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OZET

BISFENOL A VE TETRABROMOBISFENOL A'NIN EKMEKLIK VE
MAKARNALIK BUGDAY GESITLERINDEKI ETKILERI

KORKUNCGC, Medet
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji Bélimi
Tez Yoneticisi: OFr. Gor. Dr. Muhittin DOGAN
Aralik 2010, 52 sayfa

Bu calismada, bisfenol A ve tetrabromobisfenol A’nin ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario ve makarnalik bugday cesitlerinden Zenit tohumlarinin
cimlenmesine etkileri ile bugday fidelerinin koék ve otsu gdvdelerindeki bazi
biyokimyasal parametrelere etkileri belirlenmistir. Tohum c¢imlenmesi BPA ve
TBBPA’nin 10 mg/L dersiminde 6nemli bir degisim gdstermemistir. Fakat BPA ve
TBBPA’nin 50 mg/L’lik derisiminde ise tohum cimlenmesi 6nemli dizeyde
azalmistir. Benzer olarak, Zenit ¢esidinin 50 mg/L BPA etkisindeki fideler haric,
yiksek BPA ve TBBPA derisimlerinde kok ve govde gelisimi de olumsuz yonde
etkilenmistir. BPA ve TBBPA’nin bugday cesitlerinin kok ve govdelerinde oksidatif
strese neden oldugu, olusan H,O,’nin yaninda kantitatif olarak analiz edilen
malondialdehit ve protein olmayan SH grup miktarlariyla da ortaya cikartiimistir.
BPA ve TBBPA’nin bugday koklerindeki toksik etkileri histokimyasal olarak da
belirlenmistir. Bugday cesitlerinin 10 mg/L’lik derisimlerde oksidatif stresi tolere
edebilme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Uygulanan kimyasallarin
derisimine bagh olarak protein miktarlarinda azalma olmustur. Kok ve gdvdelerin
H,O, ve MDA miktarlarindaki artis, oksidatif stresin tesvik ettigi sonuclardan

kaynaklandigini distndirmastr.

Anahtar Kelimeler: Biyokimyasal etki, bisfenol A, bugday, tetrabromobisfenol A,
tohum ¢imlenmesi



ABSTRACT

EFFECTS OF BISPHENOL A AND TETRABROMOBISPHENOL A ON THE
BREAD AND DURUM WHEAT VARIETIES

KORKUNGC, Medet
M.Sc. in Biology Department
Supervasor: Dr. Muhittin DOGAN
December 2010, 52 pages

In the present study, effects of BPA and TBBPA on seed germination of bread wheat
variety Sagittario and durum wheat variety Zenit and some biochemical changes in
their seedling roots and shoots were determined. The seed germination did not
significantly change in 10 mg/L BPA and TBBPA applicatios. However, seed
germinations were significantly inhibited by 50 mg/L BPA and TBBPA
concentration of both variesties, exception of 50 mg/L BPA in Zenit. Similarly, root
and shoot developments were adversely affected by high concentrations of BPA and
TBBPA. BPA and TBBPA-induced oxidative stress in roots and shoots
demonstrating by H,O, formation was also evaluated quantitatively with
malondialdehyde and non-protein SH groups. Toxic effects of BPA and TBBPA on
the roots were histochemically determined as well. Wheat varieties have the capacity
to tolerate the oxidative stress at 10 mg/L concentrations. Concentration-dependant
decreases in protein contents of roots and shoots were determined. Enhancements in
H,0, level and lipid peroxidation in roots and shoots were assumed to be resulted

from provoked oxidative stress.

Key words: Biochemical effect, bisphenol A, seed germination,
tetrabromobisphenol A, wheat
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BOLUM 1
GIRIS
Dinya yuzeyinde yasamini slrduren canlilarin hayatlari boyunca iligkilerini
strdurdigu dis ortam gevre olarak tanimlanmaktadir. Hava, su ve toprak bu ¢evrenin
fiziksel unsurlarini, insan, hayvan, bitki ve diger mikroorganizmalar ise biyolojik
unsurlarini teskil etmektedir. Doganin temel fiziksel unsurlari olan, hava, su ve
toprak Uzerinde olumsuz etkilerin olusmasi ile ortaya cikan, canli dgelerin hayati
aktivitelerini olumsuz yonde etkileyen, cansiz ¢evre 6geleri Uzerinde yapisal zararlar

meydana getiren ve niteliklerini bozan yabanci maddelerin hava, su ve topraga yogun

bir sekilde karismasi olayina ¢evre Kirliligi adi verilmektedir (tr.wikipedia.org).

insanlik tarih boyunca siirekli bir gelisme icerisindedir. Gelisme basta teknoloji
olmak (zere pek cok alanda devam etmektedir. Gelisen teknolojinin yasamimiza
getirdigi rahathik yaninda, bu gelismenin tabiata ve ¢evreye verdigi kirliligin boyutu
her gegen gun hizla artmaktadir. Yasami daha mikemmel hale getirmek, daha
saghkh ve uzun bir émir saglayabilmek amacina donik bu gelismelerin, gerek
kirsal, gerek kentsel alanlarda olsun, dogal kaynaklari bozdugu su, hava, toprak
kirlenmesine yol actigi, bitki ve hayvan varligina zarar verdigi son yillarda inkar

edilemez bir gergek haline dontsmustir (tr.wikipedia.org)

Bu etmenlerin sonucunda pek ¢ok zararli madde cevreye yayillmaktadir. Bunlarin
basinda adir metaller, pestisitler, organik c¢ozlici maddeler, hidrokarbonlar,
insektisitler vs. ve yapisinda fenol grubu iceren pek ¢ok madde bulunmaktadir. Bu
maddeler canli ve cansiz cevre arasinda girdikleri etkilesimlerden dolayi 6zellikle
canlilara pek cok zararlar vermektedir. Ozellikle insanlarda bu kimyasallarin viicuda
girmesi ve birikmesi sonucunda basta kanser pek c¢ok rahatsizliga sebep oldugu
bilinmektedir. Bu maddelerden oldukga toksik olan iki tanesi de Bisfenol A (BPA)
ve Tetrabromobisfenol A (TBBPA)dir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Hava
http://tr.wikipedia.org/wiki/Su
http://tr.wikipedia.org/wiki/Toprak
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0nsan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hayvan
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mikroorganizma
http://tr.wikipedia.org/wiki/Do%C4%9Fa

1.1. Bisfenol A

Bisfenol A, iki fenol ve polikarbonat molekiillerinin birlesmesiyle elde edilen bir tir
organik bilesiktir. Hidroklorik asit basta olmak uzere, asit sinifindaki maddeler

aracthgiyla islenmeye misait olan bir maddedir. (Sekil 1.1.)

Bisfenol A’nin kullanim alanina bagl olarak artan talep nedeniyle yillik Gretimi de
giderek artmaktadir. Yapilan arastirmalar sadece Avrupa’da 1997-1998 yillari
arasinda 40.000 ton Bisfenol A kullanilmistir. Bisfenol A’nin en fazla kullanildig
alan %60’hk oranla polikarbonat plastik dretimidir. Bunu %26°hk oranla epoksi
recine Uretimi takip etmektedir. Genel olarak polyester Uretimi, termal kagit tGretimi,
PVC plastiklerde katki maddesi olarak kullanimi, lastik ve poliamid sanayinde
kullanimi %0.2-0.3 oranlarinda degismektedir. Gunlik hayatimizda kullandigimiz
PVC plastik pencereler, kompakt disk, is glivenlik kasklari, kursungegirmez camlarin
yuzeyine kaplanan film, otomotiv parcalari, toz boya, su ve sut sisesi, bebek
biberonu, birgok elektrik ve elektronik parca yapiminda Bisfenol A kullaniimaktadir
(ECB, 2003).

Polikarbonat plastikler ve epoksi recineler genel olarak gida saklama posetleri, su,

kola ve meyve suyu siseleri, kola ve bira kutularinin i¢ ylizeyinin kaplandigi plastik

film yapiminda, bebek biberonu ve kompakt disk yapiminda kullaniimaktadir.

HaC. CHa

HO OH

Sekil 1.1. BPA’nin kimyasal yapisi

Yiksek sicakliga dayanikli polikarbonat plastikler yaygin olarak otomotiv

sektoriinde de kullanilmaktadir. Bisfenol A’nin ¢ok genis kullanim alaninin olmasi


http://tr.wikipedia.org/wiki/Fenol
http://tr.wikipedia.org/wiki/Organik_bile%C5%9Fik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hidroklorik_asit

gunlik hayatta kisilerin Bisfenol A ile temas etme risklerini arttirmaktadir (Staples,
vd., 1998). 2005 yilinda BPA’nin yillik dretimi 3.200.000 ton/yil olarak
hesaplanmistir (EPA, 2005). Avrupa’da 4 sirket alti dretim alaninda BPA’nin
700.000 tonunu Uretir ki bu fabrikalardan sadece guney ispanyadaki bir tanesi tek
basina 250.000 tondan daha fazlasini Uretmektedir (Europan Comission, 2004).
Bisfenol A ciltleme, plastik sertlestirici, boyalar ve dolgu maddesi icin ara driin
olarak kullaniimaktadir. BPA ayrica polikarbonat regineler ve epoksi regineleri igin
substrat olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikte, alev geciktirici, sivi akiskanligini
azaltmak ve termal kagitlar icin ek madde olarak kullaniimaktadir. Otomotiv sektorii
cam ve metal gibi geleneksel materyallerin yerini alan recine ile toplam polikarbonat
tiketimini % 20’sini kullanmaktadir. Audio kompakt disk, CD’leri kaydedebilen
CD-ROM’lar ve DVD’leri iceren optik ortamlar bu polikarbonat marketlerin hizli bir
sekilde blyulyen (yaklasik olarak %15-20) bir dilimini icerir (WWTF, 2000).

Bisfenol A’nin cevresel konsantrasyonu hakkinda yapilan calismalarda ylzey
sularinda Bisfenol A konsantrasyonlarinin farkliliklar gosterdigi belirtilmektedir.
Avrupa’da yapilan calismalarda Bisfenol A’nin yizey sularindaki oranlarinin farkl
ulkelerin sinirlarindan gecen ayni nehirde bile farkhilik gosterdigi belirtilmistir.
Yapilan ¢calismalarda sehir sebekesi suyunda Bisfenol A bulundugu belirtilmektedir
(Wenzel vd., 2003). Bisfenol A’nin biyik miktarlarda cevreye bulasmasi, tretim
sirasinda olusan atiklarin yeterince aritilmadan atik sularla yizey sularina verilmesi,
Bisfenol A depolarinda meydana gelen kacaklar ve tasimacilik sirasinda meydana
gelen kazalarla gerceklesmektedir. 1993 yilinda tretilen 640.000 ton Bisfenol A’nin
yaklasik %0.017’si gesitli yollarla cevreye dagiimistir (Staples vd., 1998).

Atiklarin toplandigi alanlar sucul ortamlarda BPA kontaminasyonunun ana
kaynagidir. Clinkil BPA cogunla ¢oziinebilir (120- 300 mg/L, pH 7) ve ¢ok disuk bir
degiskenlige sahiptir (Staples vd., 1998). Bununla birlikte BPA nétr pH’da ve oda
sicakliginda PVC’den suya gecebilir. Bu plastikten suya karisma yoluyla insanin
maruz kalmasinin 6nemli bir kaynagidir. Bununla birlikte BPA suya karistigi zaman
sudaki kalinti Klor ile reaksiyona girer. Bunun sonucunda, BPA Klorinat tlrevleri
kompleks bir biyodegradasyon ile serbest klor ve BPA arasinda reaksiyon trtnleri
olarak dretilir (Zarfa vd. 2003; Fukazawa vd.,. 2001).



BPA iceren uriinlerden faydalanma ve onun Uretimi boyunca devamli bir emisyonun
olacagi anlamina gelmektedir (WWF, 2000). En 6nemli emisyonlar fenoplast
recineler (Avrupada suya yillik 43 ton), termal kagitlar (Avrupada suya yillik 151
ton) ve PVC’ler (Avrupa’da suya 25 ton) gibi maddelerin kullanimindan sonuglanir.
Ozet olarak Avrupa’da toplam emisyon miktarlari 2.1 ton havaya, 199 ton suya ve
30 ton topraga seklindedir. Cevre icersinde BPA’nin iliskisi ve onun cesitli alanlarda
kullanimi genel populasyonlarda bireyler icin pek ¢ok maruz kalma yolu
olusturmaktadir (Fernandez vd., 2001; Welhons vd., 2006). Bunlar;

1- Uretim, tilketim ve yayilma siresince onun iliskisi yiiziinden dolayli ya da
dolaysiz ¢evresel maruz kalma,

2- Besin maddesi icermeyen Urlinlere temas yoluyla ya da nefes yoluyla,

3- Besin maddelerinin icermesi durumunda ve bunlarin tiketilmesi yoluyla

olmaktadir.

Bitkiler kokleri vasitasiyla su icerisinden BPA’yl absorbe ederek onlari birkag
glikosidik bilesige metabolize ederler. BPA’nin glikolizasyonu bitkilerde BPA’nin
ana rotasi olarak dikkat ¢ekmistir. Bitkiler tarafindan BPA’nin glikolizasyonu ana
bilesiklerin ostrogenetik etkilerine yol actigi belirtilmistir. iki oksidatif enzim,
peroksidaz ve polifenol oksidaz, BPA metabolizmasinda islev gérmektedir (Kang
vd., 2006a). Kang vd. (2006b) tarafindan yapilan calismada Eichhornia crassipes’de
BPA nin absorbsiyonu ve metabolizmasi rapor edilmistir. BPA’nin % 90’dan fazlasi
polifenol oksidaz araciligiyla kokler tarafindan absorbe edilmistir. Sadece kiglk

miktarlar gdvdeye tasinmis ve surginlerde degrade olmuslardir.

Bir tath su midye tlr( olan Pisidium amnicum Gzerinde yapilan bir calismada
BPA’nin yarilanma 6mrinin dusuk sicaklikta yavas oluyorken, sicaklik artisiyla
birlikte yarilanma 6mriindn sdresininde kisaldigi tespit edilmistir. BPA’nin bu hizh
yartlanma omri yukselmis metabolit oraniyla iliskilidir (Heinonen vd., 2002).
Balikta, iki BPA metaboliti (BPA siilfat ve BPA glukuronid) BPA’ya maruz kalmis
Danio rerio baligindan elde edilmistir (Lindholst vd., 2003). UDP-glukuronosil
transferaz bir membran proteinidir ve onun substratlarini fenoller, karboksilik asitler,
alkoller ve 4-hidroksibifenil ve opioid bilesikler gibi ksenobiyotikleri icerir. (Tephly
ve Burchell, 1990; King vd., 1997).



1.2. Tetrabromobisfenol A

TBBPA, bisfenol A’nin bir turevidir ve bu maddeden sentez edilir. Cok yaygin
TBBPA (rlnleri goreceli olarak dusuk saflikta bulunur ve gercekte degisen

boyutlarda bromlanmis drinlerin bir karisimini igerir (Sekil 1.2).

TBBPA bir reaktif ya da akrilonitril butadien sitiren, epoksi ve polikarbonat recgineler
ile yapistiricilar gibi polimerlerde tutusmayr erteleyici ek madde olarak
kullanilmaktadir. Polimerizasyon tipik olarak tamamen kapali bir cihazda yapilir.
Alev geciktrici bir ek madde olarak TBBPA, kuru toz halinde bir maddedir ve cesitli
polimerlerle karismistir. Bu madde diger kimyasallarla reaksiyon vermez. Bu yiizden
polimer matriksinin disina uzar. Ornek olarak, TBBPA polisitrende, ABS
termopilastikte ve fenolik recinelerde ek bir alev geciktirici olarak kullaniimaktadir.
ABS recineleri otomobil parcalari, borular ve tesisat, buzdolabi, is makineleri ve
telefonlarda kullanilmaktadir. Polistiren ise paketlemede, tiketim Grinlerinde,
elektrik ve elektronik donanimlarda, mobilyalarda, bina yapiminda ve yapi
malzemelerinde kullaniimaktadir. TBBPA polikarbonat ve doymamis poliester
recinede reaktif alev geciktirici olarak kullanilmaktadir. Polikarbonatlar iletisim ve
elektronik donanim, transportasyon aletleri, reaksiyon donanimi, aydinlatma
yapilarinda kullanilmaktadir (de Wit, 2002).

HaC. CHaj
Br Br

HO OH
Br Br

Sekil 1.2. TBBPA’nin kimyasal yapisi



Tablo 1.1. TBBPA’nin bazi fiziksel ozellikleri

Ozellik Bilgi Referans
Fiziksel durumu Renksiz kristal toz
Kaynama noktasi 181-182 °C
Erime noktasi Yaklasik 316 °C IPCS/WHO (1995)
Buhar basinci 1< (mm Hg 20 °C)
Spesifik gravitesi 2,18

Doymamis poliesterler, mermer benzeri yapilar yapmak, bowling toplari, cam
guclendirme panelleri, mobilya parcalari, atik boru kaplama bilesikleri, otomotiv
bilesikleri ve elektrik aletleri icin kullaniimaktadir. TBBPA ayrica bis(2-hidroksietil
eter) gibi alev geciktiricilerin Gretilmesi icin arabilesik olarak kullanilabilir.
TBBPA’nin tirevleri TBBPA nin kendisinin kullanildigi miktarin - %25 ini
olusturmaktadir (Gustafsson ve Wallen, 1988).

TBBPA’nin Diinya kapsamindaki genel tretim miktari yillik olarak 500.000 tondan
fazladir. TBBPA (retimi, kullanimi ve yayilhimi gibi etmenler ve biyolojik
sistemlerde olasi birikimlerinden dolayr cevreyle iliskilidir. TBBPA ¢evrede
sediment ve camurlarda (Watanabe vd., 1983; Sellstrom ve Jannson, 1995), atik
camurda (Lee ve Peart, 2002), ev icerisindeki havada (Sjodin vd., 2001), avci kus
tdrlerinin yumurtalarinda (Berger vd., 2004), insan siitinde (Thomsen vd., 2002) ve
plazmada (Jakobsson vd., 2002) tespit edilmistir. TBBPA potansiyel bir endokrin
bozucudur. Clnku yapisi tiroid hormonu troksine benzer. Bununla birlikte yapilan
calismalarda bir kan proteini olan prealbimine etkili sekilde baglandigi géralmustar
(Meerts vd., 2000; Meerts vd., 2001). TBBPA’nin yuksek seviyelerinin bulundugu
sucul ekosistemlerde bu bilesigin sucul organizmalar Uzerinde etkili oldugu
soylenebilir. Bitkiler cevrelerde birinci dretici olarak dominanttir. Bu bitkiler
Kirlenmis sularda toksik ksenobiyotikleri absorbe edebilirler ve boylelikle besin
zinciri icerisine girerler ve insan saghgina ciddi sorunlar olusturabilirler (Gupta ve
Chandra, 1998).



1.3. Calismanin Amaci

Onemli endokrin bozucu kimyasallardan olan BPA ve TBBPA’nin gerek sucul
gerekse karasal hayvanlar Uzerindeki toksik etkileri ile insan saghgi uzerindeki
olumsuz etkileriyle ilgili ciddi sayida calismalar yapilmistir. Ancak 6zellikle karasal
bitkilerde BPA ve TBBPA’nin etkileriyle ilgili sinirli sayida calisma vardir. Bu
nedenle, bu calisma endokrin bozucu kimyasallardan olan BPA ve TBBPA’nin,
bélgemizde ekimi yapilan ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin gcimlenmesine
ve bugday fidelerin bazi fizyolojik parametreleri Uzerindeki etkilerini belirlemek

amaciyla yapilmistir.



) BOLUM 2 _
LITERATUR OZETLERI

Loffredo vd. (2010), Cynodon dactylon, Festuca arundinacea, Lolium perenne,
Agropyron fragile, Trifolium repens ve uc¢ kaltur bitkisi olan Cucumis sativus,
Cucurbita pepo ve Raphanus sativus tlrleri kullanilarak yaptiklari bir ¢alismada,
endokrin bozucu kimyasal BPA’nin sudan uzaklastiriimasi ve detoksifiye edilmesi
Uzerine bir arastirma yapmislardir. Arastirma bulgularina gore, bu bitkilerin bisfenol
A’y polar gruplara tasiyarak glikozilat formuna cgevirdigini tespit edilmistir. Bununla
birlikte dogal olarak yetisen bitkilerin kiltur bitkilerine gore, bu dontstimlerde daha

aktif olduklari rapor edilmistir.

Saiyod vd. (2010) Dracena sanderiana ve D. fragrans bitkilerinin kok sistemleri
Uzerine yapilan bir calismada, BPA’nin bu iki tir arasindaki tolerans ve alinim
kapasitesi degerlendirilmistir. Bu calismaya gore D. sanderiana bitkisi D. fragrans
bitkisinden daha fazla BPA uzaklastirma etkisine sahip oldugu bulunmustur.
Uygulanan BPA derisimleri kiyaslandiginda, D. sanderiana’nin 80 pM’hk BPA
derisimine kadar tolerans gosterdigi saptanmistir. Daha yuksek derisimlerde ise

bitkinin olumsuz yonde etkilendigi belirlenmistir.

Speranza vd. (2010) endokrin bozucu kimyasallardan BPA’nin kivi polenleri
uzerindeki etkilerini arastirmislardir. Uygulanan BPA’nin polen tiipt olusumu ve

gelisimini engelledigini belirlemislerdir.

Toyama vd. (2009) Phragmites australis’in rizosferinde Bisfenol A ve Bisfenol
F’nin biodegradasyonu igin yaptiklari bir calismada, bu maddelerin sediment
kisminda uzaklastirildigi, ancak bitkinin kdk kisminda bulundugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte sediment kismindan Novosphingobium sp. ve Sphingobium
yanoikuyae bakteri tirlerinin elde edilmesinden sonra bu maddelerin sediment
kismindan bu mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri tarafindan uzaklastirildigi

rapor edilmistir.



Li wvd. (2008) ekmeklik bugdayda TBBPA’nin biyokimyasal etkilerini
arastirmislardir.  TBBPA etkisinde bugday yapraklarinin klorofil iceriginde
azalmalarin oldugu belirlenmistir. 50 mg/kg’dan 5000 mg/kg’a kadar artan TBBPA
derisimlerin Klorofil miktari Uzerindeki bu etkileri istatistiksel olarak 6nemsiz
bulunmustur. 7 ve 12 giin TBBPA uygulamalart MDA miktarini artirmistir. TBBPA
etkisinde bugday dokularinda antioksidan enzimlerden sliperpoksit dismutaz, katalaz
ve peroksidaz aktivitelerinde degisiklige neden olmustur. Ozellikle 500 ve 5000
mg/kg derisimlerdeki bu artislar énemli bulunmustur. Arastirmacilar elde ettikleri
arastirma sonuclarina gére, bugdayin artan TBPPA derisimleri nedeniyle tetiklenen
oksidatif streste bitkinin savunma mekanizmalarinda da azalmanin oldugunu

belirtmislerdir.

Sun vd. (2008) su bitkilerinden Ceratophyllum demersum L.’de TBBPA’nin bazi
biyokimyasal etkilerini belirlemislerdir. Uygulamanin 4. ginunde ortamdaki TBBPA
derisimlerinin cogunun bitki blnyesine alindigini belirlemislerdir. Bu birikimin artan
derisimle birlikte arttigini bulmuslardir. Elektron paramagnetik rezonans cihazi
kullanilarak elde edilen sonuclara gore, bitkinin artan kimyasal uygulamalariyla
birlikte serbest radikal drettigini belirlemislerdir. Uygulanan TBBPA derisimleri
lipid peroksidasyonuna neden oldugu, klorofil miktarini da azalttigini saptamislardir.
Ayrica, bazi antioksidan enzim aktivitelerinin de TBBPA toksisitesinde degistigi
rapor edilmistir. Sonu¢ olarak, TBBPA’nin C. demersum’da oksidatif stresi

tetikledigi ve bu strese karsi tolerans mekanizmalarinin devreye girdigi belirtilmistir.

Lee vd. (2005) BPA’nin lignin parcalayan Stereum hirsutum ve Heterobasidium
insulare ile parcalanmasi ve hicre kiltirl ile parcalanma Urlinlerinin dstrojenik
aktivitesi arastiriimistir. Organizmanin yiiksek diizeyde BPA direngliligi gosterdigi
ve 14 gun iginde kullanilan kulturler ile BPA’nin hepsini parcalandidi belirtilmistir.
BPA’nin 10 M konsantrasyonda hiicre kiiltiirii farklilasmasini da inhibe ettigi rapor

edilmistir.

Nakajima vd. (2002) BPA titiin bitkisinin hiicre kiltir ortamina uygulanmis ve
BPA’nin metabolitlerinin kimyasal 6zelliklerini belirlemistir. BPA’nin uygulanan

derisimleri kultir ortamlarinda azalmis ve 2.5 saat sonunda ise belirlenecek limitlerin



altina distigu bulunmustur. Hicrelerin ekstraklarinda 4 metabolit belirlenmistir. En
cok bulunan metablotitin  4,4'-isopropylidenediphenol-O-B-D-glucopyranoside
(BPAG) oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar titun fideleri ile yaptiklari ¢alismada
da BPA’nin kokler tarafindan absorblandigini ve B-glikozit metabolitlerinin de

yapraklara tasindigini belirlemislerdir.

Schmidt ve Schuphan (2002), endokrin bozucu kimyasallardan olan BPA Glycine
max, Triticum aestivum, Digitalis purpurea ve Datura stramonium hicre
stspansiyon kultirlerinde calisiimistir. Buna gore BPA baslica glikozidlere,
ekstarkte olmayan rezldulere ve oldukca polar polimerik Grtinlere donlstugu rapor

edilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki Materyali

Arastirmada kullanilan ekmeklik bugday gesidi Triticum aestivum L. cv Sagittario ve
Triticum durum Desf. cv. Zenit gesitlerinin tohumlari Tarim Bakanhgi, Gaziantep |l
Mdadarlaginden temin edilmistir. Calismalar baslayana kadar tohumlar +4 °C’de

muhafaza edilmiglerdir.

3.1.2. Arastirmada Kullanilan Test Kimyasallari

Arastirmada kullanilan test kimysallari Bisphenol A ve Tetrabromobisphenol A
Sigma-Aldrich Inc.’den satin alinmistir. Bu kimyasallar her iki bugday c¢esidine
uygulanmak tzere 0, 10 ve 50 mg/L’lik derisimde kullaniimistir. Arastirmamizdaki
analizlerde kullanilan diger kimyasallarinda analitik kalitede olmasina &zen
gosterilmistir.

3.2. Metod

3.2.1. Deney Ortami ve Uygulama

Cimlenme deneylerine baslaniimadan 6nce, tohumlar %5’lik sodyumhipo Klorit’te 15
dakika bekletilmistir. Tohumlar sonra Uger defa distile sudan gegirilerek
yizeylerindeki hipokloritten arindirilmistir. Arastirmamiz petri kaplarinda (120 mm)
yuritulmdastir. Deney baslamadan 6nce petri kaplari steril edilmistir. Petri kaplarinin
altina iki kat kaba fitle kagidi yerlestirilmistir. Dort tekrarli olarak, her petri kabina
20 tohum gelecek sekilde deney diizenegi olusturulmustur. BPA ve TBBPA’nin 10
ve 50 mg/L derisimleri ile (~10 mL) tohumlar sulanmistir. Kontrol olarak saf su

kullaniimistir. Ginllk olarak petri kaplari kontrol edilmis, gerekli oldugu durumlarda
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kendi test cozeltileri ile sulanmislardir. Petri kaplarindaki bugday tohumlari
fotoperiyot uygulamadan 24+1 °C’de inklbe edilmistir. Ayrica gunluk olarak
cimlenmeler gozlemlenerek kaydedilmistir. Radikula ve plumula ¢iktigi an tohumlar

cimlenmis saytimistir.

3.2.2. Olgtimler

Altinci giinin sonunda, bugday cesitlerinin otsu govde ve kok uzunluklari cetvel
yardimiyla él¢llerek kaydedilmistir.

3.2.3. Cimlenme Testleri

Uygulama periyodu sonunda bugday cesitlerinin final cimlenme yuzdeleri
hesaplanmistir. Cimlenen tohumlarin vigor indeksleri toplam ¢imlenme yuzdesi ile

kdk uzunlugunun carpimiyla bulunmustur (Abdul-Baki and Anderson 1973).

3.2.4. H,O, Belirleme

Tartilmis taze bitki materyali 50 mM P-tamponunda (pH 7.8) homojenize edilmistir.
Homojenizata % 5’lik TCA (trikloroasetik ait) eklenmistir. Karisimi 10000 rpm’de
10 dakika santriflj edildikten sonra stpernatant alinmistir. Daha sonra bir deney
tiplne supernatanttan 1,6 mL, % 50’lik TCA’dan 0,4 mL, 10 mM’hk ferros
amonyum sulfattan 0,4 mL ve 125 mM’lik potasyumtio siyanattan 0.2 mL eklenerek
karistiriimistir. Bu karisim 480 nm’de spektrofotometre de okunmustur (Sagisaka,
1976). Standart olarak H,O, kullaniimistir.

3.2.5. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Bugday cesitlerinin kok ve otsu govdelerinin lipid peroksidasyon duzeyleri
Zhou (2001)’e gore belirlenmistir. Taze bitki dokulari %10’luk TCA’da havan
kullanilarak homojenize edilmistir. Homojenizat 10000 rpm’de 20 dakika santrifij
edilmistir. Sonra 2 mL homojenizattan alinmis, 2 mL tiyobarbutirik asit eklenerek
95°C’de 30 dakika bekletilmistir. Bu bekleme stresi sonunda 6rnekler sok sogutma

12



uygulmasina tabi tutulmustur. Tekrar 10000 rpm’de 20 dakika santrifiijden sonra

532, 600 ve 450 nm’de spektrofotometrede okunmustur.

3.2.6. Protein Olmayan SH Gruplarin Belirlenmesi

Protein olmayan SH gruplarin belirlenmesi Cakmak ve Marschner (1992)’e gore
yapiimistir. Tartilan taze bitki materyali 5 mL % 5’lik meta-fosforik asit icinde
homojenize edilmistir. Homojenizat 15.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Slpernatanttan 500 pL alinmis ve Uzerine 2.5 mL fosfat tamponu (pH 7.4)
eklenmistir. Son olarak 0.5 mL DTNB eklenmis ve karistirilmistir. 20 dakika
inkiibasyondan sonra hazirlanan Ornekler standartlara karsi 412 nm’de
spektrofotometrede (Cintra 202) okunmustur. Standart olarak redikte glutatyon
(GSH) kullanilmustir.

3.2.7. Radikal Temizleme Aktivitesi

Bugday dokularinin radikal temizleme aktivitesi DPPH (1,1-Diphenyl-2-
Picrylhydrazyl) kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Burizts ve
Bucar, 2000).

3.2.8. Protein Analizi

Bugday cesitlerinin protein analizi Lowry ve ark. (1951)’nin saptadiklari yonteme
gore yaptlmistir. 0,5 gram taze materyal 5 mL 0.1 M fosfor tamponunda (pH 7)
homojenize edildikten sonra 12.000 rpm’de 10 dakika santriftj edilmistir.
Slpernatanttan 0,3 mL alinmis, tizerine 3 mL alkali ¢ozelti ilave edilip 15 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Sonra 0,3 mL Folin-Ciocalteu ayiraci eklenerek 30 dakika
oda sicakliginda bekletilmis ve 750 nm’de okunmustur. Ayni islem 0,3 mL distile su
kullanilarak tanik i¢in de uygulanmistir. Standart olarak bovin serum albumin (BSA)

kullaniimistir.
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3.2.9. Histokimyasal Analizler

Histokimyasal analizlerde kullanilacak bugday kokleri birka¢ dakika 0.5 mM
CaCl,’de (pH 4.5) yikanmistir. Beklenmeden kurutma kagidinda kurulandiktan sonra

asagidaki uygulamalar yapilmistir.

1- Plazma membrani saglamhginin belirlenmesi: Kokler 5 ml % 0.025°lik Evans
Blue igeren 100 uM CaCl; ¢ozeltisinde 30 dakika birakilmistir. Daha sonra
yeterince saf su ile yikandiktan sonra fotograflari ¢ekilmistir (Yamamoto vd.,
2001).

2- Lipid peroksidasyonun histokimyasal olarak belirlenmesi: Kokler Schiff’s
reagentinde 60 dakika bekletilmistir. Daha sonra boyanan kokler 0.05 M
HCI’de hazirlanmis % 5’lik K,S,0s5’de koklerdeki renk kirmizi olana kadar
durulanmistir. Daha sonra yeterince saf su ile yikandiktan sonra fotograflari

cekilmistir (Pompella vd., 1987).

Boyamalardan sonra bugday koklerinin fotograflart CANON EOS 7D marka fotograf

makinesi kullanilarak gekilmistir.

3.2.10. istatistiksel Analiz
Arastirma bulgularinin istatistiksel analizi SPSS (SPSS 11.0 for Windows) paket

programi kullanilarak yapilmistir. Hangi grubun ya da gruplarin farkli oldugunu

belirlemek amaciyla One-Way ANOVA LSD testi uygulanmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI

4.1.BPA ve TBBPA’nin Cimlenmeye Etkisi

Sagittario ve Zenit tohumlarinin final ¢cimlenme yiizdeleri sirasiyla Sekil 4.1 ve Sekil
4.2’de verilmistir. Sagittario ve Zenit gesitlerinin en yiksek final ¢imlenme ytzdeleri
sirastyla %97.5 ve %98.8 olarak kontrol gruplarda oldugu hesaplanmistir. Her iki
bugday cesidinin de final cimlenme ylizdeleri uygulanan BPA ve TBBPA derisimleri
tarafindan kontrole goére azalmistir. Bu azalmalar her iki bugday cesidinin 10
mg/L’lik BPA ve TBBPA derisimlerinde 6nemsiz duzeyde olmustur (p>0.05). En
distk final ¢imlenme yizdeleri ise yine Sagittario ve Zenit cesitleri icin %88.8
olarak 50 mg/L’lik TBBPA uygulamasinda oldugu belirlenmistir (p<0.05).

A A
100 - g a OEBFA BTBBFA

b B

a0
80
70 A
G0
20
40 A
30
20
10 4
0

Final cimlenme (%)

0 10 a0
Derisim {ma/L)
Sekil 4.1. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisinde c¢imlendirilen ekmeklik
bugday cesitlerinden Sagittario’nun final cimlenme yizdeleri. Hesaplamalar dort
tekrarin ortalamasi ile yapiimistir. Hata barlari standart sapmay1 belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkli harfler p<0,05 duzeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
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Sekil 4.2. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisinde ¢imlendirilen makarnalik
bugday cesitlerinden Zenit’in final cimlenme yizdeleri. Hesaplamalar dort tekrarin
ortalamas! ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkli harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
4.2. BPA ve TBBPA’nin Kok Gelisimine Etkisi

Sagittario ve Zenit fidelerinin kok uzunluklari sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de
verismistir. Uygulanan her iki kimyasal, Sagittario ve Zenit fidelerinin kdk gelisimini
farkli sekilde etkilemistir. BPA ve TBBPA etkisinde Sagittario’nun kok gelisimi
olumsuz yonde etkilenmistir. Fakat bu azalmalar BPA ve TBBPA’nin 10 mg/L’lik
derisiminde %7,5 ve %3,7 dlzeylerinde istatistiksel olarak ©6nemsiz dizeyde
olmustur (p>0.05). Bunun aksine, BPA ve TBBPA’nin 50 mg/L’lik derisiminde
sirastyla %19,6 ve %29,9 duzeylerinde istatistiksel olarak ©nemli dlzeylerde
azalmistir (p<0.05). Zenit fidelerinin kdk uzunluklari BPA uygulamasinin bitiin
derisimlerinde azalmistir. Bunun aksine, TBPPA uygulmasinin 10 mg/L’lik
derisimlerinde 6nemli diizeyde artmisken, 50 mg/L’lik derisiminde ise 6nemli

diizeyde azalmistir (p<0.05).
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Sekil 4.3. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario’nun kok uzunluklari. Hata barlari standart sapmayi
belirmektedir. Barlar tzerindeki farkl harfler p<0,05 dlzeyinde istatistiksel olarak

onemi belirtir.
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Sekil 4.4. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit’in kok uzunluklari. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir.

Barlar tizerindeki farkli harfler p<0,05 dlizeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
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4.3. BPA ve TBBPA’nin Otsu Govde Gelisimine Etkisi

Sagittario ve Zenit fidelerinin BPA ve TBBPA etkisinde 6. gun sonundaki govde
uzunluklari sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de verismistir. Her iki kimyasalin
etkisinde Sagittario’nun gévde uzunluklart 6nemli duzeylerde azalmistir. Bu
azalmalar BPA uygulamasinin 10 ve 50 mg/L’lik derisiminde sirasiyla %21,3 ve
%26,6 olmustur (p<0.05). Ayni sekilde TBBPA uygulamasinin 10 ve 50 mg/L’lik
derisiminde ise sirasiyla %19,1 ve %34,0 diizeyinde oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Zenit cesidinin 10 ve 50 mg/L’lik BPA derisiminin etkisinde gévde uzunluklar
sirastyla %9,3 ve %12.0 duizeylerinde azalmistir (p>0.05). 10 mg/L’lik TBPPA
etkisinde govde uzunlugu %1,3 kontrole gore énemsiz artmisken (p>0.05), 50 mg/L
TBBPA etkisinde ise % 8,0 duzeyinde azalmistir (p>0.05).
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Sekil 4.5. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario’nun otsu gévde uzunluklari. Hata barlari standart sapmayi
belirmektedir. Barlar tzerindeki farkl harfler p<0,05 dizeyinde istatistiksel olarak

onemi belirtir.
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Sekil 4.6. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit’in otsu gdvde uzunluklari. Hata barlari standart sapmayi
belirmektedir. Barlar tzerindeki farkl harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak

onemi belirtir.

4.4. Vigor indeksi (VI)

Sagittario ve Zenit fidelerinin BPA ve TBBPA etkisindeki hesaplanan vigor indekleri
sirastyla Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verismistir. Her iki kimyasal etkisinde ekmeklik
bugday cesidinde vigor indeksleri 10 mg/L’de énemsiz azalma gostermistir (p>0.05).
Buna karsin BPA ve TBBPA’nin 50 mg/L’lik derisimlerinde sirasiyla %25,0 ve
%34,6 dlzeyinde azalmistir (p<0.05). BPA derisimlerinin etkisindeki Zenit ¢esidinin
vigor indekslerinde istatistiksel olarak énemli bir degisim belirlenmemistir (p>0.05).
Buna karsin TBBPA’nin 10 mg/L’lik derisimde %29,8’lik artis olmusken (p<0.05),
50 mg/L’lik derisimde ise %33,3’lUk bir azalma oldugu belirlenmistir (p<0.05).

19



1400 - OBPA mTBBPA
1200 - a A A
1000 4

800 ~

Wl

GO0~

400

200 +

0 10 50
Derisim {mgiL)
Sekil 4.7. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday

cesitlerinden Sagittario’nun vigor indeksleri. Hata barlari standart sapmayi
belirmektedir. Barlar tzerindeki farkh harfler p<0,05 dlzeyinde istatistiksel olarak

onemi belirtir.
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Sekil 4.8. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday

cesitlerinden Zenit’in vigor indeksleri. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir.
Barlar tizerindeki farkli harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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4.5. BPA ve TBBPA Etkisinde Hidrojen Peroksit Derisimleri

4.5.1. Koklerdeki Hidrojen Peroksit Derisimleri

BPA ve TBBPA etkisinde bugday fidelerinin kdklerinde indiiklenen oksidatif stresin
bir gostergesi olarak analiz edilen H,O, miktarlari, Sagittario cesidi icin Sekil 4.9°da,
Zenit c¢esidi icin ise Sekil 4.10°da verilmistir. BPA’nin 10 ve 50 mg/L’lik
derisimlerinin etkisinde Sagittario koklerinin H,O, miktarlari kontroline gore
sirastyla 1,6 ve 2,2 kat artis gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). TBBPA’nin ayni
derisimlerinin etksinde ise Sagittario’nun hidrojen peroksit miktarlari 2,03 (p<0.05)
ve 1,3 (p>0.05) kat artis gosterdigi belirlenmistir. Bunlara benzer olarak, Zenit
fidelerinin koklerinin hidrojen peroksit miktarlari 10 ve 50 mg/L BPA etkisinde
kontrole gore sirasiyla 1,61 ve 2,85 kat artis gostermistir (p<0.05). Ayrica 10 ve 50
mg/L TBBPA etkisinde ise bu artislar 1,62 ve 2,41 kat oldugu belirlenmistir
(p<0.05).
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Sekil 4.9. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday

cesitlerinden Sagittario koklerinin hidrojen peroksit miktarlari. Hesaplamalar dort

tekrarin ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmay! belirmektedir. Barlar

Uzerindeki farkli harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Sekil 4.10. Farklh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit koklerinin hidrojen peroksit miktarlari. Hesaplamalar dort
tekrarin ortalamasi ile yapiimistir. Hata barlari standart sapmay!1 belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkli harfler p<0,05 duzeyinde istatistiksel olarak Gnemi belirtir.

4.5.2. Otsu Govdelerdeki Hidrojen Peroksit Derisimleri

Sagittario ve Zenit fidelerinin BPA ve TBBPA etkisinde 6. gun sonundaki hidrojen
peroksit miktarlari sirasiyla Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verigmistir. Her iki bugday
cesidinin otsu gdvdelerinin hidrojen peroksit miktarlari BPA ve TBBPA
derisimlerinin etkisinde genelde artislar gostermistir. Sagittario’nun govdelerinde 10
mg/L BPA etkisinde kontroline gore %6,9 dizeyinde azalmisken (p>0.05), 50
mg/L’lik derisimde ise 1,23 kat artis gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). 10 ve 50
mg/L TBBPA etkisinde Sagittario gévdelerinin hidrojen peroksit derisimleri 1,28 ve
1,46 kat artmistir (p<0.05). Zenit gévdelerinin hidrojen peroksit miktarlari 10 ve 50
mg/L BPA etkisinde 1,38 (p<0.05) ve 0,92 (p>0.05) kat degisim gdstermistir. Ayni
derisimlerde TBPPA etkisinde ise 0,98 (p>0.05) ve 2,02 (p<0.05) kat diizeylerinde

degisim gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario otsu govdelerinin hidrojen peroksit miktarlari. Hesaplamalar
dort tekrarin ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir.

Barlar tzerindeki farkli harfler p<0,05 dlizeyinde istatistiksel olarak énemi belirtir.
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Sekil 4.12. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit otsu govdelerinin hidrojen peroksit miktarlari. Hesaplamalar dort
tekrarin ortalamasi ile yapiimistir. Hata barlari standart sapmay1 belirmektedir. Barlar
uzerindeki farkli harfler p<0,05 duzeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
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4.6. BPA ve TBBPA Etkisinde Lipid Peroksidasyonu

4.6.1. Koklerdeki Malondialdehit (MDA) Miktarlari

BPA ve TBBPA etkisinde Sagittario (Sekil 4.13) ve Zenit (Sekil 4.14) koklerinin
MDA miktarlari, Zenit fide koklerinin 10 mg/L’lik BPA derisiminde MDA miktari
hari¢ (p>0.05), énemli diizeylerde arttigi belirlenmistir. Sagittario ve Zenit koklerinin
en yliksek MDA miktarlari BPA ve TBBPA’nin 50 mg/I’lik derisimde belirlenmistir.
Koklerdeki bu artis BPA ve TBBPA icin sirasiyla %86,2 ve %73,7 diizeyinde
olmustur. Benzer sekilde, Zenit koklerinin BPA etkisindeki MDA derisimleri 10 ve
50 mg/L icin sirasiyla %9,4 ve %229,7 bulunmusken, ayni derisimlerdeki TBBPA
etkisinde ise %30,2 ve %183,5 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Farkhh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario koklerinin MDA miktarlari. Hesaplamalar dort tekrarin
ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkli harfler p<0,05 dlizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Sekil 4.14. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit koklerinin MDA miktarlari. Hesaplamalar dort tekrarin ortalamasi
ile yapiimistir. Hata barlar standart sapmayi belirmektedir. Barlar zerindeki farkli

harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

4.6.2. Otsu Govdelerdeki Malondialdehit (MDA) Miktarlari

Bugday cesitlerinin koklerindeki MDA miktarlari gibi otsu gdévdelerinin de MDA
miktarlarinda artislar olmustur. Sagittario fide gdvdelerindeki en yiksek artislar 50
mg/L’lik BPA da %126,6 ve TBBPA icin ise %1355 diizeyinde oldugu
belirlenmistir (p<0.05)0 (Sekil 4.15). Zenit fidelerinin gdvdelerideki en yuksek
artiglar da 50 mg/L’lik derisimlerde belirlenmistir (Sekil 4.16). BPA ve TBBPA igin
bu artislar kontrole gore sirasiyla %177,1 ve %243,6 dlzeylerinde saptanmistir
(p<0.05).
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Sekil 4.15. Farkhh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario otsu govdelerinin MDA miktarlari. Hesaplamalar dort
tekrarin ortalamasi ile yapiimistir. Hata barlari standart sapmay!1 belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkh harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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Sekil 4.16. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit otsu govdelerinin MDA miktarlari. Hesaplamalar dort tekrarin
ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir. Barlar
uzerindeki farkli harfler p<0,05 duzeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
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4.7. BPA ve TBBPA Etkisinde Protein Olmayan SH Grup Derisimleri

4.7.1. Koklerdeki Protein Olmayan SH Grup Derisimleri

Ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin protein olmayan SH gruplari BPA ve
TBBPA etkisinde degisimler gosterdigi bulunmustur. Sagittario koklerinin protein
olmayan SH grup miktarlari 10 ve 50 mg/L BPA ile 10 mg/L TBBPA etkisinde
azalmigken, 50 mg/L’lik TBBPA derisiminde ise arttigi bulunmustur (Sekil 4.17).
Buna gore test edilen kimyasallarin derisimleri arasinda en dusik SH grup miktari
329,8 ug/g ile 10 mg/L BPA derisiminde, en yiksek miktar ise 1393,6 ug/g ile 50
mg/L TBBPA derisiminde belirlenmistir. Buna karsin Zenit fidelerinin koklerinin SH
grup miktarlari BPA etkisinde 6nemli bir degisim gostermemistir (Sekil 4.18).

TBPPA derisimlerinin etkisinde ise 6nemli diizeylerde artislar saptanmistir.
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Sekil 4.17. Farkhi BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario koklerinin protein olmayan SH grup miktarlari. Hesaplamalar
dort tekrarin ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir.
Barlar tzerindeki farkl harfler p<0,05 dlzeyinde istatistiksel olarak énemi belirtir.
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Sekil 4.18. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit koklerinin protein olmayan SH grup miktarlari. Hesaplamalar
dort tekrarin ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir.

Barlar tzerindeki farkl harfler p<0,05 dlzeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

4.7.2. Otsu Govdelerdeki Protein Olmayan SH Grup Derisimleri

Sagittario’nun govdelerinin protein olmayan SH grup miktarlari Sekil 4.19°da
verilmistir. Elde edilen bulgulara gore, 10 mg/L BPA ve TBBPA etkisinde Sagittario
govdelerinin SH grup miktarlari kontrole goére sirasiyla %130,4 ve %185,2
duzeylerinde artislar gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). Bunun aksine, 50 mg/I’lik
BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisinde ise istatistiksel olarak énemli bir degisim
gOstermemistir (p>0.05). Sagittario da belirlendigi gibi, disuk derisimdeki BPA ve
TBBPA etkisinde de Zenit gdvdelerinin SH grup miktarlarinda artislar bulunmustur
(Sekil 4.20). Zenit govdelerinin en dusuk SH grup miktari 478,7 ug/g ile 50
mg/L’de, en yiksek miktar ise 1032.5 pg/g ile 50 mg/L’lik TBBPA derisiminde

belirlenmistir.

28



1200 -+

OBPA mTBBPA B
é 1000 A
S 800 -
(@)]
2
? o600 ¢
£3
g = ac AC c
3 400 A
(@)]
=]
Q
O 200 A
0 T T 1
0 10 50

Derisim (mg/L)
Sekil 4.19. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario gdvdelerinin protein olmayan SH grup miktarlari.
Hesaplamalar dort tekrarin ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi

belirmektedir. Barlar Gzerindeki farkl harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak

onemi belirtir.
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Sekil 4.20. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit govdelerinin protein olmayan SH grup miktarlari. Hesaplamalar
dort tekrarin ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir.
Barlar tzerindeki farkh harfler p<0,05 dlzeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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4.8. BPA ve TBBPA Etkisinde Radikal Temizleme Aktiviteleri

4.8.1. Koklerdeki Radikal Temizleme Aktiviteleri

BPA ve TBBPA etkisinde bugday fidelerinin koklerinin radikal temizleme
aktiviteleri, Sagittario cesidi igin Sekil 4.21°de, Zenit gesidi icin ise Sekil 4.22’de
verilmistir. Sagittario cesidinin koklerinin radikal temizleme aktiviteleri BPA’nin 10
ve 50 mg/L’lik derisimlerinde artmasina ragmen, bu artislar kontrole gére 6nemli
bulunmamistir (p>0.05). 10 mg/L TBBPA etkisinde ise dnemsiz duzeyde azalmistir
(p>0.05). Bunlarin aksine TBBPA’nin 50 mg/L’lik derisiminde kontrole gore
%177,6 dizeyinde 6nemli bir artis gostermistir (p<0.05). Bunlara benzer olarak,
Zenit fidelerinin koklerinin hidrojen peroksit miktarlari 10 ve 50 mg/L BPA
etkisinde kontrole gdre Onemli bir degisim gdstermemistir (p>0.05). 50 mg/L
TBBPA etkisinde ise %81,7 diizeyinde bir artis gostermistir (p<0.05).
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Sekil 4.21. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario koklerinin radikal temizleme aktiviteleri. Hesaplamalar dort
tekrarin ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmay! belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkh harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

30



=
N
]

O BPA m TBBPA

=
o
1

AB

Radikal temizleme aktivitesi (%)
(e}

0 10
Derisim (mg/L)
Sekil 4.22. Farklh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit koklerinin radikal temizleme aktiviteleri. Hesaplamalar dort
tekrarin ortalamasi ile yapiimistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkli harfler p<0,05 duzeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.

4.8.2. Otsu Govdelerdeki Radikal Temizleme Aktiviteleri

BPA ve TBBPA etkisinde bugday fidelerinin govdelerinin radikal temizleme
aktiviteleri, Sagittario c¢esidi icin Sekil 4.23°de, Zenit ¢esidi icin ise Sekil 4.24’de
verilmistir. Sagittario cesidinin goévdelerinin radikal temizleme aktivitelerine gore,
BPA ve TBBPA’nin 10 mg/L derisimlerinde kontrole gdére onemli bir degisim
belirlenememistir (p>0.05). Bunlarin aksine 50 mg/L BPA etkisinde kontrole gore
onemli bir azalma belirlenmisken, 50 mg/L TBBPA etkisinde ise 6nemli bir artis
elde edilmistir (p<0.05). Makarnalik bugday cesidi olan Zenit fidelerinin
gOvdelerinin radikal temizleme aktiviteleri, BPA ve TBPPA etkisinde azalmistir.
Ancak, her iki kimyasalin uygulanan derisimlerinin etkisindeki bu azalmalar kontrole

gore 6nemsiz olmustur (p>0.05).
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Sekil 4.23. Farkhh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario godvdelerinin radikal temizleme aktiviteleri. Hesaplamalar
dort tekrarin ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir.

Barlar tzerindeki farkli harfler p<0,05 dlizeyinde istatistiksel olarak énemi belirtir.
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Sekil 4.24. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit govdelerinin radikal temizleme aktiviteleri. Hesaplamalar dort
tekrarin ortalamasi ile yapiimistir. Hata barlari standart sapmay1 belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkli harfler p<0,05 duzeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.
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4.9. BPA ve TBBPA Etkisinde Protein Miktarlari

4.9.1. Koklerdeki Protein Miktarlari

Bugday dokularindaki protein olmayan SH grup miktarlarinin aksine, fidelerin
koklerinin protein miktarlari BPA ve TBBPA etkisinde azalmalar gostermistir.
Sagitario koklerinin BPA etkisindeki bu azalmalar 10 ve 50 mg/L’lik derisimde ve
kontrole gore sirasiyla %15,4 ve %19,1 ve oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Sekil
4.25). Benzer sekilde, 10 ve 50 mg/L TBBPA etkisindeki azalmalari da %12,0 ve
%19,3 duzeylerinde olmustur. Zenit koklerindeki protein miktarlarindaki en yiiksek
azalmalar da 50 mg/L dersimlerde ve BPA ve TBBPA icin kontrole gére sirasiyla
%23,1 ve %28,4 dlizeylerinde oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.26).
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Sekil 4.25. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario koklerinin protein miktarlari. Hesaplamalar dort tekrarin
ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir. Barlar
uzerindeki farkli harfler p<0,05 duzeyinde istatistiksel olarak Gnemi belirtir.
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Sekil 4.26. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit koklerinin protein miktarlari. Hesaplamalar dort tekrarin
ortalamasi ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkli harfler p<0,05 duzeyinde istatistiksel olarak dnemi belirtir.

4.9.2. Otsu Govdelerdeki Protein Miktarlari

Ekmeklik bugday cesitlerinden Sagittario ve makarnalik bugday cesitlerinden Zenit
govdelerinin protein miktarlar Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de verilmistir. Buna gore,
koklerdeki protein miktarlarinda elde edilen bulgulara paralel olarak, goévdelerin
protein miktarlarinda da ©onemli azalmalar elde edilmistir. En yiuksek protein
miktarlari kontrollerde bulunmustur. Buna karsin, Sagittario gévdelerinin en distk
protein miktarlari, BPA ve TBBPA’nin 50 mg/L’lik derisiminde bulunmus ve
kontroline gore sirasiyla %28,5 ve %34,8 dizeylerinde azaldigi tespit edilmistir
(p<0.05). Zenit govdelerinin en disuk protein miktarlari da BPA ve TBBPA’nin 50
mg/L’lik dersiminde bulunmus ve kontrole gore %45,7 ve %33,4 dizeylerinde

azaldig tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.27. Farkh BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki ekmeklik bugday
cesitlerinden Sagittario govdelerinin protein miktarlari. Hesaplamalar dort tekrarin
ortalamas! ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir. Barlar

uzerindeki farkh harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.

18 4 O BPA m TBBPA
16 J a A

14 -
12 -

10 -
8
6
4

2

0 . .
0 10
Derisim (mg/L)

Otsu gévdenin protein miktari (mg/g T.A.

Sekil 4.28. Farkli BPA ve TBBPA derisimlerinin etkisindeki makarnalik bugday
cesitlerinden Zenit gdvdelerinin protein miktarlari. Hesaplamalar dort tekrarin
ortalamas! ile yapilmistir. Hata barlari standart sapmayi belirmektedir. Barlar
uzerindeki farkh harfler p<0,05 diizeyinde istatistiksel olarak 6nemi belirtir.
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4.10. BPA ve TBBPA Etkisinde Histokimyasal Degisimler

BPA ve TBBPA’nin makarnalik ve ekmeklik bugday cesitlerinin koklerinde
meydana getirdigi oksidatif hasari histokimyasal olarak belirlemek amaciyla, kokler
Schiff ve Evans Blue cozeltileri ile boyamalar yapilmistir.

4.10.1. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Sekil 4.29-32°de kimyasallarla uygulama sonunda, boyanan koklerin durumu
verilmistir. Bunlara gore, Sagittario’nun 50 mg/L BPA, 10 ve 50 mg/L’lik TBBPA
derisimlerinin etkisinde kok uclarinda boyanmalarin oldugu tespit edilmistir. Ayrica
Zenit koklerinin de 10 ve 50 mg/L BPA ve 50 mg/L’lik TBBPA derisimlerinde kok
uclarinda boyanmalarin olmustur. Bu bulgulara goére, boyanmalar uygulamalarin
bitki koklerinde lipid peroksidasyonuna neden oldugunun en acik kaniti olarak

sunulabilecegini gostermistir.

Sekil 4.29. Sagittario’nun farkli BPA derisimlerinin etkisindeki koklerindeki lipid
peroksidasyonunun histokimyasal olarak belirlenmesi.
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10 mg'L, TBBPA

Sekil 4.30. Sagittario’nun farkli TBBPA derisimlerinin etkisindeki koklerindeki lipid

peroksidasyonunun histokimyasal olarak belirlenmesi.

BPA 50 mg’L BPA

Sekil 4.31. Zenit'in farkl BPA derisimlerinin etkisindeki koklerindeki lipid
peroksidasyonunun histokimyasal olarak belirlenmesi.
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Sekil 4.32. Zenit'in farkli TBBPA derisimlerinin etkisindeki koklerineilipid

peroksidasyonunun histokimyasal olarak belirlenmesi.

4.10.2. Membran Saglamliginin Belirlenmesi

BPA ve TBBPA etkisinde ekmeklik ve makarnalik bugday cesitlerinin koklerindeki
membran saglamliginin belirlenmesi icin, kokler Evans Blue ile boyanmistir. Sekil
4.33- 36’da goruldigu gibi, bugday cesitlerinin membran saglamhklari 10 mg/L’lik
BPA ve TBBPA derisiminde kismen korunmustur. Buna Karsin, 6zellikle 50
mg/L’lik BPA ve 50 mg/L’lik TBBPA derisiminde membran saglamhiginin kontrole
gore 6nemli diizeyde etkilendigi tespit edilmistir.
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10 mg’L BPA 50 mg/L BPA

Sekil 4.33. Sagittario’nun farkli BPA derisimlerinin etkisindeki kdklerinin membran

saglamhginin histokimyasal olarak belirlenmesi.

10 mg/'L. TBBPA 50 mg/L. TEBPA

Sekil 4.34. Sagittario’nun farkhh  TBBPA derisimlerinin etkisindeki koklerinin

membran saglamhginin histokimyasal olarak belirlenmesi.
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J
Kontrol 10 mg/L BPA S0 mgL BPA

.
Sekil 4.35. Zenit’in farkli BPA derisimlerinin etkisindeki koklerinin membran
saglamliginin histokimyasal olarak belirlenmesi.

r !
Kontrol 10 mg/L. TBBPA S0 mgL TBBPA

r

Sekil 4.36. Zenit’in farkli TBBPA derisimlerinin etkisindeki koklerinin membran
saglamliginin histokimyasal olarak belirlenmesi.
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BOLUM 4
TARTISMA VE SONUC

insan aktiviteleri sonucu cevreye verilen atik maddeler gerek sucul ve gerekse
karasal canlilarda Greme, gelisme ve diger hayati faaliyetlerin olumsuz etkilenmesine
neden olmaktadir. Genel olarak cevreye verilen bu atiklar fenolik maddeler,
aldehitler, alkoller, steroller, poliaromatik hidrokarbonlar, pestisitler, dioksinler,
alkilfenolik  bilesikler, deterjanlar, agir metaller gibi  kimyasallardir.
Ksenoostrojenler olarak adlandirilan bu grupta yer alan kimyasallarin ¢cogu veya
bunlarin degradasyon Urlnleri de 6strojenik, mutajenik, karsinojenik veya toksik
etkili olabilmektedir. Cevredeki bu kimyasallar genelde canlilar tarafindan cesitli
yollarla blnyelerine alinarak depolanabilmektedirler (Paxeus vd., 1992; Toppari vd.,
1996). Bunun sonucunda da canlilar tzerinde zararh etkileri olabilmektedir. Bu
calismada, BPA ve TBBA’nin farkh bugday cesitlerinin kdk ve govdelerindeki bazi

biyokimyasal degisimlere ve tohum ¢imlenmesi Uzerine etkileri arastiriimistir.

Bitkiler genellikle ¢imlenme siirecleri boyunca toksisiteye duyarhdirlar. Tohum
cimlenmesi bitkilerin toksik etkilere toleranslari igin siklhikla kullanilan kriterlerden
birisidir (Parkpian vd., 2002). Ferrara vd. (2006) 10 ve 50 mg/L BPA
konsantrasyonlarinin etkisinde tohum cimlenmesinin engellemedigini bildirmistir.
Bulgularimiza gore, Sagittario ve Zenit’in tohum c¢imlenmesi 10 mg/L BPA ve
TBBPA derisimdeki uygulamalarda 6nemli bir sekilde degisiklik gostermemistir.
Bununla birlikte, tohum ¢imlenmesi Zenit tohumlarinin 50 mg/L BPA derisiminde de
O6nemsiz dizeyde azalmisken, Zenit’in 50 mg/L TBBPA ve Sagittario’nun 50 mg/L
BPA ve TBBPA derisimlerinde énemli diizeyde azalmistir. Elde ettigimiz sonuclara
gore, uygulanan yuksek kimyasal derisimlerinin bugday tohumlarinin ¢imlenmesi

Uzerindeki etkilerinin oldugunu gdéstermistir.

Kok ve govde gelisimi tizerine BPA ve TBBPA konsantrasyonlarinin etkileri bazi

calismalarda belirlenmistir. Trifolium pratense’de TBBPA uygulamasini izleyen
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surecte dikkate deger bir etki gézlenmemistir ve TBBPA’nin T. pratense’nin kok ve
govde uzamasi Uzerine bir etkisi olmadigi sonucuna varilmistir (Sverdrup vd., 2006).
Bununla birlikte, domatesin buylmesini negatif sekilde etkileyen BPA’nin,
makarnalik bugdayda ve marulda ise muhtemelen hem hiicre uzamasini hem de
hiicre bolunmesini engellendigi belirlenmistir (Ferrara vd., 2006). Benzer sekilde,
arastirma bulgularimiza gore, her iki bugday cesidinin kok ve govde gelisimlerine
BPA ile birlikte 0Ozellikle TBBPA’nin yiksek derisimlerinin negatif etkilerinin
oldugu belirlenmistir. Bu sonuclar, cevresel atiklarda bulunabilen bu tur fenolik
bilesiklerin bitki gelisimi Uzerindeki olumsuz etkilerinin kimyasalin yapisina ve
derisimine bagli olarak etkilerinin olabilec