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart
hata dgerlerini gostermektedir)

4.3. Agir Metal Stresinin Toplam Klorofil Miktari Uzerine Etkisi

Kadmiyum uygulamasinin toplam klorofil miktari Uzer etkisine bakilg@inda
cesitler arasinda farkliliklar goze carpmaktadgekil 4. 3A). Uygulanan her iki
kadmiyum konsantrasyonunu da, Tarm — 92 genotipyapraklarindaki toplam



37

klorofil miktarinda kontrole gére 6nemli azalmayaden olurken (p<0.05), Tokak
157/37 genotipinde sadece 1.5 mM’lik kadmiyum uggudsi yapraklardaki toplam

klorofil miktarini 6nemli oranda azaltgtir (p<0.05).

Kursun uygulamasinin toplam klorofil miktari Gzerinde&tkisine genel olarak
bakildginda ise $ekil 4. 3B), iki genotipte de artan kun konsantrasyonuna paralel
olarak toplam klorofil miktarinin kontrole gore @nk derecede azalgh
belirlenmitir (p<0.05). Ayrica kontrole gore gerceg® bu azalma oraninin, Tokak

157/37 genotipinde daha belirgin ofuda gorilmektedir.
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Sekil 4.3. Farkh iki arpa ¢gdinin yapraklarindaki toplam klorofil miktari tizae kadmiyum (A) ve
kursunun (B) etkileri (* : Agir metal uygulamalari ile kontrol derleri arasindaki farkin P<0.05
seviyesinde 6nemli oldwunu ifade etmektedir. erler 3 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart
hata dgerlerini gdstermektedir)

4.4. Azir Metal Stresinin Toplam Karotenoid Miktari Uzerin e Etkisi

Kadmiyum uygulamasina maruz kadmki farkli arpa ceidinin yapraklarindaki
toplam karotenoid miktarindaki gigimler sekil 4. 4A’da gorulmektedir. Her iki

¢esit icin de kadmiyum uygulamasi yapraklardaki toplearotenoid miktarinda bir
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azalmaya neden olmgiwr. Tokak 157/37 genotipi icin 1 mM’lik kadmiyum
uygulamasi hari¢, der desisimlerin timu istatistiksel olarak anlamh bulungtwr
(p<0.05).

Kursuna maruz kalmiTarm — 92 ve Tokak 157/37 arpasitierinin yapraklarindaki
toplam karotenoid miktagekil 4. 4B’deki gibi dgisim gostermektedir. Buna gore,
Tarm-92’de sadece 15 mM’lik, Tokak 157/37'de ise ike kursun konsantrasyonu
yapraklardaki toplam karotenoid miktarinda kontrgtize 6nemli azalmalara neden

olmustur (p<0.05).
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Sekil 4.4. Farkli iki arpa gédinin yapraklarindaki toplam karotenoid miktarieiine kadmiyum (A)

ve kugunun (B) etkileri (* : Asir metal uygulamalari ile kontrol derleri arasindaki farkin P<0.05
seviyesinde 6nemli oldunu ifade etmektedir. erler 3 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart
hata dgerlerini gbstermektedir)

4.5. Agir Metal Stresinin Toplam Fenolik Madde Miktari Uzerine Etkisi

Kadmiyum ve kugun uygulanmy iki farkl arpa ceidinin yapraklarindaki toplam
fenolik madde miktarindaki dgeimler sekil 4. 5’'de gorilmektedir. 1 mM’lik



41

kadmiyum uygulamasi Tarm — 92 genotipinde yapralkir toplam fenolik madde
miktarini etkilemezken, 1.5 mM’lik kadmiyum uygulam kontrole gore énemli
derecede azaltitir (p<0.05). Tokak 157/37'de ise 1 mM’hk kadmiywmgulamasi
sonucu toplam fenolik madde miktari kontrole goreerdli derecede azalma
gostermg, ancak 1.5 mMlik kadmiyum uygulamasi toplam fekolmadde

miktarinin kontrol bitkilerindeki seviyeye cikmaaigol agmgtir (Sekil 4. 5A).

Genel olarak kwun uygulanmy arpa ceitlerinin yapraklarindaki toplam fenolik
madde miktarina bakilginda, Tarm — 92 genotipinde artan gdanr
konsantrasyonuyla birlikte diizenli bir azalma ggaepmaktadir. Bu azalma her iki
kursun konsantrasyonu igin istatiksel anlamda 6nemlutmustur (p<0.05). Tokak
157/37 genotipinde ise kwm uygulamalari yapraklarindaki toplam fenolik madd
miktarini kontrole gére énemli derecede artgtm(p<0.05) Sekil 4. 5B).
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Sekil 4.5. Farkh iki arpa gédinin yapraklarindaki toplam fenolik madde miktéizerine kadmiyum
(A) ve kusunun (B) etkileri (* : Asir metal uygulamalari ile kontrol derleri arasindaki farkin
P<0.05 seviyesinde 6nemli olglunu ifade etmektedir. Zerler 3 tekrarin ortalamasi olup, barlar +
standart hata gerlerini gostermektedir)

4.6. AgIr Metal Stresinin Malondialdehit (MDA) Miktari Uze rine Etkisi

Agir metal stresinin farkli iki arpa gelinin hiicresel membranlarinda neden @lau

hasarin derecesi, lipid peroksidasyonunun son Uolerii malondialdehit miktarinda
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meydana gelen deimler vasitasiyla agariimistir. Sonuclar sekil 4. 6’da
gorulmektedir. Her iki genotipte de 1 mM’lik kadmiy uygulamasi yapraklardaki
malondialdehit miktarini kontrole gore dnempdikilde artirmgtir (p<0.05). yine her
iki genotipte 1,5 mMhk kadmiyum uygulamasi sonucyapraklardaki
malondialdehit miktari, hem kontrole hem de 1 mkI’kadmiyum uygulamasina
gore bir azalma gostergwe sadece Tokak 157/37'deki azalma istatistikatdrada

kontrole gére 6nemli bulunngtur (p<0.05) Sekil 4. 6A).

Kursun uygulamalari ise iki arpa genotipinde de yammaldki malondialdehit
miktari kontrole gore artirmgiir (Sekil 4. 6B). Tarm-92'de 10 ve 15 mM’lik, Tokak
157/37'de ise sadece 15 mM’lik lsun uygulamasinin yapraklardaki MDA miktarini

ntrole gére 6nemli derecede artgdbelirlenmitir (p<0.05).
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Sekil 4.6. Farkli iki arpa gédinin yapraklarindaki malondialdehit (MDA) miktaiizerine kadmiyum
(A) ve kusunun (B) etkileri (* : Agir metal uygulamalari ile kontrol derleri arasindaki farkin
P<0.05 seviyesinde 6nemli olglunu ifade etmektedir. @erler 3 tekrarin ortalamasi olup, barlar =
standart hata gerlerini gostermektedir)

4.7. Agir Metal Stresinin Hidrojen Peroksit (H 20,) Miktari Uzerine Etkisi

Farkl iki arpa genotipinin yapraklarinda, kadmiywe kugsun uygulamalarinin
hidrojen peroksit miktarinda neden ofgdudesisimler sekil 4. 7°de gorilmektedir.
Tarm — 92'nin yapraklarindaki hidrojen peroksit taik 1 mM’lik kadmiyum
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uygulamasi sonucu kontrole gore agmi.5 mM’lik uygulama sonucunda ise
kontrole gore azalmiir. Bu deisimlerin tamami istatistiksel olarak 6nemli
bulunmutur (p<0.05). Tokak 157/37 genotipinde uygulanan féckli kadmiyum
konsantrasyonunun yapraklardaki hidrojen peroksktanni kontrole gére 6nemli
derecede azalg gozlenmsgtir(p<0.05) Sekil 4. 7A).

Tarm — 92 genotipinde kgun uygulamalar yapraklardaki hidrojen peroksit
miktarinda duzenli bir azgh neden olmg ancak sadece. 15 mM’lik kum
uygulamasi sonucu gorilen azalma kontrole goére tneatunmustur (p<0.05).
Tokak 157/37 genotipinde ise 10 mM’lik kun uygulamasi yapraklardaki hidrojen
peroksit miktarini kontrole gére azaltirken, 15 nikl’kursun uygulamasinda bu
miktar artirmgtir. Degisimlerin timd dnemli bulunmyur (p<0.05) Sekil 4. 7B).
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Sekil 4.7. Farkli iki arpa ggdinin yapraklarindaki hidrojen peroksit miktarigime kadmiyum (A) ve
kursunun (B) etkileri (* : Agir metal uygulamalari ile kontrol derleri arasindaki farkin P<0.05
seviyesinde 6nemli olgwnu ifade etmektedir. Ferler 3 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standart
hata dgerlerini gostermektedir)

4.8. Agir Metal Stresinin Toplam Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Kadmiyum ve kugunun farkli iki arpa genotipinin yapraklarindakptam askorbat

peroksidaz aktivitesi tzerine etkileri incelegtmi (Sekil 4. 8). Buna gore, Tarm-92
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genotipinin yapraklarindaki toplam askorbat perd&si aktivitesinin, sadece 1,5
mM’lik kadmiyum uygulamasi sonucu kontrole gére rilie oranda azalg
belirlenmitir (p<0.05). Tokak 157/37'de ise her iki kadmiylmnsantrasyonu da
toplam askorbat peroksidaz aktivitesini kontroleegdnemli derecede azaltynr
(p<0.05) Sekil 4. 8A).

Kursun uygulanmy arpa genotiplerinin yapraklarindaki toplam askonberoksidaz
aktivitesi genel olarak azalma gostegtini(Sekil 4. 8B). Tarm — 92 genotipinde iki
kursun konsantrasyonu da yapraklardaki toplam askopleabksidaz aktivitesinin
kontrole gére azalmasina neden ojtuu Ancak bunlardan sadece 10 mM’lik
konsantrasyonun neden ofgu azalma 6nemli bulunmgtur (p<0.05). Tokak
157/37'de, kuwun konsantrasyonunun artmasiyla birlikte go6zlenetzedli
azalslardan sadece 15 mM’'lik ksirn uygulamasinin yapraklardaki toplam askorbat
peroksidaz aktivitesini kontrole gére 6nemli dedeenhibe etfii bulunmutur
(p<0.05).
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Sekil 4.8. Farkli iki arpa ¢gdinin yapraklarindaki askorbat peroksidaz (APX)tidtesi tzerine
kadmiyum (A) ve kugunun (B) etkileri (* : Asir metal uygulamalari ile kontrol derleri arasindaki
farkin P<0.05 seviyesinde dnemli ofdlunu ifade etmektedir. Berler 3 tekrarin ortalamasi olup,
barlar + standart hata glerlerini gbstermektedir)
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4.9. Azir Metal Stresinin Toplam Glutatyon Redilktaz (GR) Aktivitesi Uzerine
Etkisi

Iki farkl arpa ceidinin yapraklarindaki toplam glutatyon rediktaztigkesinde,
kadmiyum ve kwun uygulamalari sonucu meydana gelegigmler sekil 4. 9'da
gorulmektedir. Buna gore, Tarm — 92 genotipinde N we 1.5 mM’lik kadmiyum
uygulamalari yapraklardaki toplam glutatyon rediékgktivitesini, kontrole goére
onemli derecede azaltstr (p<0.05). Tokak 157/37 genotipinde ise uygalan
kadmiyum konsantrasyonunaghaolarak artan toplam glutatyon rediktaz aktivites
sadece 1.5 mM’lik konsantrasyonda kontrole gorarineranda artnstir (p<0.05)
(Sekil 4. 9A).

Kursunun iki farkli arpa cgdinin yapraklarindaki toplam glutatyon rediktaz
aktivitesi Uzerine etkisisékil 4. 9B) incelendiinde, Tarm — 92 genotipinde her iki
kursun konsantrasyonunun toplam glutatyon rediktazvisdsini kontrole goére
onemli derecede azalttibelirlenmitir (p<0.05). Tokak 157/37 genotipinde ise 10
mM’lik kursun uygulamasi yapraklardaki toplam glutatyon redgkaktivitesinin
kontrole gore 6nemli derecede artgndbulunmutur (p<0.05). 15 mM’lik kugun
uygulamasi ise yapraklardaki toplam glutatyon redzikaktivitesini kontrole gore

azaltmsg ancak bu azalma istatistiksel olarak 6nemsiz bulgtur (p>0.05).
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Sekil 4.9. Farkli iki arpa ggdinin yapraklarindaki toplam glutatyon peroksidé@R) aktivitesi
Uzerine kadmiyum (A) ve kgunun (B) etkileri (* : Asir metal uygulamalari ile kontrol gerleri
arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli gldw ifade etmektedir. Berler 3 tekrarin
ortalamasi olup, barlar + standart hatgetterini gdstermektedir)

4.10. Agir Metal Stresinin Toplam Guaiakol Peroksidaz (GPOD Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Kadmiyum ve kugun uygulanmy iki farkli arpa genotipinin yapraklarindaki toplam

guaiakol peroksidaz aktivitesinde gozlenegigienler sekil 4. 10’da gorilmektedir.
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Buna go6re ger iki genotipte de sadece 1.5 mM’hidrRerum uygulamasinin
yapraklardaki guaiakol peroksidaz aktivitesini kot¢ gore dnemli oranda artiggli
belirlenmitir (p<0.05) Sekil 4. 10A).

Tarm — 92 genotipinde 10 ve 15 mM’lik kun uygulamalarinin yapraklardaki
toplam guaiakol peroksidaz aktivitesini kontrolegbelirginsekilde artirdgl, ancak
10 mM konsantrasyonundaki kunun daha etkili oldgu belirlenmgtir (p<0.05)
(Sekil 4. 10B). Tokak 157/37 genotipinde ise sadesenM’lik kursun uygulamasi
sonucu meydana gelen aktivite @rtkontrole gore istatistiksel olarak anlaml

bulunmutur (p<0.05).
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Sekil 4.10. Farkli iki arpa g@dinin yapraklarindaki toplam guaiakol peroksid&PQ©D) aktivitesi
Uzerine kadmiyum (A) ve kgunun (B) etkileri (* : Asir metal uygulamalari ile kontrol gerleri
arasindaki farkin P<0.05 seviyesinde onemli gldw ifade etmektedir. Berler 3 tekrarin
ortalamasi olup, barlar + standart hatgetterini gdstermektedir)



BOLUM 5. TARTI SMA VE SONUC

Son yillarda artan endustriyel etkinliklegehirlesme, taimacilik, enerji ve yakit
uretimindeki gaz salinimi, gubre ve pestisit kultlangibi gelsmeler, beraberinde
ciddi gevre sorunlarini da getirgtir. Bu tip etkinlikler sonucu dgaya birakilan
artiklar, 6zellikle su ve toprak kirlgine neden olmaktadir. Bu kirld@in dnemli bir
kismini da gir metal kirliligi olusturmaktadir. Bunun icin tlkemizde 6zellikle
hayvan yemi ve maltlik olarak ysgtirilen arpada gur metal (Cd, Pb) kirlenmesine
maruz kalmaktadir. Bu durum 0rdn verimini ¢cok yakan etkilemesi nedeniyle
onem arzetmektedir. Bu cercevede busgadinin amaci arpadprdeum vulgare L.)
bitkisinin farkli ¢aitlerinin agir metal stresine dayaniklilik ve duyarlilik derecei
argtirmak ve @ir metal stresi altinda sergiledikleri metabolikggenleri bazi
fizyolojik kriterler vasitasiyla incelemektir. Bunuigin 6 gin siresince 3 kez
kadmiyum ve kwun uygulanan arpa yapraklarindaki fotosentetik @gtklorofil
a, b ve karotenoid), toplam fenolik madde, maloldiit ve hidrojen peroksit
miktarlarindaki dgisimler ile bazi antioksidant enzim aktivitelerindeydana gelen
desisimler incelenmgtir.

5.1 Asir Metal Stresinin Fotosentetik Pigment Miktarlari Uzerine Etkisi

Yuksek bitkilerde ve alglerde fotosentez klorogksia gerceklgr. Tilakoid
membran sistemlerinden ghn kloroplastlarda gorinirigl yakalayan klorofil
pigmentleri yer alir [Gill ve Tuteja (2010)]. Ber stres faktorleri gibi kadmiyum ve
kursun gir metalleri de bitkilerdeki 6nemli metabolik reaksnlardan biri olan
fotosentez Uzerinde olumsuz etkiler yaratmakta@w. g3ir metaller bitkilerde
potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir, mangan, c¢inkakir gibi besin

elementlerinin alinimi ve gaimini da etkilemektedir [Wang ve arkal@au (2009)].
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Bu elementlerden magnezyum ve demir klorofil sani@n gereklidir ve eksikli
klorofil miktarinin azalmasina neden olur [Burzyngd987)]. Ayrica bu gir
metallerin; pigment sentezini engellemesi, elekttannmasini aksatmasi, Calvin
dongusundeki enzimlerin aktivitelerini inhibe etmdslsiyum, demir, mangan gibi
gerekli metallerle rekabet gibi olumsuz etkileri deaiyle, fotosentez hizini
azalttgini gosteren bircok agarma sonucu bulunmaktadir [Weigel (1985),
Burzynski (1987), Sengar and Pandey (1996), Padeta@l (1990), Drazkiewicz
(1994), Stobard et all (1985), Faller et all (20U%ashid et all (1994), Kastori et all
(1998), Sigfridsson et all (2004)]. Cahamizda kadmiyum ve kgun uygulanmy
Tarm - 92 ve Tokak 157/37’in yapraklarindaki fototsik pigment miktarlarina
bakildiginda Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4), genel olarak kontrallgrna gore bir azalma
izlenmektedir. Yapilan bir camada,Halophila ovalise 0 — 10 mg T kadmiyum ve
kursun uygulanmy, 1 ppm’lik kadmiyumun yapraklardaki klorofil a vdorofil b
miktarini azaltggl, 5 ppm’lik kadmiyumun ise artirgh belirlenmitir. Dolayisiyla
toplam klorofil miktari da kontrole gére dnce azalmlaha sonra artgtir [Ralph ve
Burchett (1998)].Pisum sativumida 0 — 7 mg kg kadmiyum uygulamasi sonucu
yapraklardaki klorofil a ve toplam klorofil miktamn azaldg rapor edilmgtir
[Hattab ve arkadgar (2009)]. 0 — 160 uM arasinda kadmiyum uygulgriBnassica
juncea bitkisinin yapraklarindaki klorofil b miktari; 10,02ve 40 uM’lik uygulamalar
boyunca yukselirken 80 ve 160 puM’lik uygulamalansou azalnstir [Seth et all
(2008)]. Patel ve arkaglari (2005)Colocassia esculentum bitkisinde yaptiklari bir
calismada, kadmiyum uygulamalari sonucu, bitkinin yafzrakdaki toplam klorofil
miktarinda azalma gozlemlegterdir. Yapilan bir dier calsmada da,Pisum
sativumida 0.35 mg ki'lik kadmiyum uygulamasinin yapraklardaki toplam
karotenoid miktarini azalf, 0.7 mg kg“lik uygulamanin ise artirgi belirlenmitir
[Hattab ve arkadgari (2009)]. Bu sonuclar kadmiyum ve kun gir metallerinin
uygulanan konsantrasyona ve bitki tdrineglbeolarak fotosentetik pigment
metabolizmasini farklsekillerde etkileyebilecgini gostermektedir. Calmamizda,
kadmiyum uygulamalari sonucu, Tokak 157/37 genwoitipyapraklarindaki klorofil a
ve toplam klorofil miktarlarinin, Tarm — 92 ile kdestinldiginda, kontrole daha
yakin deerler sergiledii belirlenmitir. Diger metabolitlerde oldtu gibi,
yapraklardaki fotosentetik pigment miktarlarindalagisimlerin, bu metabolitlerin

sentez ve pargalanma hizlari arasindaki dengegle dddugu bilinen bir gercektir.
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Nitekim, gir metal stresine [ olarak bitkilerin yapraklarindaki klorofil
miktarlarindaki dgisimlerin, klorofil biyosentezinden sorumlu olan emkerin gir
metaller tarafindan inhibe edilmesinden kaynaklédee&si bildirilmi stir [Zengin ve
Munzurgzlu (2005)]. Buna gore iki genotip kalastirildiginda, Tokak 157/37
genotipinin kadmiyum stresi altinda fotosentetilgrpent metabolizmasini, sentez
reaksiyonlari lehine, daha daaul bir sekilde devam ettirgi soylenebilir. Ayrica
kadmiyum uygulamalarinin Tokak 157/37 genotipindéord€il b miktarini
etkilememesi, kadmiyum toksisitesinin bu genotigizellikle klorofil a sentezi
Uzerinde etkili oldgunu gostermektedir. Bunun yani sira, Tarm — 92 tjeinde,
toplam klorofil miktarinda meydana gelen azalmalarklorofil a ve klorofil b
molekullerinin @ zamanl olarak azalmasindan kaynaklgndiTokak 157/37
genotipinde ise bundan sorumlu olan etkenin sa@kwefil a miktarindaki azalma
oldugu soylenebilir. Kugun uygulamalari sonucu iki genotipin fotosentetignpent
miktarlarindaki dgisimler yukarida bahsedilen sonuclarin tam tersidiursun
toksisitesi durumunda, Tarm — 92 adh genotipin rg&farindaki fotosentetik
pigment miktarlarinin, Tokak 157/37 genotipine godaha kararli oldgu
gorulmektedir. Bu durumda, fotosentetik pigment abetizmasinin, Tarm — 92
genotipinde kwun, Tokak 157/37 genotipinde ise kadmiyumun toksik
konsantrasyonlarina daha dayanikh g@ladgoylenebilir. Cabmamizda kullanggimiz
iki arpa genotipinin yapraklarindaki karotenoid tam#arinda gir metal
uygulamalari sonucu goézlenengdgmler de, bu dilinceyi destekler niteliktedir.
Karotenoidlerin bitkilerde ¢ali stres faktorlerine kar endojen savunma

mekanizmalarinin bir parcasi ofglubilinmektedir.

5.2 Agir Metal Stresinin Toplam Fenolik Madde Miktari Uzerine Etkisi

Fenolik bilsikler bitkiler tarafindan normal gslm slresince ve stres dlarinda
strese cevap olarak sentezlenen sekonder meteldditidir [Naczk and Shahidi
(2006)]. Bitkilerin a@&ir metal stresi gibi abiyotik stres faktorlerininkisiyle
dokularinda fenoller, tokoferoller ve askorbik agilbi antioksidantlar biriktirmesi,
bitkilerin  strese kan gelistirdigi bir adaptasyon mekanizmasi olarak
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distintilmektedir [Hernandez (2004), Kelee Oncel (2002), Munne-Bosch (2005)].
Yapms oldusumuz calgmada Tarm — 92 genotipinde 1.5 mM’'lik, Tokak 157/37
genotipinde ise 1 mM’lik kadmiyum konsantrasyomiari yapraklardaki fenolik
madde miktarini 6nemli derecede azgittoelirlenmstir (Sekil 4.5). Bu sonuclar
bahsedilen kadmiyum konsantrasyonlarinin fenolilddeasentezini belirli oranda
inhibe ettgini gostermektedir. Ancak Tokak 157/37'de 1.5 mld’lkadmiyum
uygulamasi sonucu, yapraklardaki fenolik madde aniktkontrol seviyesine
citkmistir.  Bu sonuglar Tokak 157/37 genotipinde 1.5 mkI'llkadmiyum
uygulamasinin fenolik madde sentezini uygmi ve igsel savunma mekanizmalarini
tetikledigini gosteriyor olabilir. Nitekim, Rivero ve arkagdari (2001) domates ve
kavuna diik ve yiksek sicaklik stresi uygulashar ve bitki yapraklarindaki toplam
fenolik madde miktarinin aris rapor etmglerdir. Bu artgl da fenolik madde miktari
ile fenolik maddelerin sentezlergdi fenilpropanoid metabolizmasinin kit
enzimlerinden olan fenil alanin amonyak liyaz (PAEC 4.3.1.5) enziminin
aktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon buluggdusonucuyla ikkilendirmislerdir.
Ayrica Dixon ve arkaddari (1992) farkl bitkilerdeki d@sik stres faktorlerine kar
tolerans gefiminin fenolik maddelerle ikili oldugunu belirtmglerdir [Ecem
(2010)]. Bunun yani sira cgtnamizda 10 ve 15 mM’lhik kgun uygulamalarinin
Tarm — 92 genotipinin yapraklarindaki fenolik madahétarini 6nemli derecede
azalttgl, Tokak 157/37'de ise artiglibelirlenmitir. Bu desisimler de Tokak 157/37
genotipinde, kwun toksisitesine kar fenolik madde sentezleme yetgmen daha
fazla oldgunu gosterebilir. Tarm — 92 genotipinde ise yuks&lrsun
konsantrasyonunun neden aldunhibisyon mekanizmalari s6z konusudur. Nitekim,
su kultr ortaminda yetirilmis bugdaya uygulanan artan konsantrasyonlardaki (O,
10, 100 mg 1) kursun sonucu, bitkinin kék ve otsu gévdelerindeki fignanadde
miktarinin azaldii rapor edilmgtir. Lavid ve arkadglari (2001) bu azain nedenini
fenoliklerin sentezinin engellenmesi ya da reaktifsijen turlerinin induklegi

polimerizasyon olabilegni bildirmislerdir [Dogan ve Colak (2009)].
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5.3 Agir Metal Stresinin Malondialdehit Miktari Uzerine E tkisi

Agir metal stresi bitkilerde serbest radikallerinsohasina neden olmaktadir. Stres
sonucu olgan serbest radikallere @#a olarak hicre zarindaki lipidler
peroksidasyona gmamakta ve bunun son Urind olarak malonialdehicayart
ctkmaktadir. Ortaya ¢ikan bu radikaller lipid vetginlerin geri dongiimsiz olarak
hasara gramasina neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonugréhizarlarinda
membran butingiiniin yok olmasina sebep olmakta ve sonucta hudémliiginin
bozulmasi ve hicre 6lumu gercekreektedir [Halliwell and Gutteridge (1985), Niki
(1987), Cummins et all (1994), Dolatabadian et(2008)]. Tamas ve arkagari
(2008)'nin arpa Uzerinde yaptibir calsmada 1 mM’lik kadmiyum uygulamasi
sonucu koklerdeki malondialdehit miktarinin yuksgidrapor edilmgtir. Misirda
yapiims baka bir calsmada 0 — 0.9 mM’lik kadmiyum ve 0 — 8 mM’lik kuin
uygulamasi sonucu yapraklardaki malondialdehit amiktkontrole gore asf
gostermgtir [Ayhan (2006)].Brassica napus ve Brassica oleracea bitkilerinde, artan
dozda uygulanan (0, 10, 25, 50 uM) kadmiyum soryapraklardaki malondialdehit
miktarinin arttgi bildirilmistir [Nouairi et all (2009)]. Yine @ir metal uygulamasi
sonucu lipid peroksidasyonun son Urind olan mabdddhit miktarinda argiarin
goOzlendgi baska calgmalar da mevcuttur [Khan ve arkatil (2009), Janas ve
arkadalari (2010)]. Olgan malondialdehit, hicre membranlarinda iyog-adrisine
etki eder ve membrandaki hjlklerin capraz bglanmasina yol agarak iyon
gecirgenlgini ve membran enzim aktivitelerini olumsuz etki[Porter (1984), Placer
et all (1990), Mercan (2004)]. Csinamizda kadmiyumun 1 mMlik
konsantrasyonda uygulanmasi sonucu, yaprak dokdiki malondialdehit
miktarinin, Tarm — 92 genotipinde daha belirgingakilde arttg goruimitar. Bu
durum, Tarm — 92’de kadmiyum toksisitesi sonucuadédzla membran hasarinin
ortaya cikigini gostermektedir. Ayrica 1.5 mM’lik kadmiyum uygmasi sonucu
Tokak 157/37 genotipinde malondialdehit miktariapalmasi, bu genotipte icsel
savunma mekanizmalarinin daha etkili @dou gdsteriyor olabilir §ekil 4.6 A).
Calsmamizda kwun uygulamalari sonunda, Tokak 157/37 genotipiyaprak
dokularindaki MDA birikimininin, Tarm — 92 genotipg gore daha dik seviyede
olmasi Qekil 4.6 B), Tokak 157/37’deki endojen savunma nmékaalarinin daha
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etkili oldugunu ve aktif oksijen tdrlerinin birikimini engellep mekanizmalarin

varhgini gosterebilir.

5.4 Asir Metal Stresinin Hidrojen Peroksit Miktari Uzerin e Etkisi

Hidrojen peroksit oksidatif stres mekanizmasinirerdh elemanlarindan biridir.
Peroksizomal ve kloroplastik oksidatif reaksiyonlaonunda bitkisel dokulardaki
miktari arts gosterebilir. Yani aktif oksijen turlerinden birinlusturur. Stperoksit
radikaliyle reaksiyona girerek hidroksil radikalioiusturabilir [Lin ve Kao (1998)].
Kloroplastlardaki askorbat — glutatyon dongusuneergk suya kadar parcalanir.
Askorbat peroksidaz ve glutatyon rediktaz bu regaksin gerceklgmesinde rol alan
onemli enzimlerdendir [Khan ve arkatir (2009)]. Hidrojen peroksit dizeyindeki
desisimlerin bilinmesi oksadatif hasarin O6lgcilmesi agdan ©Onem arzeder.
Calismamizda, kadmiyum uygulamalari sonucunda, Tokak5#3FF genotipinin
yaprak dokularindaki hidrojen peroksit miktari drietierecede azalirken, Tarm — 92
genotipinde ancak 1.5 mM’lik kadmiyum uygulamaswswda yaprak dokularindaki
hidrojen peroksit miktarinin azafgigozlenmgtir (Sekil 4.7 A). Bu durumda Tokak
— 157/37 genotipinde, hidrojen peroksidin gphasini engelleyen veya gan
hidrojen peroksidin parcalanmasiniglsggan mekanizmalarin daha etkin oidu
distndlebilir. Kugun uygulamalari sonucunda ise, Tarm — 92 genotipy@iprak
dokularinda hidrojen peroksit miktarinin kontrok&rg sirekli azalmasi, bu genotipin
benzer bir avantaja sahip ofglitnu géstermektedir. Tokak — 157/37 genotipinde ise,
10 mM’lik kursun uygulamasi sonucu, yaprak dokularindaki hidropEroksit
miktarinda go6zlenen azalma, enzimatik savunma maeketarinin etkinigi ile

ili skili olabilir. Ancak ayni genotipte, 15 mM’lik kgun uygulamasi sonucu hidrojen
peroksit miktari arfl gostermgtir. Yapilan calgmalar, her ne kadar dayanikli olsa da,
bitki turlerinin ve genotiplerinin maruz kaldiklastresinsiddeti belli bir seviyenin
Uzerine  cik@ taktirde, bitkinin dayanim mekanizmalarinin  eitkiis
kaybedebilecgni gostermstir. Bu durumda dier parametrelere géregdir genotipe
gore daha dayanikh gibi gérinse de, 15 mM’likskir konsantrasyonunun Tokak —
157/37 genotipindeki savunma mekanizmalarini etkigle getirdii sdylenebilir
(Sekil 4.7 B).
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5.5 Agir Metal Stresinin Antioksidant Enzim Sistemleri Uzerine Etkisi

Bitkiler aktif oksijen turlerinin yikici etkilerini 6nleyebilecek kompleks bir
antioksidant savunma sistemine sabhiptirler. Bu migkaa; glutatyon, askorbaty -

tokoferol, karotenoid ve benzeri indirgeyici mol#kti iceren enzimatik olmayan
antioksidant savunma sistemi ile guaiakol peroksidgutatyon rediiktaz, askorbat
peroksidaz, gibi enzimleri iceren enzimatik antidesit savunma sistemi olmak
Uzere iki gruba ayrilir [Verma and Dubey (2003)]kstdatif stres altinda, bu
molekullerin ve enzimlerin konsantrasyon ve akéhatindeki dgisimler bitkilerin

gOsterdgi direncin simgesidir.

Askorbat peroksidaz antioksidant enzim sistemingendi rol oynayan bir enzimdir
[Massacci (1995)]. Askorbat peroksidaz, superokdismutazin katalizlegdi
reaksiyon sonucu olusan ,®'yi suya kadar pargalayan, askorbat-glutatyon
dongusundn ilk enzimidir [Asada (1999)]. Arpaninig¢mbuzhi ve Dong 17 adl iki
¢cesidine 5 pM’lik kadmiyum uygulamasi sonucu, Weisudfitnin 5, 10 ve 15.
gunlerde, Dong 17'nin ise 10 ve 15. glnlerde yajrakdaki toplam askorbat
peroksidaz aktivitesinde azghr oldusu bildirilmistir [Chan et all (2010)].
Calismamizda Tarm — 92 genotipinde 1.5 mM’lik, Tokak57/B7 genotipinde ise 1
ve 1.5 mM’lik kadmiyum uygulamalari, yaprak dokutetaki askorbat peroksidaz
aktivitesini 6nemli dl¢iide azaltgtir. Benzer durum kgun uygulamalari sonucunda
da gorulmigtar (Sekil 4.8). Bu sonuglar her iki genotipte kadmiyure kusun
uygulamalari sonunda, hidrojen peroksidi parcalamikinliginin azaldgini
gostermektedir. Gorilen bu durum enzim yapisinda aten disulfit bglarinin
kopmasi ve enzimin inaktive olmasi ile aciklanaliireissen et all (1992)]. Ancak
bitkisel dokularda hidrojen peroksidin parcalanmdan sorumlu olan kka
bilesenlerin oldgu da bilinmektedir.

Glutatyon rediktaz, askorbat — glutatyon dongisuséin enzimi olarak, okside
glutatyonu NADPH yardimiyla indirgensglutatyona doéngitiren, kloroplastlardaki
ve mitokondrideki hidrojen peroksidi temizleyen @ne bir enzimdir [Asada

(1999)]. Yapilmg farkh calsmalarda stres kaollar altindaki bitki dokularinda,
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glutatyon rediiktaz aktivitesinde arfChan et all (2010), Tiryakioglu ve arkatt
(2006), Ayhan (2006)] ya da azal[Tiryakioglu ve arkadgari (2006), Ayhan
(2006)] goOzlemlenmgtir. Calismamizda Tarm — 92 genotipinde kadmiyum
uygulamalari sonucu glutatyon rediktaz aktivitesntkole gére 6nemli derecede
azalms, Tokak — 157/37 genotipinde ise argtm (Sekil 4.9 A). Bu sonuclar, Tokak
— 157/37 genotipinde glutatyonun okside formdanrgehms forma dongimunin
kadmiyum toksisitesi altinda gBr genotipe gore daha kolay bigekilde
gerceklatirildi gini gostermektedir. Kyun uygulamalarinda da genotipler arasinda
benzer bir durum gorulmektedir. Ancak Tokak — 137(genotipinde 15 mM’hk
kursun uygulamasinin glutatyon rediktaz aktivitesiragddetli bir sekilde inhibe
ettigi sdylenebilir Sekil 4.9 B).

Bitki peroksidazlarinin biyime ve ggtie [Riquelme and Cardemil (1993)],
ceperlerdeki lignin biyosentezi [Bruce and West8d)y ve cevresel streslere verilen
cevaplarda rol oynagh bilinmektedir [Markkola et all (1990), CippolinfiL998)].
Calismamizda 1.5 mM’hk kadmiyum uygulamasi sonucu keaipa genotipinde de
yapraklardaki toplam guaiakol peroksidaz aktivitksntrole gére énemli derecede
artmstir  (Sekil 4.10 A). Kusun uygulamasi sonucunda ise genel olarak
yapraklardaki toplam guaiakol peroksidaz aktivitder iki ceit icin de arty
goOstermektedir§ekil 4.10 B). Genel olarak guaiakol peroksidaz \atésindeki arty
stres altindaki bitki yapraklarinda hicre membraitibligiiniin korunmaya
calsildigi  ve hicre ceperinin mekaniksel 6zelliklerinin  diieadigini
gostermektedir [Ekmekci and Terzioglu (2005)]. Bongglar her iki genotipte
kadmiyum ve kuwun toksisitesine kar Ozellikle hicre c¢eperinin mekanik

dayaniklilgin artirilmaya cagildigini géstermektedir.

Elde ettgimiz sonuclar, kadmiyum toksisitesine &afokak — 157/37 genotipinin,
Tarm — 92’ye gore savunma mekanizmalarinin daha etdusunu gostermektedir.
Tokak 157/37 genotipinin yapraklarinda fotosentetiligment miktarlarinda,
kadmiyumun yiksek konsantasyonlarina maruz kalmasiggmen gozlenen

indirgenmenin daha dgik seviyede olmasi, bu genotiptgki absorbsiyonu ve
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fotosentetik elektron ganim reaksiyonlarinin daha ideal Bekilde gerceklgtigini
gostermektedir. Tarm — 92 ile kdestinldiginda, yapraklarinda bulunan daha
yluksek karotenoid miktari, 6zellikle aktif oksijemirlerine kagi savunma
mekanizmasinin daha aktif olglunu digiindirmektedir. Tokak — 157/37 genotipinin
yapraklarinda, 1.5 mM’lik kadmiyum uygulamasi samuoplam fenolik madde
miktarinin arty gostermesi, Tarm — 92 genotipine goére bir avardkgrak
degerlendirilebilir. Tokak 157/37 genotipinin yaprakiada kadmiyum uygulamalari
sonucu daha @ik miktarda gercekben malondialdehit ve hidrojen peroksit
birikimi, bu genotipin hicresel membranlarin butigiini muhafaza etme ve
hidrojen peroksitten kaynaklanan oksidatif streasikkendini koruma bakimindan
daha etkin oldgunu gostermektedir. Tokak 157/37 genotipinin kadmiytoksisitesi
durumunda Ozellikle glutatyon rediktaz ve toplam aigkol peroksidaz
aktivitelerinde goOzlenen belirgin agfar, oksidatif stresten korunma konusunda
antioksidant enzim sistemini daha etkili ekilde kullandgini gostermektedir.
Kursun uygulamalari sonucunda da hemen hemen begegleri sdylemek
mumkundur. Kugun toksisitesi Tokak 157/37 genotipinde, Tarm — 92 gore
fotosentetik pigment miktarlarinda daha blyuk bdifgenmeye yol a¢rstir. Ancak
yapilan bazi cajmalarda, stres kallari altinda bitkilerin fotosentetik pigment
iceriklerini azaltarak, fazla sigin zararli etkilerinden kendilerini korumaya
calistiklarina dair sonuclar da elde ediim. Sonug¢ olarak, iki genotip arasinda
kadmiyum ve kuwun toksisitesine dayanikliik konusunun tam olarak
aydinlatilabilmesi icin daha farkli mekanizmalanarhginin ve bunlarin etkinlik

derecelerinin test edilmesi geredtii disiinmekteyiz.
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