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OZET

BUGDAY (Triticum aestivum L.) FIDELERINDE SICAKLIK — AGIR METAL
ETKILESIMLERININ BiTKi BUYUMESI VE COZUNUR PROTEIN
MIKTARI UZERINE ETKILERi

Bu arastirmada, bugday (Triticum aestivum L. cv. Dagdas 94) fidelerinde
sicaklik ve krom (Cr) ve bakir (Cu) agir metalleri etkilesimlerin kok, siirgiin ve kok ve
siirgiin kuru agirlig1, oransal su igerigi (OSI), membran dayaniklilik indeksleri (MDI),
pigment birikimi, askorbat perokisidaz (AP) ve katalaz (KAT) enzim aktiviteleri,
serbest prolin miktari, ¢éziiniir protein miktari lizerine etkileri ve ¢oziiniir proteinlerin
SDS-PAGE analizleri incelenmistir.

Cr ve Cu metallerinin yiiksek konsantrasyonlar: ve bu agir metallerle birlikte
uygulanan farkli sicaklik dereceleri (16/24 OC ve 30/40 °C), fidelerin kok ve stirgiin boy
uzunluklarinda, taze ve kuru agirliklarinda, membran dayaniklilik indekslerinde ve
oransal su igeriklerinde azalmalara neden olmustur. Pigment miktarlarinda meydana
gelen degisimler incelendiginde, sicaklik ve agir metal stresi altinda bugday fidelerinin
kl a, b, klorofil a/b ve toplam klorofil miktarlarinda azalmalar meydana gelmistir.
Kontrol sicakligina gore yiiksek sicaklik uygulamalar altinda karotenoid miktarinda
meydana gelen artiglar 6nemli bulunmustur. 24 9C’ de artan metal konsantrasyonlarina
paralel olarak AP miktarida artmistir. Ancak 30 uM 40 %C> de kontrole gore onemli
Olciide azaldig1 gozlenmistir. KAT aktivitesi her iki sicaklik derecesi ve artan agir metal
konsantrasyonlarinda kontrole gore artis gdstermistir. Yiiksek sicaklik ve agir metal
stresi altinda kontrol gruplarina oranla serbest prolin miktar1 6nemli derecede artmisken
¢Oziiniir protein miktar1 6nemli derece de azalmistir. Ayrica arastirma sonuglarimiza
gore genel olarak Cr uygulamalari, Cu uygulamalarina kiyasla daha toksik bir etki

meydana getirmistir.

2010, 82 Sayfa
Anahtar Kelimeler: Sicaklik, Agir metal, bugday, antioksidant enzimler, krom, bakir,

¢Oziinlir protein, serbest prolin, klorofil, karotenoid.



ABSTRACT

EFFECTS OF TEMPERATURE - HEAVY METAL INTERACTIONS ON
GROWTH PARAMETERS AND TOTAL SOLUBLE PROTEIN CONTENT ON
WHEAT (Triticum aestivum L.) SEEDLINGS

The aim of this research was to investigate the effects of temperature and
chrome and copper heavy metals and the interaction of these heavy metals on wheat’s
(Triticum aestivum L. cv. Dagdas 94) root and shoot elongation, dry weight, root/shoot
dry weight ratio, pigment content, relative water percentage (RWC), membrane stability
index (MSI), ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) enzymes activities, proline,
soluble protein contents and SDS-PAGE analises of protein.

All two (Cr and Cu) heavy metals at high concentrations and interactions of
different temperature’ s (24 and 40 C°) with them inhibited the growth of root and shoot
lenght, dry weight, membrane stability index and relative water contens. In seedlings
that applied with heat and heavy metal stress chlorophyll (a, b, total and a/b ratio)
concentration decreased. All two (Cr and Cu) heavy metals at high concentrations
carotenoid content has decreased according to control groups. At seedlings on which 24
C%and at high metal concentrations applied, the amount of AP have increased. However
AP concentration in 30 pM 40 C° treated wheat seedlings is found to be decreased
according to control. At seedlings on which heavy metals and heavy metal+heat applied
the amount of KAT and free proline have increased according to control whereas the
amount of the soluble protein has decreased. Furthermore it was determined that Cr has

shown the most toxic effects than Cu treatment.

2010, 82 Page
Keywords: Temperature, heavy metal, wheat, antioxidant enzymes, chrome, copper,

soluble proteins, free proline, chlorophyll, carotenoid.
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1.GIRIS

Yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve kimyasal toksisite gibi pek ¢ok abiyotik
stres faktorleri ile oksidadif stres, diinyada biiyiik Ol¢iide tarim alanlarini tehdit
etmektedir (Wang vd., 2003). Bitkilerde ortalama % 50’ den fazla verim kaybina neden
olan abiyotik stres faktorleri, diinyadaki tarimsal iiriin kaybininda birincil nedenidir
(Bray vd., 2000). Bununla birlikte topraklarda giderek artan agir metal kirliligi de tarim
alanlarini ve insan sagligini tehdit eden diger 6nemli stres faktorlerindendir.

Agir metaller, yogunlugu 5 gr cm™ ten daha fazla olan element grubu olarak
tanimlanmakta (Stobrawa ve Plucinska, 2008) ve bu gruba kursun (Pb), kadmiyum
(Cd), krom (Cr), demir (Fe), bakir (Cu), kobalt (Co), nikel (Ni), civa (Hg) ve ¢inko (Zn)
olmak tizere altmigtan fazla metal dahil edilmistir (Kahvecioglu vd, 2007). Agir
metaller normal olarak, kayalarin ve maden cevherlerinin yapisinda bulundugu i¢in
yasayan organizmalarda, sularda, sedimentlerde ve toprakta bulunmalar1 dogaldir
(Alloway ve Ayres, 1993). Bu metallerden bazilar1 organizmaya girdikten sonra kolay
kolay atilamazlar ve bazi fizyolojik aktiviteler ilizerinde inhibitor etkisi gosterirler.
Ayrica bu metaller cesitli insan aktiviteleri sonucu iiretilen gerek sanayi gerekse de
sehirsel atiklarin (pil, akii, termometre, kursun tetraetil gibi benzinle katilan maddeler
vs.) i¢inde bol miktarda bulunmakta ve hem cevre kirliligine (Ergiin ve Oncel, 2005)
hem de ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadirlar (Waisberg vd., 2003). Baz1 agir
metaller bitki beslenmesi icin Onemli olduklar1 halde yiiksek konsantrasyonlarda
toksiktirler. Bunlar Cu, Fe, mangan (Mn), molibden (Mo), Zn, Co ve Ni’ dir. Bununla
birlikte Cd, Cr, Hg ve Pb gibi agir metaller de c¢esitli yollardan tarimsal ekosisteme
girerler. Bunlarin bitkideki zararl etkileri derisimlerine ve ¢oziinebilirliklerine baglidir
(Bergmann, 1992)

Bitkiler yiiksek miktarlarda agir metale maruz kaldiklarinda bu metalleri
dokularinda biriktirirler. Metallerin dokulardaki toksik baslangic seviyeleri metal stresi
icin ‘stres noktas1’ olarak tanimlanir ve bu seviyenin lstiinde hiicre metabolizmasi
dontisiimsiiz olarak hasar gorebilir (Van Assche ve Clijters, 1990). Yapilan
calismalarda, agir metal konsantrasyonu arttikca ¢imlenme orani ile kok ve govde
gelisiminin 6nemli dl¢lide engellendigi ortaya konulmustur. Cr, Cd ve Pb gibi esansiyel
olmayan agir metallerin topraktaki bulunusluklarinin artmasi ve toksik seviyelere

ulagmasi da bitkiler i¢in bir stres kaynagidir.



Calismamizda kullandigimiz bugday bitkisi, diinyada 215 milyon hektar ekilis
alan1 ve 628 milyon ton iiretim ile diger kiiltiir bitkileri arasinda yetistiricilikte ilk siray1
almaktadir (FAO, 2005). Ulkemizde de bugday, ekilis alanin biiyiikliigii bakimindan ilk
siray1 almaktadir (Kiin, 1988).

Genis adaptasyon yetenegine sahip tek yillik bir bitki olan bugday, besleyici
niteligi ve hammadde olarak kullaniminin yaygin olmasi nedeniyle diinyanin hemen
hemen her tarafinda yetistirilmekte ve diinya niifusunun yaklasik % 35’ inin temel besin
ihtiyacinm karsilamaktadir (Vasil vd., 1991). Iliman iklimde ve sulamanin yeterli oldugu
sicak iklimlerde yetisebilen bugday bitkisinin (Akkaya, 1994) giderek artan diinya
niifusu karsisinda, yakin gelecekte talep edilen besin ihtiyacini karsilayamayacagi
diisiiniilmektedir (Rosengrant vd., 1995). Bu durumda ileride yasanacak aclik
problemlerinin 6niine gecilebilinmesi i¢in ya ekim alanlariin genisletilmesi ya da birim
alan basina verimin artirilmasi gerekmektedir. Gelismekte olan lilkelerdeki bugday ekim
alanlarmin sadece % 0.14 civarinda artacagi beklenmektedir (Rosengrant vd., 1995).
Dolayisiyla gelecekte olusabilecek aglik sorunlarima karsi alinmasi gereken onlemin
birim basina verim artisiyla saglanabilecegi agikca goriilmektedir.

Son yillarda diinyanin farkli bodlgelerinde yliriitiilen ¢aligmalarda, bugdayda
verimi artirmada net fotosentez hizi, stoma iletkenligi, klorofil igerigi, klorofil
floresansi, bitki ortlisiinde serinleme, membran termostabilitesi gibi ¢esitli fizyolojik
Ozelliklerin esas alinabilecegi ortaya c¢ikarilmistir. Ancak yine de bu kriterlerin
kullanilmadan once ilgili ¢evrede ayrica test edilmesi gerekmektedir (Reynolds vd.,
2001).

Yiiksek sicaklik gibi abiyotik stres kosullar1 altinda tarimsal bitki verimi
sinirlanmaktadir (Paulsen, 1994; Ishag ve Mohamed, 1996). Bugday gelisimi ve verimi
icin optimum sicaklik araligi 18-24 °C olup, 28-32 °C gibi sicakliklara kisa siireli (5-6
giin) dahi maruz kalirsa, verimde % 20 veya daha fazla azalmaya neden olabilmektedir.

Diinya niifus artis hizina paralel olarak hem tarimsal verimin arttirilmas: ile
besin sikintisinin giderilmesine, hem de tarimsal alanlarin sicak iklim kusagindaki
verimli alanlara dogru genisletilmesine ihtiya¢ vardir. Bu nedenle tahillarin yiiksek
sicaklik stresine olan toleransi ile ilgili molekiiler ve genetik temellerin (Maestri vd.,
2002) ve agir metal stresi gibi abiyotik stres faktorlerine karsi bitkilerin tolerans

mekanizmalarinin aydinlatilmasina ihtiyag vardir.



Bitkiler ¢cogu kez yasadiklar1 habitatin ayni anda birden fazla stres faktoriiyle
miicadele etmek zorunda kalirlar. Ciinkii bitkilerin gelistigi ve yetistigi ortamlarda gerek
duyulan baz1 faktorler eksik ve bazi faktorler de ideallikten oldukg¢a uzaktir (Kadioglu,
2007). Giliniimiizde en 6nemli ¢evre sorunlarindan biri kiiresel iklim degisiklerine bagl
olarak meydana gelen sicaklik artigidir. Ayrica tarim alanlarinda agir metal kirliliginin
giderek arttig1 bilinmektedir. Bu kosullar altinda gerek yliksek sicaklik ve gerekse de
agir metal stresinin her ikisine birden maruz kalan bitkilerin her iki strese birden
gelistirebilecekleri tolerans mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi ileride yasanabilecek
olumsuz c¢evre kosullar1 karsisinda daha direngli bitki cesitlerinin gelistirilmesi
agisindan énemli olabilir.

Literatiirde sicaklik+agir metal etkilesimlerinin bitkiler {izerine etkileri ile ilgili
caligmalarin oldukga sinirli oldugu g6z Oniine alinarak, ekmeklik (Triticum aestivum L.
cv Dagdas) bugday fidelerine uygulanan krom ve bakir agir metalleri ve ayrica bu agir
metallerle birlikte gergeklestirilen yiiksek sicakhik (30/40 °C) uygulamalarmin, kok-
siirglin boyu, kok-siirgiin taze ve kuru agirhigi, kok/siirgiin orani, oransal su igerigi,
klorofil (a, b, toplam ve a/b orani), karotenoid miktari, askorbat peroksidaz ve katalaz
enzim aktiviteleri, kdk-siirgin membran dayaniklilik indeksi, serbest prolin miktari,
¢ozilinlir protein miktar1 ve ¢oziiniir proteinlerinin SDS-PAGE teknigi ile belirlenmesine
calisilmigtir. Bu tez calismasinda, agir metal ve sicaklik stresi arasindaki olasi
etkilsimleri konu alarak, her iki stresin de ayni anda varligi durumunda bitkiler de
ortaya cikacak tepkilerin incelenmesi amacglanmistir. Bununla birlikte Cu ve Cr agir
metallerinin belirtilen parametreler agisindan birbirleriyle karsilastirilmasi yapilarak
ilgili metallerle birlikte uygulanan sicakligin agir metal stresi lizerine etkisi incelenmeye

caligilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Bitkilerde Yiiksek Sicakhik Stresi

Sicaklik, bitki biiyiimesi ve gelisimini etkileyen en 6nemli abiyotik faktorlerden
biridir (Vierling, 1991, Oncel vd., 2000). Aktif bitki biiyiimesi genellikle 10 - 40 'C
arasindadir ve bu sicaklik degerlerinin iistiindeki ve altindaki sicakliklar bitkilerin
metabolik aktiviteleri iizerinde stres yaratmaktadir (Treshow, 1970). Stres, ¢evresel ve
biyolojik faktorlerin ayr1 ayr1 ya da birlikte organizmalarda belirgin fizyolojik
degisimler meydana getirebilme kapasitesidir (Kadioglu, 2007). Stresin siddeti ve
siiresine baglh olarak organizmalarda meydana gelen degisimler, tiirler ve hatta tiiriin
bireyleri arasinda bile farklilik gosterebilmektedir. Stres sonucu olusan hasar, bir
metabolizma bozuklugunun gostergesi olup, bitki biiyiimesi ve veriminde azalma ile
sonuglanir (Kadioglu, 2007). Yiiksek sicakliktan etkilenme siiresi uzarsa biiyiime
azalmasinin yerini hiicre zararlanmasi ve 6liim almaktadir (Levitt, 1980).

Bitkiler askorbik asit, glutatyon gibi bazi antioksidantlarin, prolin, glisin, betain,
asparajin gibi aminoasitlerin, sukroz gibi taginabilir karbonhidratlarin, hidroksiprolin ve
glisince zengin hiicre duvart proteinlerinin ve sicaklik soku proteinleri gibi
metabolitlerin sentezini artirarak yiiksek sicakliga tolerans gosterebilirler (Nover vd.,
1989).

Bitki gelisimi ¢ogunlukla biyokimyasal reaksiyonlarin bir fonksiyonudur. Bu
reaksiyonlar enzimler tarafindan kontrol edilir. Bir enzimin aktivasyonu baskilandiginda
onunla ilgili gelisim islemleri de baskilanir (Treshow, 1970). Fotosentez sicaklik ile
etkilenen 6nemli bir reaksiyon dizisidir. Fotokimyasal bir olay olmasina ragmen enzim
aktivitesine baglidir ve dolayli olarak sicakliga bagimli oldugu diisiiniiliir. Solunum
reaksiyonlar1 da sicakliga baghdir ve genellikle bitkilerde 5 — 25 'C arasinda normal
seyir takip eden solunum, sicakligm 30 — 35 'C’ ye yiikselmesi ile artar, sicakligin daha
fazla artmasi sonucu ise hizla azalir (Kadioglu, 2007).

Yiiksek sicaklik stresi altinda hiicre membran bilesenleri de onemli Olgiide
etkilenmektedir. Sicaklik stresi altinda bitki membranlar1 boyunca yapilan organik
¢ozelti, su ve iyon hareketlerinin engellendigi (Ibrahim ve Quick, 2001), gaz
¢ozlinlirliiglinlin, mineral absorbsiyonunun ve su aliniminin azaldig: (Treshow, 1970),
fotosentetik elektron transport sisteminin zayifladigi ve membran lipidlerinin oksidatif

bozulmalar1 artirdigi (Dash ve Mohanty, 2002) bildirilmistir. Nitekim Dekov vd.,



(2000) fotosentezdeki verim azaligini, yiiksek sicaklik stresi altinda kloroplast
enzimlerinin inaktivasyonu sonucu meydana gelen oksidatif hasar ile iliskilendirmistir.
Oksidatif stresin lipid peroksidasyonuna neden olarak, membran hasarina, protein
degradasyonuna ve enzim inaktivasyonlarina neden oldugu ifade edilmistir (Sairam vd.,
2000; Meriga vd., 2004).

Yiiksek sicaklik stresinin bitkiler lizerindeki direkt etkisi proteinlerin denatiire
ve koagiile olmasidir. Yiiksek sicaklik stresi altinda bu zararin 6nlenmesi i¢in suyun gaz
halinde kaybi1 artirilarak (transpirasyon) 1s1 etkisi diigiiriilmeye calisilir (Kadioglu,
2007).

Bir ¢ok arastirmaci yiiksek sicaklik stresi altinda bitki biliylimesi ve gelisiminde,
membran dayaniklilik indekslerinde, pigment igeriginde, enzim aktivasyonlar1 ve/veya
inaktivasyonlarinda, prolin ve protein miktarlarinda meydana gelen degisimleri
bildirmislerdir.

Gibson ve Paulsen (1999), Triticum aestivum fidelerinde yiiksek sicaklik
stresinin bilylime ve {iriin verimi {lizerine etkilerini inceledikleri arastirmalarinda, hem
bitki gelisiminin hem de {irlin veriminin artan sicaklik degerlerinde kontrole kiyasla
onemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir.

Giilen ve Eris (2004), Fragaria x ananassa cv. Camarosa fidelerini 3 hafta
kontrol sicakhiginda (25 °C) yetistirdikten sonra 48 saat 5 °C artisla 30, 35, 40 ve 45 °C
yiiksek sicaklik stresini kademeli olarak uygulamislardir. Ayn1 zamanda kontrolden
aliip dogrudan bu sicakliklara konulan 6rnekler ile calisilmistir. Kademeli artista 40 °c
‘ye kadar elektrolit sizintisinin kontrole yakin fakat 45 °C’ de % 64,3 olarak
bulunmustur. Dogrudan sicaklik soku uygulananlarda 35 OC’ ¢ kadar elektrolit sizintis
neredeyse kontrole yakinken, 45 OC’ de ise elektrolit sizintisinin % 86,7 oldugu ifade
edilmistir.

Cui vd. (2006), sicaklik stresine toleranslar1 farkli iki Festuca arundinacea (cv.
TF-66 ve cv. Jaguar 3) kiltliriinde yiiksek sicaklik stresinin fotosentez, PS 1I
fonksiyonlar1 ve antioksidant enzim aktiviteleri iizerine etkilerini inceledikleri
calismalarinda, her iki ¢esitte de net fotosentez oraninin, rubisko aktivitesinin, klorofil
atb ve klorofil/karotenoid oraninin ve hiicre membran termostabilitesinin azaldiginm
ancak lipid peroksidasyonunun kontrole goére 6nemli dlgiide arttigini ifade etmislerdir.

Ayrica arastirmacilar, sicaklik uygulamalarimin 10. giiniin de her iki cesitte askorbat



peroksidaz ve superoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin arttiin1 ancak 20. giin de AP
aktivitesinin TF-66 cesitinde azalirken, Jaguar 3 ¢esitinde arttigini, SOD aktivitesinin
ise her iki ¢esitte de kontrole gore 6nemli dl¢giide azaldigini bildirmislerdir.

Efeoglu (2006), T. aestivum’ un bazi ¢esitleri iizerine farkli siirelerde (2, 4, 8 ve
24 saat) yiiksek sicaklik (37 ve 40 °C) uygulamalarinin etkilerini inceledigi
calismasinda, ki a, kl b ve karotenoid miktarlarinin 37 ve 45 OC ki degisimleri 6nemsiz
bulunmus ancak 45 °C 8 saat uygulamasinda toplam kl a+b miktarinin kontrole gore
onemli Olgiide azaldigini ifade etmistir. Yiiksek sicaklik uygulamalarinin 8 ve 24.
saatlerinde kontrole gére membran dayaniklilik indeksinde %78.55 oraninda bir azaligin
oldugunu ifade etmistir.

Badawi vd. (2007), T. aestivum’un sicakliga toleransi farkli 3 genotipinde (Fang,
Siete Cerros ve Imam), farkli sicaklik uygulamalarmin 7, 15 ve 21. giinlerde bazi
antioksidant enzim aktiviteleri iizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, artan
sicakliklara bagli olarak antioksidant enzim aktivitelerinin énemli Olgiide degistigini
ifade etmislerdir. 7, 15 ve 21. giin degerlendirmeleri sonucu Fang, Siete ve Imam
genotiplerinde artan sicakliga bagli olarak AP aktivitesinin kontrole gére dnemli 6l¢iide
arttigin1 bildirmistir. KAT aktivitesinin 21. giin degerlendirmelerinde ise Fang ve Siete
genotipinde onemli Ol¢lide bir artis oldugunu ancak Imam genotipinde bu enzim
aktivitesinin 6nemli dl¢lide azaldigini ifade etmislerdir.

Ristic vd. (2007), 12 kislik T. aestivum ¢esidi fidelerini 16 giin boyunca sicaklik
stresine maruz birakarak sicaklik tolerans1 ve klorofil igerigini inceledikleri
calismalarinda, tim Kkiiltiirlerin tilakoid membranlarinin hasara ugradigini ve bir¢ok

kiltiirde klorofil iceriginin kontrole gore 6nemli dl¢giide azaldigini ifade etmislerdir.

2.2. Bitkilerde Agir Metal Stresi

Mn, Fe, Cu, Co, Zn ve Ni gibi agir metaller yiiksek bitkiler i¢in esensiyel
besinlerdir (Nedelkoska ve Doran, 2000). Ancak bu agir metallerin yiiksek
konsantrasyonlar1 bitkiler i¢in toksik etki gosterebilir. Cu ve Zn gibi agir metallerin
normal konsantrasyonlar1 bitkilerin biiylime ve gelisimi i¢in oldukca 6nemli olup, bazi
protein ve enzimlerin yapist i¢in gerekli kofaktdr olarak gorev alirlar (Steffens, 1990).
Ornegin Cu, sitokrom oksidaz, askorbik asit oksidaz gibi redoks enzimlerinin kofaktorii

olarak gorev alir. Mikrobesin elementi olsun veya olmasin agir metallerin bitkide asiri



birikimi fizyolojik strese, biliylime ve gelismede azalmaya sebep olmaktadir
(Ouzounidou, 1994). Bitki dokularinda agir metal birikimi fazla olursa fotosentez
(Lidon ve Ramalho, 1993), enzim aktivitesi (Van Assche ve Ceulemans, 1980) ve
klorofil biyosentezi (Lidon ve Henriques, 1991) gibi ¢esitli metabolik olaylar olumsuz
yonde etkilenmektedir. Bunlara membran hasarlari (Kennedy ve Gonsalves, 1987),
hormon dengesinde bozulmalar ve su iligskisinin degismesi gibi fizyolojik olaylar da
eklenebilir. Cd, Cr, Hg ve Pb gibi agir metaller de ¢esitli yollardan tarimsal ekosisteme
girerler. Bunlarin bitki biinyesinde bulunmalar1 derisimlerine ve ¢oziinebilirliliklerine
baghdir (Bergmann, 1992). Agir metallerin bitkiler iizerindeki etkileri yapilan pek ¢ok
arastirma ile bildirilmistir.

Chaoui vd. (1997), Cd ve Zn uygulamalarinin Phaseolus vulgaris fidelerinin
kok, govde ve yaprak dokularinda bazi antioksidant enzim aktiviteleri iizerine Cd ve Zn
birikiminin etkilerini incelemislerdir. Sonugta KAT aktivitesinin hem kok hem de
yapraklarda azaldigini ancak govde de degismedigini, AP aktivitesinin ise, kok ve
govde dokularinda degismedigini ancak yapraklarda Cd uygulamasinda % 113, Zn
uygulamasinda % 44 oraninda arttigmi ifade etmislerdir. Arastirmacilar govde ve
yaprak dokularinda ¢ozilinlir protein miktarinin agir metal stresinden onemli Olclide
etkilenmese de, koklerde Cd uygulamasi sonucu % 33, Zn uygulamasi sonucu ise % 46
oraninda azaldigmi ifade etmislerdir. Arastirmacilar kok dokusundaki bu azalisi,
koklerin stres faktorlerinden daha fazla etkilendigi fikriyle agiklamiglardir.

Alam ve Shereen (2002), T. aestivum fidelerinde farkli konsantrasyonlarda
uyguladiklart Zn (0, 5, 10 ve 20 mg ) ve P (0, 20 40 ve 60 mg" ) miktarlarnin bitki
biiylimesi tizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, neredeyse tiim uygulamalarda
govde uzunlugu ile siirgiin taze ve kuru agirliklarinin arttigini bildirmislerdir. Ayrica
aragtirmacilar, diisik Zn ve P varliginda klorofil miktarinin arttigimi ancak ytiksek
konsantrasyonlarda kontrole gore 6nemli 6l¢iide azaldigini ifade etmislerdir.

Candan vd. (2003), 0-1 uM Zn igeren besin soliisyonunda yetistirdikleri Mentha
pulegium fidelerinde Zn konsantrasyonunun azalmasina bagli olarak SOD ve KAT
aktivitesinin azaldigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar ayni deneme {initesinde Zn ‘nin
zamana bagll etkilerini incelediklerinde 7,67-1,8x10% pM gibi azalan Zn
konsantrasyonlarinin 12. giiniinde antioksidant enzim aktivitelerinin de kontrole gore

onemli derecede azaldigmmi ifade etmislerdir. Ayrica arastirmacilar artan Zn



konsantrasyonlarina bagli olarak klorofil ve karotenoid miktarinin kontrole gére 6nemli
Olciide azaldigini ifade etmislerdir.

Ozcan (2003), doku kiiltiiriinde yetistirdigi Hordeum vulgare L. ‘nin Zafer -160
varyetesinde 40-80 uM CuSO, uygulamasinin bitki gelisimini tesvik ettigini ancak 400-
1600 pM CuSO4 uygulamalarmmin bitki biiylimesini Onemli Ol¢lide azalttigin
bildirmistir. Arastirmacit Cu konsantrasyonu arttik¢ca ¢imlenme oraninin, kok ve govde
gelisiminin 6nemli Ol¢lide azaldigini ifade etmistir.

Panda vd. (2003), T. aestivum fidelerinde Zn ve Cr agir metallerinin etkilerini
inceledikleri c¢alismalarinda, artan agir metal konsantrasyonlarina bagli olarak
yapraklarda prolin miktarinin 6nemli derecede arttigini ifade etmislerdir. Aragtirmacilar
tiim konsantrasyonlarda MDA ve peroksidaz aktivitesinin arttigin1 ancak KAT, GP ve
SOD gibi enzim aktivitelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini ifade etmislerdir.

Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2005), Ni, Co, Cr ve Zn agir metallerinin farkli
konsantrasyonlarindaki soliisyonlarinda 10 giin siire ile gelismeye biraktiklari Pheseolus
vulgaris fidelerinde, klorofil ve karotenoid miktarlarindaki degisimleri inceledikleri
calismalarinda, dort metalin de klorofil a, klorofil b, total pigment I ve II miktarinda
azalisa, karotenoid miktarinda ise artisa neden oldugunu ifade etmislerdir.

Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2006), Helianthus annuus fidelerine uygulanan
0.03, 0.05 ve 0.07 mM HgCl; ‘in toplam ¢oziinebilir protein, prolin ve klorofil miktari
tizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, artan Hg konsantrasyonlarina bagli olarak
prolin birikiminde kontrole gore sirastyla % 52.7, % 72.2 ve % 91.6 oraninda dnemli bir
artigin, protein birikiminde ise kontrole gore sirasiyla % 21.5, % 31.6 ve % 47.1
oraninda bir azalmanin oldugunu ifade etmislerdir. Arastirmacilar toplam klorofil (a+b)
miktarinin, 0.03 mM HgCl;, uygulamasinda % 21.9, 0.05 mM HgCl; uygulamasinda %
28.2 ve 0.07 mM HgCl; uygulamasinda ise % 36 oraninda azaldigini bildirmislerdir.

Kirbag-Zengin (2006), Phaseoulus vulgaris fidelerinde (0.1, 0.3 ve 0.5 mM)
NiCl,.6H,0 ve (0.5, 0.7 ve 1.0 mM) CrCl3.6H,0 uygulamalarinin kok, govde ve yaprak
biiyiimesi iizerine etkilerini inceledigi ¢calismasinda, kok, gévde ve yaprak gelisiminin
artan metal konsantrasyonlarinda 6nemli 6l¢iide etkilendigini ifade etmistir. Arastirmact
Ni ve Cr uygulamalarinin 10. giiniinde kok - gévde uzunluklar: ile yaprak gelisiminin,

kontrol bitkilerine gore 6nemli dlgiide azaldigini bildirmistir.



Srivastava vd. (2006), Hydrilla verticillata (L.f.) Royle bitkisine farkli
konsantrasyonlarda Cu uygulamalarinin, antioksidant ve fitokelatin cevaplari iizerine
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, artan Cu konsantrasyonlarinda oksidadif stres
sonucu Yyapraklarda elektirik iletkenliginin (EL), SOD ve AP aktivitelerinin arttigini
ifade etmislerdir. Arastirmacilar zamana baglh olarak degerlendirdikleri KAT
aktivitesinin, 1 pM Cu uygulamasinin 7. giiniin de kontrole gore % 108 oraninda
arttigin1 ancak 25 uM Cu uygulamasinda kontrole gére % 42 oraninda azaldigini ifade
etmislerdir.

Zou vd. (2006), Amaranthus viridis’ de farkli konsantrasyonlardaki Cr (VI)
uygulamalarinin kok gelisimine etkisini inceledigi ¢alismalarinda, 24 saat 10° M Cr
(VI) uygulamasi sonucu kok gelisiminin 6nemli dlgiide azaldigmi, 10* M Cr (VI)
uygulamasiin kok gelisimini daha az etkilendigini ve 10° M Cr (VI) uygulamasimin ise
kok biiyiimesinde uyarici bir etki yaptigini bildirmislerdir.

Hosseini vd. (2007), Brassica napus cv. Pf 7045 91 ve Hyola 40 cesitlerine
farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM) Pb uygulamalari
sonucu her iki ¢esidin ¢imlenme ve gelisiminde 6nemli bir azalisin oldugunu, bitkilerin
kok ve govdelerinde katalaz ve peroksidaz enzim aktivitelerinin Pb konsantrasyonuna
bagli olarak arttigin1 ifade etmislerdir.

Singh vd. (2007), T. aestivum fidelerinde 5, 25, 50 ve 100 mg L™ Cu
uygulamalarinin 14. ve 21. giinler de, tohum ¢imlenmesi ve gelisimi iizerine etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda, % c¢imlenme oraninin, plumula ve radikula uzunlugunun,
lateral kok sayisinin ve slirglin  taze agirhigi ile su igeriginin artan Cu
konsantrasyonlarinda azaldigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar klorofil miktarinin 14.
ve 21. giinler de kontrole gore dnemli dl¢lide azalirken, karotenoid miktarinin 14. giin
de arttigin1 ancak 21. giin de tekrar kontrole gore azaldigini ifade etmislerdir. Ayrica
arastirmacilar katalaz ve peroksidaz aktivitelerini de inceledikleri ¢caligmalarinda, her iki
enzim aktivitesinin de artan Cu konsantrasyonlarina bagli olarak arttiin1 ifade
etmislerdir.

Pourakbar vd. (2007), Zea mays fidelerinin 0, 25, 50, 75 ve 100 uM Cu igeren
besin soliisyonunda yetistirilmesi sonucu artan metal konsantrasyonuna bagli olarak
klorofil a, b ve karotenoid miktar1 ile nitrat rediiktaz aktivitesinin onemli Ol¢iide

azaldigin1 ancak serbest amino asit miktarmin arttigin1 ifade etmislerdir.
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Gautam vd. (2008), Vigna radiata fidelerinde 0, 0.01, 0.1, 1.0 ve 2.0 mM Pb
uygulamalarinin tohum ¢imlenmesi ve bitki biiylimesi {izerine etkilerini inceledigi
caligmalarinda, artan Pb konsantrasyonlarma bagli olarak klorofil, karotenoid ve
¢Oziinlir protein miktarinin onemli Olgiide degistigini ifade etmislerdir. Artan Pb
konsantrasyonlarinda klorofil, karotenoid ve ¢dziiniir protein miktarinin kontrole gore
onemli diizeyde azaldigi bildirilmiglerdir. Arastirmacilar 0.01 ve 0.1 mM Pb
uygulamalarinda kontrole gore ¢oziiniir protein miktarinda bir artisin, 1.0 ve 2.0 gibi
yiiksek Pb konsantrasyonlarinda ise onemli Ol¢lide bir azalisin oldugunu tespit
etmislerdir.

Subrahmanyam (2008), T. aestivum fidelerinde 0.10, 0.15 ve 0.25 mM
NayCr,07.2H,0 uygulamalar1 sonucu 20. giin sonunda kék ve govde kuru agirliginin
onemli Ol¢iide azaldigini ve bu azalisin govde de kokten daha fazla oldugunu ifade
etmistir. Arastirmaci artan agir metal konsantrasyonuna bagli olarak klorofil a
miktarmin kontrole goére sirasiyla % 16.5, % 22.3 ve % 40.5, klorofil b miktarmnin ise
kontrole gore sirasiyla % 19.4, % 46.1 ve % 55.6 oraninda azaldigini ifade etmistir.
Ayrica arastirmact 8. ve 14. glinlerde KAT ve AP aktivitelerindeki degisimleri de
incelemistir. 0,1 mM Cr uygulamalarinda katalaz aktivitesinin 8. glinde % 7, 14. giinde
ise % 28 oraninda azaldigini bildirmistir. AP aktivitesindeki en fazla azalisin % 22.3 ile
14. giin 0.25 mM Cr uygulamasinda oldugunu ifade etmistir.

Dogan ve Colak (2009), T. aestivum cv. Tosunbey fidelerinde 0, 10 ve 100 mg
L™ konsantrasyonlarindaki Pb uygulamalarinin, biiyiime ve gelismeyi engelledigini,
bitkinin kok ve otsu govdelerinde ¢oziiniir protein ve fenolik bilesiklerin miktarin
azalttigini ifade etmislerdir.

Ergiin ve Oncel (2010), Lens esculenta fidelerinde biiyiime ve bazi1 biyokimyasal
parametreler lizerine farkli konsantrasyonlardaki Cd ve Zn metallerinin etkilerini
inceledikleri calismalarinda, artan Cd konsantrasyonlarina bagli olarak goévde kuru
agirhiginin, fide biiylimesinin, ¢oziiniir protein ve ¢oziiniir fenolik i¢eriginin azaldigini,
buna karsilik metal iyonlarnin artisina bagli olarak hem kok hem de gévde de prolin

miktarinin arttigini belirtmislerdir.
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2.3. Sicakhik — Agir Metal Etkilesimleri

Bitki biiylimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan en dnemli ¢evre faktorlerinden birisi
sicakliktir (Graham ve Patterson, 1982; Vierling, 1991). Sicaklik stresi sonucu meydana
gelen metabolik degisimlere ek olarak topraktaki agir metal kontaminasyonlarinin da
artmas1, bitki biiyiime ve gelisimini dnemli 6l¢iide etkilemektedir. Nitekim Oncel vd.
(2000), farkli konsantrasyonlardaki Pb ve Cd (0, 50, 100, 250 ve 500 mg Lt ) agir
metalleri ile birlikte uyguladiklart 8/4, 25/18 ve 35/26 °C (giindiiz/gece) sicaklik
denemelerinin T. aestivum fidelerinin Gerek-79 ve Bolal-2973 ¢esitleri lizerine etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda, yiiksek konsantrasyonda Cd uygulamalar1 sonucu bitki
boyu ve toprak istii kisimlarinin kuru agirhiginda kontrole gore onemli seviyede bir
azalisin oldugunu ifade etmislerdir. Metal konsantrasyonuna ve sicaklik degisimlerine
bagli olarak toplam klorofil iceriginin Gerek-79 cesitinde, diisiik sicaklikta Cd
uygulamalar1 sonucu kontrole gore % 50 civarinda azaldigini ve bu azalmanin Bolal-
2973 g¢esitinde kontrole gore % 70 civarinda oldugunu tesbit etmislerdir. Yiiksek
sicaklik Cd uygulamalarinda ise Gerek-79 ‘da klorofil miktarmin kontrole gore % 35
oraninda azaldigi, Bolal-2973> de ise bu azalisin % 30 civarinda oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar, her iki gesitte Pb ile birlikte uygulanan farkli sicaklik
derecelerinin serbest prolin miktarinda onemli bir artisa neden olmadigini ifade
etmiglerdir. Cd ile birlikte uygulanan diisiik ve yliksek sicaklik denemelerinde, Bolal-
2973 gesidi fidelerde serbest prolin miktarlarinin arttigini, Gerek-79 fidelerinde ise
ozellikle diisiik sicaklikta ve yiiksek Cd konsantrasyonlarinda serbest prolin miktarinin

arttigin1 ifade etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Aragtirmamizda bitki materyali olarak kurakliga dayanimmnin iyi oldugu
belirlenmis olan bugday tohumlar: (Tiriticum aestivum L. cv. Dagdas 94) kullanilmistir
(http://www ktb.org.tr). Bugday tohumlar1 Adana Cukurova Ziraat Fakiiltesi’'nden temin
edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bitki Yetistirme Kosullari

Calismamizda materyal olarak kullanilan fidelerin yetistirilmesi siirecinde
bugday tohumlar1 20 dakika % 2’lik sodyum hipoklorid (NaOCl) ¢ozeltisi ile (Rubio
vd., 1994) steril edildikten sonra, distile su ile yikanip, petrilerde distile su ile
nemlendirilmis filtre kagidi arasinda 24+2 °C’lik inkiibatorde 48 saat siire ile
¢imlendirilmeye birakilmistir. Cimlendirilen tohumlar kum-perlit karisgimi (1:1, v:v)
(kum cap1 ortalama olarak 0,7 mm, perlit ¢cap1 ortalama 2,8 mm) bulunan kavatalarda
iklim kabininde bes giin distile su ile sulanarak biiyiitiilmiistlir. Besinci giinlin sonunda
fideler kum-perlit karisimindan ¢ikarilmis ve kokler distile su ile zarar verilmeden iyice
yikanmustir. Fidelerin su kiiltiirii teknigi ile yetistirilmesinde iki litrelik, dis1 151k
gecirmeyecek sekilde alliminyum folyo ile sarilmis (Salisbury ve Ross, 1992) plastik
kaplar kullamilmistir. Plastik kaplarin agiz kismina fideleri yerlestirmek tlizere 6 adet
delik bulunan 6zel kapaklar hazirlanmis ve kapaklarin iizeri yine aliiminyum folyo ile
kaplanmustir. Her kaba iki litre besin ¢ozeltisi konulmustur. Besin ¢ozeltisi olarak pH’1
5.7° ye ayarlanmis tam gii¢lii Arnon ve Hoagland (1940) ¢ozeltisi kullanilmistir. Daha
sonra fidelerin kok-siirgiin ayirim bdolgesi bir parca siinger ile sarilmis ve fideler kapak
tizerindeki 5 adet delige ayr1 ayr1 yerlestirilmistir. Deliklerden biri ise c¢ozeltiyi
havalandirmak amaciyla kullanilmistir. Kaplarda bu sekilde hazirlandiktan sonra iklim

kabinine yerlestirilmislerdir.
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Sekil 3.1. Triticum aestivum fidelerinin besin soliisyonuna alinmasi ve biiyiitme

kabininde yetistirilmesi.

Fideler, glin boyu havalandirilmak suretiyle 10 giin biyiitiilmiislerdir. 5. giin
kaplardaki c¢ozeltiler dokiiliip yeni besin ¢ozeltileri ile doldurulmustur. Agir metal
(krom ve bakir) uygulamalar1 (fideler 10 giinliik iken) besin ¢6zeltilerine karistirilmak
suretiyle yapilmistir. Agir metallerin kimyasal safliktaki potasyum dikromat (K5Cr,O7)
ve bakir siilfat (CuSO,4 .5H,0) formlar1 kullanilmistir. Bu metaller kontrol 0, 10, 30 uM
Cr ve kontrol (0,32 uM), 10, 30 uM Cu olacak sekilde besin soliisyonuna ilave
edilmistir. Bitkiler iklim kabininde ortalama 24+2 °C sicaklikta, nisbi nemin % 66 ve
151k kosullarinin ortalama 1198 liikks oldugu kosullarinda yetistirilmistir.

Deneme iki farkli sicaklikta yiiriitiilmiistiir. Birinci deneme; bitkiler iklim
kabininde ortalama 16/24 °C (gece/giindiiz) sicaklikta yetistirilmistir. Agir metal
uygulamasindan sonraki 5. (fideler 15 giinliikk iken) giinde fideler hasat edilmistir.
ikinci deneme de ise baslangig kosullar1 degistirilmeden agir metal uygulamalarinin 4.
giiniine kadar ayni islemler tekrarlanmistir. Agir metal uygulamalarinin 4. giin
bitiminde (fideler 14 giinliik iken) kabin sicaklik ayar1 16/24 °C’ den (gece/giindiiz)
30/40 °C’ ye (gece/giindiiz) ¢ikarilarak fideler 24 saat yiiksek sicaklik stresine maruz

birakilmigtir. Her deneme {initesi 3 tekrarli yiiriitiilmiistiir. Deneme siiresince kaplarin
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yerleri tesadiifi olarak belirlenmis ve kendi aralarinda her giin saat yoniinde rotasyonla
diizenlenerek tekdiizelik saglanmistir. Bitkiler, bu islemlerin akabinde hasat edilmistir.
Hasat sonrasinda bitki biiylime, oransal su igerigi, membran dayaniklilik ve
klorofil Olgiimleri taze materyalden gergeklestirilmistir. Biyokimyasal analizler igin
ayrilan fidelerin kokleri kok-siirgiin ayirim bolgesinden kesilmis ve siirgilinler ¢oziiniir
protein, prolin ve enzim analizleri i¢in kii¢lik pargalar halinde derin dondurucuda, -80

derecede saklanmustir.

3.2.2. Bitki Biiyiime Ol¢iimleri

Hasattan sonra farkli sicaklik ile Cr ve Cu uygulamalar1 yapilan fideler arasindan
tesadiifi bloklar deneme desenine gore secilen 9 fidede kok ve siirgiin boylar1 cm olarak
Olciilmiistlir. Daha sonra fideler kok—siirgiin ayrim bolgesinden kesilerek kok ve siirgiin

taze agirliklar ayri ayri belirlenmistir.

3.2.3. Kuru Madde Tayini

Fidelerde kuru madde miktar1 hasattan sonra taze agirliklar1 alinan 6rnekler 110

°C’lik etiivde 24 saat kurutulmus ve kuru agirliklari tayin edilmistir.

3.2.4. Oransal Su icerigi (OSI)

Tesadiifi bloklar deneme desenine gore secilen 9 fidenin siirgiin yapraklarindan
4 mm ¢apinda almin disklerden OSI 6lgiimleri 9° ar tekrarli olarak yapilmistir. 0,1 g
yaprak ornegi alinmig ve igerisinde saf su bulunan petri kaplarinda, 25 OC de 2 saat
boyunca bekletilmistir. Bu siirenin sonunda diskler sudan ¢ikarilmis ve turgorlu
agirliklar1 (TuA) belirlenmistir. Ayni diskler 110 0C’ de 24 saat siire ile kurutulup, kuru
agirliklart (KA) olgiilmiis, bu verilerden yararlanarak asagidaki formiile gére OSI

hesaplanmuistir.
OSi=(TA - KA) / (TUA-KA) x 100
3.2.5. Membran Dayamkhihk indeksi (MDI)

Membran dayaniklilik indeksi ylizdeleri yaprak ve kok segmentlerinde Sairam
vd. (1997)’ e gore belirlenmistir. Kontrol ve sicaklik + agir metal uygulamalarindan

hemen sonra birinci yaprak ayasinin en genis yerinden ve kokten ayr1 ayr1 birer cm’lik 5
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segment alinmigtir. Bu segmentler membran dayaniklilik indeksinin belirlenmesi amaci
ile igerisinde 5ml. deiyonize su bulunan tiiplere konulmus ve 24 saat calkalayicida
tutulmustur. Bu siirenin sonunda elektriki iletkenlikleri (EL1) Ol¢tilmiistiir. Daha sonra
bu ornekler 100 °C su banyosunda 30 dakika kaynatilip tekrar elektriki iletkenlikleri
(EL2) ol¢iilmiistiir. Bulunan degerlerden MDI asagidaki formiil ile hesaplanmistir
(Sairam vd.,1997).

MDI (%) = (1- EL1/ EL2) x 100

3.2.6. Pigment Analizi

Yaprak dokularindaki klorofil a ve b, toplam klorofil (a + b) ve karotenoid
miktarlar1 (mg gr'1 T.A.) Amon (1949)’ a gore belirlenmistir.

Sicaklik+agir metal uygulamalarindan sonra hasat edilen fidelerin birinci
yapraklarimin en genis yerinden beser cm’lik segmentler alinip tartilmistir. Segmentler,
kiigiik pargalara ayrilarak 10 ml % 80’ lik aseton ile havanda ezilerek siiziilmiistiir.
Daha sonra spektrofotometrede (1240 UV/Vis. Spectrophotometer) 663, 645 ve 470
nm’deki absorbans degerleri kaydedilmistir. Pigment miktarlar1 asagidaki formiillere
gore hesaplanmistir (Arnon, 1949).

Kla (AR) = [(12.7 x A663) — (2.69 x A645)]

Klb (AR) = [(22.9 x A645) — (4.68 x A663)]

Kla+b (AR) = [(20.21 x A645) + (8.02 x A663)]

Kla/b (AR) = Kla (AR) / Klb (AR)

Daha sonra bu degerler, Porra (2002)’in Onerisi dikkate alinarak asagidaki gibi
diizeltilmistir.

Kla (P) = Kl a+b (P) x Kl a/b(P) / (Kla/b (P) + 1)

Klb (P) =Kl atb (P) / (Kl a/b (P) + 1)

Burada gerekli olan Kla+b ve Kla/b degerleri asagidaki esitliklere gore hesaplanmastir.

Kla+b (P) = 0.895(Kla+b (AR))

Kla/b (P) = (0.593 + 0.459 (Kla/b (AR) ) + 0.229 (Kl a/b (AR) ) x 2
Diizeltilmis konsantrasyon degerleri ele alinarak once birim yaprak agirligi basina
klorofil pigment miktarlar: (mg g™)asagidaki gibi hesaplanmistur.

Kla (mg g™) = Kla (P) x (V/W)

Klb (mg g*) = Klb (P) x (V/W)

Kla+b (mg g) = Kla+b (P) x (V/W)
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3.2.7. Serbest Prolin Analizi

Serbest prolin analizi i¢in, 0.5 g taze materyal 10 ml %3’ liik siilfosalisilik asit ile
havanda ezilerek siiziintii 24 saat +4 “C’ de bekletilmistir. Homojenat Whatman No: 2 *
den siiziilerek cam tiiplere konulmustur. Siiziintlinlin 2 ml’ si {izerine 2 ml ninhidrin
coOzeltisi ve 2 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek su banyosunda 100 °C’ de 1 saat
bekletilmistir. Bu islem sonucunda tiipler oda sicakligina alinarak iizerlerine 4 ml soguk
toluen konularak 15 - 20 sn vortekslenmistir. Toluen fazi absorbansi 520 nm’ ye

ayarlanmis spektrofotometrede prolin standardina karsi 6l¢iilmiistiir (Bates vd., 1973).

3.2.8. Enzim Analizleri
3.2.8.1. Askorbat Peroksidaz (AP, E.C. 1.11.1.11)

Askorbat peroksidaz (AP) aktivitesi, Cakmak ve Marschner (1992) ve Cakmak
(1994)’e gore 290 nm’de askorbat oksidasyon orani Olgiilerek saptanmistir. Reaksiyon
karisimi (1ml), 50 mM fosfat tamponu (pH 7.6), 0,1 mM EDTA, 12 mM H,0,, 0,25
mM L(+) askorbik asit (ASA) ve enzim ekstraktindan olusmaktadir. (Cakmak ve
Marschner 1992).

50 mM P tamponu hazirlanisi:

A) KH,PO, (MA: 136.09 g mol™)

B) K;HPO, * 3H,0 (MA: 228.23 g mol™)
A+B karnistirllarak pH: 7.6° a ayarlanilir.

3.2.8.2. Katalaz (KAT, E.C. 1.11.6.1)

Katalaz enzim aktivitesi (KAT), spektrofotometrede 240 nm’de H;0;’in
pargalanma oranina bagl olarak ol¢iilmiistiir. Reaksiyon karigimi (1ml), 50 mM fosfat
tamponu (pH 7.6), 0,1 mM EDTA, 100 mM H,0; ve enzim ekstratindan olusmaktadir
(Cakmak ve Marschner 1992).

50 mM P tamponu hazirlanisi:

A) KH,PO, (MA: 136.09 g mol™)

B) K;HPO, * 3H,0 (MA: 228.23 g mol™)
A+B karistirilarak pH: 7.6’ a ayarlanilir.
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3.2.9. Coziiniir Protein Analizi

Orneklerin ¢dziiniir protein analizi igin 0,5 g bitki 6rnegi %80’ lik aseton ile
onceden sogutulmus havan igerisinde ekstrakte edilmis ve 10 dk ¢alkalanmistir. Karigim
10.000 rpm’ de 10 dk santrifiijlenerek slipernatan atilmistir. Cokelti iizerine 0,1 M Tris-
HCI (pH: 8) tamponundan 2 ml ilave edilerek 3.000 rpm’ de 5 dk santrifiijlenmistir.
Stipernatan, 8 ml %100’ lik aseton ile karigtirilarak 15.000 rpm’ de 10 dk tekrar
santrifiijlenmis ve proteinler ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti iizerine 0,1 M Na(OH)’ tan 2 ml
eklenerek proteinler siispanse edilmis ve bunun 1 ml’ si tayin i¢in spektro kiivetine
alimmustir (Jordan vd., 1992). Coziiniir protein konsantrasyonlart 600 nm dalga boyuna
ayarlanmis spektrofotometrede bovin serum albumin standartlarina karsi Olciilerek
belirlenmigtir (Lowry vd., 1951). Bovin serum albumin proteininin degisik
konsantrasyonlarindaki absorbans degerlerinden yararlanilarak elde edilen protein

standart grafigine gore orneklerin ¢ozlinilir protein miktarlari hesaplanmigtir.

3.2.10. Elektroforez Analizi
3.2.10.1. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Protein analizleri Laemmli’ye gére % 5°lik yigmlastirict ve % 12’lik ayiricr jel
kullanarak sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (mini Clever SDS-
PAGE) yapilmistir (Laemmli, 1970).

3.2.10.2. SDS-Poliakrilamid Jellerinin Hazirlanmasi

Ayirma Jeli: 4 ml Akrilamid/Bis Akrilamid (% 30°’lik), 3.3 ml distile su, 2.5 ml
1,5 M Tris-HCI (pH: 8,6), 100 ul % 10’luk APS (amonyum per siilfat), 100 pl % 10’Tuk
SDS birbirine karistirildiktan sonra 4 ul TEMED (N,N, tetraetilen diamid) ilave
edilerek, 1 mm araliga sahip iki jel cami arasina hizli bir sekilde dokiilmiistiir. Jelin tist
kismu distile su ile kaplanip hava ile temasi1 6nlenerek polimerize olmasi saglanmistir.

Yigma Jeli: 1,4 ml % 30’luk Akrilamid/Bis Akrilamid, 0,36 ml distile su, 0.25
ml 1 M Tris-HCI (pH: 6.8), 20 ul % 10’luk APS ve 20 ul % 10’luk SDS birbiri ile
karistirildiktan sonra 2 pl TEMED ilave edilmistir. Bu karigim polimerize olan ayirma

jelinin iizerindeki distile su uzaklastirildiktan sonra ayirma jeli tizerine dokiilmiistiir.
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Tarak yerlestirilmis ve jelin polimerize olmasi saglanmistir. Polimerize olan jelden tarak
cikartlmig, jel tanka sabitlenmis ve elektroforez dilizenegi (Clever Vertical
Electrophoresis) yiiriitme tamponu ile doldurulmustur.

Stok Yiiriitme Tamponu (pH; 8.3) (5x): 25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 1
(w/v) SDS, distile su karigtirilarak hazirlanmistir.
Protein marker (BioLabs-P7702S) (2 ul) ve ornekler (15 pl) kuyucuklara yiiklenmis ve
gii¢ kaynagi baglantisi ile 24 mA’de 100 voltta ortalama 4 saat yiiritiilmiistiir.

Stok Boya Cozeltisi: % 0,005 Coomassie Brillant mavisi % 50 (v/v) metanol, %
10 (v/v) asetik asit ve % 40 distile H,O ile karistirilarak hazirlanmistir.

Elektroforez igleminin bitmesinin ardindan jeller, boya ¢ozeltisi icerisinde bir
gece bekletilmistir. Jeller distile su ile esit araliklarla yikanarak jellerin zemininde

bulunan fazla boyanin giderimi saglanmistir.

3.3. istatistiksel Analizler

Sonuglar, aritmetik ortalamalarin (%) ve standart hatalarin (5%) hesaplamasi ile
degerlendirilmistir (Apaydin vd., 2002). Deneme sonucunda elde edilen degerlerin
karsilastirilmasinda varyans analizi tekniginden yararlanilmistir. Varyans analizi
tekniginde karsilagtirilan gruplar arasinda istatistiksel olarak fark bulunmus ise farkl
olan gruplarin belirlenmesinde c¢oklu karsilastirma yontemlerinden Duncan testi

kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu caligmada elde edilen sonuglar, kontrol grubu ile 10 ve 30 uM
konsantrasyonlarinda Cr ve Cu uygulamalarina maruz kalan fideler arasindaki farklar
ve ayrica bu agir metallerle birlikte yapilan 2 farkli sicaklik (16/24 °C ve 30/40 °C)
uygulamalarinin bugday fideleri {izerine etkilerini ortaya koyacak sekilde ele alinmaistir.
Denemelerde kullanilan bugday fidelerinde kok ve siirgiin boyu, kok, siirgiin taze ve
kuru agirligi, kok/siirgiin orani, oransal su igerigi, kok - govde MDI, klorofil (a, b,
toplam ve a/b orani), karotenoid miktari, AP ve KAT enzim aktiviteleri, serbest prolin,

¢Oziiniir protein ve ¢oziiniir proteinlerin SDS-PAGE’ de analizleri incelenmistir.

4.1. Sicaklik - Agir Metal Etkilesimlerinin Bitki Biiyiimesi Uzerine Etkileri

4.1.1. Kok Gelisimine Etkileri

Arastirmada bitki biliylime parametreleri incelendiginde, gerek sicaklik ve agir
metal gerekse de agir metallerin konsantrasyonlari arasinda bugday fidelerinin kok
boyunda meydana gelen farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p< 0,01).
Sicaklik+agir metal+agir metallerin konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesimler ise kok

boyunda 6nemli bir azalmaya neden olmustur (p< 0,01) (Sekil 4.1, Ek 1-2).

——24°C(Cu) =il 24°C(Cr)
ceefees 40°C(Cu)  --e3ée- 40°C(Cr)

Ortalama Kok Boyu (cm bitki1)

Agir Metal Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.1. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde ortalama kok boyuna etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde ,** P < 0.01
diizeyinde dnemlidir.
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Kok taze agirligr incelendiginde, gerek sicaklik (p< 0,05), agir metal ve gerekse
de agir metallerin konsantrasyonlar1 arasinda bugday fidelerinin kok taze agirliklarinda
meydana gelen azalmalar istatistik olarak onemli bulunmustur (p< 0,01). Ayrica
sicaklik+agir metal etkilesimleri sonucu kok taze agirhiginda onemli Ol¢lide azalma

meydana gelmistir (p< 0,01) (Sekil 4.2, Ek 3-4).

—4—24°C(Cu) == 24°C(Cr)
coofees 40°C(Cu)  -eexée+ 40°C(Cr)

100
90 % ..... virsg
80

70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10 -
0 | 1

0] 10 30
Agir Metal Konsantrasyonu (uM)

Kok Taze Agirlik (mg bitkit)

Sekil 4.2. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde ortalama kok taze agirligina etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde, ** P < 0.01
diizeyinde 6nemlidir.

Sicaklik (p< 0,05) ve agir metal konsantrasyonlar1 arasinda bugday fidelerinin
kok kuru agirliklarinda meydana gelen azalmalar istatistik olarak énemli bulunmustur

(p<0,01) (Sekil 4.3, Ek 5-6).
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=—t—24°C(Cu) =—fll=—24°C(Cr)

cordess 40°C(Cu)  ++exées 402C(Cr)
30 Xeveern,

" ranagggy
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20 ~

15 -

10 -

5 -

0] | 1

0] 10 30
Agir Metal Konsantrasyonu (LM)

Ortalama Kok Kuru Agirlik (mg bitki?)

Sekil 4.3. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde ortalama kok kuru agirligina etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde, ** P < 0.01
diizeyinde 6nemlidir.

Oncel vd. (2000), farkli konsantrasyonlardaki Pb ve Cd (0, 50, 100, 250 ve 500
mg/l) agir metalleri ile birlikte uyguladiklart 8/4, 25/18 ve 35/26 °c (glindiiz/gece)
sicaklik denemelerinin bugday fideleri {izerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda,
35/26 °C sicaklik parametresi ile birlikte 250 mg L Cd uygulamasiuin bugday
fidelerinde kok biiyiimesini 6nemli Olgiide azalttigini ayrica Cd uygulamasi sonucu
bugday fidelerinde % kuru agirligin arttigin1 ancak Pb uygulamalarinda % kuru agirlikta
onemli bir artigin olmadigini ifade etmislerdir.

Ozcan (2003), doku kiiltiiriinde yetistirdikleri Hordeum vulgare L. ‘nin Zafer -
160 varyetesinde 40-80 uM CuSO, uygulamasinin bitki gelisimini tegvik ettigini ancak
400-1600 pM CuSOs uygulamalarimin bitki biiylimesini onemli olgiide azalttigini
bildirmistir. Arastirmaci Cu konsantrasyonu arttik¢a ¢imlenme oraninin, kok ve gévde
gelisiminin 6nemli 6l¢lide azaldigini ifade etmistir.

Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2004), 0.1, 0.2 ve 0.3 mM CuCl, iceren
Hoagland soliisyonlarinda biiyiitiilen fasulye fidelerinin primer kokleri, uygulamanin
ikinci giinlinde kontrole gore, sirasiyla % 18.2, % 20.8 ve % 21.3 oranlarinda daha az
bliylidiigiinii ifade etmislerdir (p< 0.05). On giinliik uygulama siiresinin sonunda yapilan
Ol¢iimlerde ise 0.1, 0.2 ve 0.3 mM CuCl, konsantrasyonlarinda fidelerin primer kdk
uzunlugunu kontrol bitkilerine gore, sirasiyla % 31.4, % 32.8 ve % 34.5 oranlarinda

azalttigini (p< 0.01) ifade etmislerdir.
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Jamal vd. (2006), T. aestivum (cv. Anmol ve cv. Kiran) fidelerinde ¢imlenme ve
erken fide evresinde farkli konsantrasyonlardaki (0, 40, 80, 120 ve 160 ppm) Al ve Cr
metallerinin etkilerini inceledikleri c¢alismalarinda, tohum ¢imlenmesi ve kok
uzunlugunun kontrole goére 6nemli 6l¢iide azaldigini ayrica Al ve Cr uygulamalar1 kuru
agirlikta bir degisime neden olmasa da iki metalin birlikte uygulanmasi sonucu her iki
cesitte de kuru agirligin arttigini ifade etmislerdir.

Zou vd. (2006), Amaranthus viridis ‘de farkli konsantrasyonlardaki Cr (VI)
uygulamalarinin kok gelisimine etkisini inceledigi ¢alismalarinda, 24 saat 10° M Cr
(VI) uygulamast sonucu kok gelisiminin 6nemli 6l¢iide azaldigmi, 10° M Cr (VI)
uygulamasinin ise kok biiyiimesinde uyarici bir etki yaptigini ifade etmistir.

Bouazizi vd. (2007), 10 giin boyunca hidroponik ortamda yetistirilen Zea mays
fidelerine 7 giin boyunca 50 ve 100 uM CuSOj4 ‘e maruz biraktiklarinda kok ve govde
uzamasinin onemli dl¢iide azaldig1 ve kdk gelisiminin gévde gelisiminden daha fazla
etkilendigini ifade etmislerdir.

Singh vd. (2007), T. aestivum ‘da tohum ¢imlenmesi ve gelisimi iizerine farkli
konsantrasyonlardaki Cu uygulamalarinin etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, %
cimlenme oraninin, plumula ve radikula uzunlugunun ve yan (lateral) kdk sayisinin
artan Cu konsantrasyonlarinda kontrole gore azaldigini ifade etmislerdir.

Ergiin ve Oncel (2009), T. aestivum fidelerinde Pb, Zn ve Cd agir metalleri ve bu
agir metallerle birlikte ABA ve GA3 hormon etkilesimlerinin kok ve siirgiin biiylimesi
lizerine etkileri zamana bagli olarak arastirmislardir. Sonugta her iic metalin yiiksek
konsantrasyonlar1 ve bu agir metallerle birlikte uygulanan ABA ve GAj3’ un bugday
bitkisinin kok ve siirglin biiylimesini engelledigini bildirmistir. Agir metallerin
konsantrasyon ve uygulama siiresinin (5 ve 10 giin) artisina paralel olarak kok ve
stirgiin biiylimesinin engellenmesi arasinda bir paralelligin oldugunu saptamistir. Ayrica
arastirmacilar calisilan parametreler lizerinde genel olarak en toksik etkinin Cd
denemelerinde goriildiigiinii ifade etmislerdir.

Kok biiylimesinin metal toksisitesine ¢ok fazla duyarli oldugu belirtilmistir (Foy
vd., 1978). Agir metallere maruz kalan bugday fidelerinde kdok biiylimesinde meydana
gelen inhibisyonlar bakimindan bulgularimiz Jamal vd. (2006), Bouazizi vd. (2007),
Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2004), Singh vd. (2007), Zou vd. (2006) ve Ergiin ve
Oncel (2009)’ in bulgularmi desteklemektedir. Bununla birlikte Ozcan (2003), 40-80
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uM CuSOq4 uygulamasinin bitki gelisimini tesvik ettigi yondeki bulgular ile bizim kok
geligimi ile ilgili bulgularimiza zit diigmektedir. Agir metallerin kok biiyiimesi {izerine
engelleyici etkilerinin bitki tiirii ve bliyiime kosullarina gore degistigi ifade edilmistir
(Greger vd., 1991).

Bir agir metal olan Cu’in bitki gelisimi i¢in gerekli bir mikrobesin elementi
oldugu bilinmektedir. Bitki biinyesinde bir¢ok fizyolojik islevlere katilan Cu ¢ok sayida
metalloprotein i¢in gerekli bir kofaktordiir. Bununla birlikte, hiicrelerde toksik seviyede
Cu bulunmasi durumunda hiicresel metabolizma (fotosentetik elektron transfer sistemi
gibi) aksayarak bitki gelisimi inhibe olmaktadir. Cu, fotosentetik elektron akseptorii
olan plastosiyanin, sitokrom oksidaz, askorbik asit oksidaz gibi redoks enzimlerinin
kofaktoriidiir. Yine superoksit redikallerinin (0'2) par¢alanmasini saglayan superoksit
dismutaz enzimi de Cu ihtiva eden bir diger enzimdir (Kadioglu, 2007). Hiicresel
seviyede; proteinlerin siilfhidril (tiyol) gruplarini baglamasi ve bdylece enzim
aktivitesini veya protein fonksiyonlarinin bozulmasi durumunda, diger esansiyel
iyonlarin yetersizliginde indiiksiyonlarinin artmasi, hiicre transport sisteminin
bozulmast ve oksidatif hasar durumlarinda hiicredeki Cu konsantrasyonlar1 toksik
seviyelere ¢ikmaktadir (Assche ve Clijsters 1990; Meharg, 1994). Cu*? ve Cu*
arasindaki redoks dongiisii ile asir1 derecede toksik olan OH' radikellerinin olusumu
katalizlenir ve ilerleyen durumlarda DNA, protein, lipid ve diger biyomolekiillerin ciddi
hasar gormesiyle sonuglanmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Bununla birlikte
hiicrede Cu’ nun eksik veya fazla bulunusu bir¢ok fizyolojik islevleri etkileyerek bitki
biiyiime ve gelismesini olumsuz yonde etkilemektedir. Asir1 toksik seviyelerdeki Cu
konsantrasyonlarinda nekrozis, klorozis, bodurluk, yaprakta renk kaybi ve kok
biiyiimesinin engellenmesi gibi semptomlar ortaya ¢ikmaktadir (Van Assche ve Clijsters
1990; Marschener, 1995).

Koklerde yapraktan ve govdeden daha fazla Cr birikimi olmaktadir. Koklerdeki
fazla Cr birikiminin nedeni kok hiicre vakuollerinde Cr birikiminin yapilmasindan
kaynalanabilir. Bu durumun belki de bitkilerin Cr toksisitesine dogal yoldan verdikleri
bir cevap oldugu diisiiniilmektedir (Shankar vd. 2004). Agir metallerin etkisiyle kokiin
kahverengilestigi ve kahverengilesmenin suberin miktarinin artmasiyla olustugu, bu
durumun da su alimini smirladig ileri siirtilmiistiir (Barcelo vd. 1990). Cr ile kirlenmis

topraklarda kok biliylimesindeki bu azalig, koklerin bulundugu ortamdan su absorblama
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yeteneklerini yitirmelerinden dolay1 ortaya c¢ikabilecegi bildirilmistir (Barcelo vd.,
1986).

Kok biiyiimesi sicaklikla 6nemli derecede inhibe olmaktadir. Sicakliga bagh kok
bliylimesinde meydana gelen azalma ile ilgili bulgularimiz Efeoglu (2006)’ nin verileri
ile uyumludur.

Calismamizda yiiksek sicaklik kosullart altinda agir metal konsantrasyon
artisina paralel olarak kok gelisiminde meydana gelen azalma ile ilgili bulgularimiz
Oncel vd. (2000) in 35/26 °C sicaklik parametresi ile birlikte 250 mg L™* Cd
uygulamasinin bugday fidelerinde kok biiyiimesini 6nemli dlglide azalttigini ifade eden

bulgulari ile uyumludur.

4.1.2. Siirgiin Gelisimine Etkisi

Arastirmada bitki biiyiime parametreleri incelendiginde, bugday fidelerinin
siirglin boyunda; sicaklik, agir metal ve agir metallerin konsantrasyonlar1 arasindaki
farklara bagli azalmalar Onemli bulunmustur (p<0,01). Sicaklik+agir metal

konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesimler de siirgiin boyunda azalmaya neden olmustur

(p<0,05) (Sekil 4.4 Ek 7-8).
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Sekil 4.4. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde ortalama siirgiin boyuna etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde, ** P < 0.01
diizeyinde onemlidir.
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Siirgiin taze agirliginda meydana gelen sicakliga ve agir metal konsantrasyonuna

bagli azalmalar (p< 0,01) seviyesinde dnemli bulunmustur (Sekil 4.5, Ek 9-10).

=—f—24°C(Cu)  =—fl=—24°C(Cr)

:; 180 cocdees 40°C(Cu)  +ee3¢e 40°C(Cr)

E

2 170

£

< 160

% 150

[4h]

S 140

'_

é} 130

2 120 : ,
0 10 30

Agir Metal Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.5. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde ortalama siirgiin taze agirligina etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,
** P <0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Arastirmada agir metallerin konsantrasyonlarinin (p< 0,01) ve sicaklik+agir
metal etkilesimlerinin (p< 0,01) bugday fidelerinin siirgiin kuru agirliginda azalmaya
neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6, Ek 11-12).
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Sekil 4.6. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde ortalama siirgiin kuru agirhgina etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,
** P <0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Kok/siirglin oraninda agir metallerin konsantrasyonlart ve sicaklik+agir metal
etkilesimleri sonucu meydana gelen azalmalar istatistik olarak dnemli bulunmustur (p<

0,01) (Sekil 4.7, Ek 13-14).
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Sekil 4.7. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metaltsicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde ortalama kok/siirgiin oranina etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde, ** P < 0.01
diizeyinde 6nemlidir.

Oncel vd. (2000), T. aestivum’ un Gerek-79 ve Bolal-2973 cesitlerinde yiiksek
konsantrasyonda Cd uygulamalar1 sonucu bitki boyu ve toprak iistii kisimlarinin kuru
agirliginda kontrole gore 6nemli seviyede bir azalma oldugunu ifade etmislerdir.

Alam ve Shereen (2002), T. aestivum fidelerinde farkli konsantrasyonlarda
uyguladiklart Zn ve P miktarlarimin bitki biiyiimesi iizerine etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, tlim uygulamalarda kok ve siirgiin taze agirhiginin kontrole gore arttigini
ve bu artisin govde de koklere oranla daha fazla oldugunu ifade etmislerdir.
Aragtirmacilar Zn ve P uygulamalarinda azda olsa gévde uzunlugunun arttifin1 ancak
kok uzunlugunun kontrole gére 6nemli miktarda azaldigini bildirmislerdir.

Kirbag-Zengin (2006), Phaseoulus vulgaris fidelerinde 0.5, 0.7 ve 1.0 mM
CrCl3.6H,0 uygulamalarinin ikinci giiniinde gévde uzunluklarinin kontrol bitkilerine
gore sirasiyla % 11.7, % 12.9 ve % 14.2, uygulamanin onuncu giiniinde ise kontrol
bitkilerine gore sirasiyla % 27.3, % 31.7 ve % 34.7 oraninda azaldigin ifade etmistir.

Ergiin ve Oncel (2010), Lens esculenta fidelerinde kék ve gdvde biiyiimesi
tizerine farkli konsantrasyonlardaki Cd ve Zn metallerinin etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, artan Cd konsantrasyonlarina bagl olarak gévde kuru agirliginin ve fide

bliylimesinin énemli 6l¢iide azaldigini ifade etmislerdir.
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Pb, Cr, Al, Cu ve de Cd gibi metallerin uzun siireli etkisine maruz kalan
bitkilerde kok biiylimesi govdeye oranla 6nemli derecede etkilenmektedir. Ancak bu
durumun bitkinin gelisim evresi, yetisme kosullar1 ve bitki tiirlerine gore degistigi
belirtilmistir (Greger vd., 1991).

Calismamizda oOzellikle agir metalin konsantrasyon artisina paralel olarak
kok/siirglin oraninda azalma belirlenmistir. Bu bakimdan verilerimiz Greger ve ark.

(1991)’ in verileri ile uyumludur.

4.2. Membran Dayamkhlik Indeksine Etkisi

Calismamizda gerek sicaklik, agir metal (p<0,05) ve agir metallerin
konsantrasyonlar1 arasinda bugday fidelerinin kok membran dayaniklilik indekslerinde
meydana gelen farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p< 0,01) (Sekil 4.8).
Sicaklik+agir metal arasindaki etkilesimler ise kok membran dayaniklilik indeksinde

onemli bir azalmaya neden olmustur (p< 0,01) (Sekil 4.8, Ek 15-16).
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Sekil 4.8. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde kok membran dayaniklilik indeksi iizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,
** P <0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Calismamizda sicaklik, agir metal ve sicaklik+agir metal etkilesimleri arasinda
bugday fidelerinin siirglin membran dayaniklilik indekslerinde meydana gelen

farkliliklar istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01) (Sekil 4.9, Ek 17-18).
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Sekil 4.9. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde gdvde membran dayaniklilik indeksi tizerine etkisi (n=9). *P < 0.05
diizeyinde, ** P < 0.01 diizeyinde énemlidir.

Yiiksek sicaklik ile fosfolipid tabakasinin bozulmasina neden olan lipitlerin fazla
stvilagsmasi ve membranda deliklere neden olan membran proteinlerinin denatiirasyonu
ve yigilmasinin yar1 gegirgenligin kaybina neden oldugu diistiniilmektedir (Treshow,
1970). Yiiksek sicaklik kosullari altinda yaprak dokulari hasar gordiikleri zaman
membran gecirgenliinin ve elektrolit sizintistnin arttigir da bildirilmistir (Chen vd.,
1982).

Giilen ve Eris (2004), Fragaria x ananassa cv. Camarosa fidelerini 3 hafta
kontrol sicakliginda (25 oC) yetistirdikten sonra 48 saat 5 OC artisla 30, 35, 40 ve 45 °C
yiiksek sicaklik stresini kademeli olarak uygulamislardir. Ayn1 zamanda kontrolden
alinip dogrudan bu sicakliklara konulan 6rnekler ile de calisilmistir. Kademeli artista 40
Oc: ye kadar elektrolit sizintisinin kontrole yakin, 45 %C’ de ise kontrole gore % 64,3
daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Dogrudan sicaklik soku uygulananlarda ise 35 °C’ e
kadar elektrolit sizintistnin kontrole yakinken, 45 %C’ de elektrolit sizmtisimn % 86,7
oldugunu ifade etmislerdir.

Efeoglu (2006), T. aestivum ¢esidi olan Bezostaya-1’ in yaprak dokularinda 37
ve 45 °C yiiksek sicaklik uygulamalarinin 2, 4 ve 8. saatlerinde kontrole gére membran
dayaniklilik indekslerinde 6nemli bir farkin olmamasina ragmen, 24. saat uygulamasi
sonucu kontrole gére membran dayaniklilik indeksinin % 78,6 oraninda azaldigin1 ifade
etmistir. 45 °C° de 2, 4, 8 ve 24 saat yiiksek sicaklik uygulamalarinin sonunda ise

kontrole gore bu azaligin % 4,0 — 86,1 arasinda oldugunu ifade etmistir. Ayn1 zamanda
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arastirmaci yaptig1 bu calismasinda hem yaprak hem kok dokusunda MDI’ lerinin
azaldigin1 ancak yiiksek sicaklik stresine kok dokusunun yaprak dokusuna oranla daha

hasas oldugunu ifade etmistir.

4.3. Oransal Su Icerigine Etkileri

Arastirmamizda gerek sicaklik gerekse de agir metallerin konsantrasyonlari
arasinda bugday fidelerinin oransal su igeriginde meydana gelen azalmalar istatistik

olarak dnemli bulunmustur (p< 0,01) (Sekil 4.10, Ek 19-20).
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Sekil 4.10. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde oransal su igerigi tizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,** P < 0.01
diizeyinde 6nemlidir.

Poschenrieder vd. (1989), Cd’ un bitkilerde yaprak taze agirhigm kuru
agirh@indan daha fazla etkiledigini ve oransal su igerigini azalttigini ifade etmislerdir.
Kastori vd. (1992), yiiksek konsantrasyonda Cu, Cd, Zn ve Pb’ un transpirasyon ve
oransal su i¢eriginin 6nemli oranda azalttigini tespit etmislerdir.

Oncel ve Keles (2002), iki bugday tiiriine ait 6 genotipin (T. aestivum L. cv.
Bezostaya-1, cv. Seri-82, cv. Kirag-66 ve T. durum Desf. cv. Kiziltan-91, cv. Kunduru
414-44, cv. C. 1252) Amon-Hoagland besin soliisyonuna 200 mM NaCl eklenmesi ile
yetistirdikleri denemelerinde, bitki biiyiimesi ve oransal su igeriginin (OSI) kontrole
gore onemli Ol¢lide azaldigini ifade etmislerdir.

Agir metal uygulamasi ile birlikte OSI” inde meydana gelen azalma ile ilgili

bulgularimiz Kastori vd. (1992), ve Poschenrieder vd. (1989)’ nin verileri ile ayrica
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Oncel ve Keles (2002), NaCl uygulamalarinda OSI de meydana gelen fidelerdeki

azalmayla ilgili verileri ile uyumludur.

4.4. Pigment Miktar1 Uzerine Etkileri

Aragtirmada pigment miktarlar1 incelendiginde, gerek agir metal (p< 0,01) ve
gerekse de agir metallerin konsantrasyonlar1 arasinda bugday fidelerinin kl a
miktarlarinda meydana gelen farkliliklar istatistik olarak dnemli bulunmustur (p< 0,01)

(Sekil 4.11, Ek 21-22).
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Sekil 4.11. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde klorofil a miktar iizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,** P < 0.01
diizeyinde 6nemlidir.

Calismamizda bugday fidelerinin kl b miktarinda meydana gelen farkliliklar,
sicaklik uygulamalarinda (p<0,01) seviyesinde, agir metal ve agir metal

konsantrasyonlar1 arasinda ise (p< 0,05) seviyesinde 6nemli bulunmustur (Sekil 4.12,

Ek 23-24).



31

—4—24°C(CU) === 24°C(Cr)
<M 40°C(Cu)  «-eX-- 40°C(Cr)

0,72

0,7
0,68
0,66
0,64
0,62

0,6 -
0,58
0,56 T >

Klorofil b Miktari (mg g T.A)

Agir Metal Konsantrasyonlari (M)

Sekil 4.12. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde klorofil b miktar1 tizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,** P < 0.01
diizeyinde 6dnemlidir.

Bugday fidelerinin toplam klorofil miktarlarina sicaklik ve agir metal
konsantrasyonlarinin etkisi (p< 0,05) seviyesinde, agir metallerin etkisi ise (p< 0,01)

seviyesinde 6nemli bulunmustur (Sekil 4.13, Ek 25-26).
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Sekil 4.13. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde toplam klorofil miktar1 {izerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,** P <
0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Calismamizda bugday fidelerinin kl a/b orani incelendiginde, sicaklik ve agir
metal konsantrasyonlar1 arasinda meydana gelen farkliliklar (p<0,01) seviyesinde

onemli bulunmustur (Sekil 4.14, Ek 27-28).
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Sekil 4.14. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde klorofil a/b orani iizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde, ** P < 0.01
diizeyinde 6dnemlidir.

Bugday fidelerinin karotenoid miktarlari iizerine agir metallerin etkisi (p< 0,01)
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Ayrica sicaklik+agir metal konsantrasyonlari ve agir

metal+agir metal konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesimler istatistik olarak Onemli

bulunmustur (p< 0,01) (Sekil 4.15, Ek 29-30).
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Sekil 4.15. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde karotenoid miktar1 lizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde, ** P < 0.01
diizeyinde onemlidir.
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Agir metal stresine bagli olarak klorofil iceriginde meydana gelen azalmanin,
Klorofil biyosentez yolunda is goren enzimlerin agir metaller tarafindan engellenmesinin
bir sonucu olabilecegi bildirilmistir. Cd’un klorofil biyosentezi iizerine etki yaptigi ve
protoklorofil rediiktaz ile aminolevulinik asit (ALA) sentezini engelledigi ifade
edilmistir (Stobart vd., 1985). Agir metallerin serbest radikal olusumunu artirarak,
tilakoid membran lipidlerinin oksidatif yikimma neden oldugu diisiiniilmektedir
(Sandmann ve Boger, 1980). Bu ve benzeri durumlarda klorofil yikiminin artmasi veya
sentezinin engellemesi yoluyla klorofil miktarinda azalma olabilecegi belirlenmistir
(Luna vd., 1994). Oksijenik fotosentez sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROT) meydana
gelir. Bu molekiiller oksidatif hasara neden olarak fotosentetik kapasiteyi azaltirlar. Bu
gibi durumlarda ise kloroplastt onarici ve tamir edici mekanizmalar devreye girer
(Demming-Adams vd., 1992: Niyogi, 1999). Bu onarici mekanizmalardan birisinin de
karotenoid miktarindaki artis ile saglandig1 bilinmektedir. Karotenoidler 151k ve oksijen
karsisinda klorofillerin parcalanmasini azalttig1 diisiiniilmektedir. Karotenoidlerin bu tiir
durumlarda klorofillerin par¢alanmasina nasil engel olduklar1 tam olarak bilinmese de,
bu pigmentlerin serbest oksijen radikalleriyle birleserek klorofil yikimina engel
olduklar1 disiinilmektedir (Hopkins, 1995). Patsikka vd. (2002), yiiksek
konsantrasyonlarda Cu uygulamalariyla yetistirilen bitkilerde Fe eksikligi sonucu
klorofil miktarinin azaldigini ifade etmislerdir. Hidroponik biiyilitme ortamina fazla Fe
eklendiginde bitki kokleriyle alinimi sirasinda Cu ile yariga girdigi ve Cu toksisitesini
azalttig1 diistintilmektedir.

Bitkilerde fotosentetik yapilar sicakliga oldukg¢a hassastir. Yiiksek sicaklik stresi
altindaki bitkilerde fotosentez oranindaki azalmalarin, kloroplastlarin yapisal ve
fonksiyonel olarak zarar gérmeleri ve klorofil birikimindeki azalmadan kaynaklandigi
ifade edilmistir (Xu vd., 1995). Kloroplast1 kusatan i¢ ve dis membranlar (McCain vd.,
1989) ile tilakoid membranlar1 yiiksek sicakliktan olumsuz etkilenmektedir. Tilakoid
membran gegirgenligindeki artis, membran lipit matriksinin asir1 akiskanlhigi ve lipit-
protein etkilesimindeki degisimlerin fotosistem II (PS II) termal kararliligindaki
degisimler ile iliskili oldugu bildirilmistir (Berry vd., 1980). Yiiksek sicaklik ve yiiksek
151k siddeti ile tilakoid lipidlerinin peroksidasyonundaki artis, elektron transport

aktivitesinde azalma ile sonuglanir. Lipidler ¢evresel stres kosullar1 altinda fotosentetik
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aktivitenin devamui i¢in gereklidir ve lipidlerin yiiksek 151k veya sicaklikla par¢alanmasi
durumunda fotosentetik aktivitede kayip gozlenmektedir (Mishra vd., Singhal, 1992).

Vazquez vd. (1987), Phaseolus vulgaris fidelerinde 9.6 x 10°M Cr (VI)
uygulamasinin trifolyat ve primer yapraklardaki etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda,
Klorofil a, b ve karotenoid miktarlarinin trifolyat yapraklarda azalirken primer
yapraklarda arttigini, her iki yaprakta da klorofil a/b oraninda ise 6nemli bir degisikligin
olmadigini belirlemislerdir.

Oncel vd. (2000), farkli konsantrasyonlardaki Pb ve Cd (0, 50, 100, 250 ve 500
mg/l) agir metalleri ile birlikte uyguladiklar1 8/4, 25/18 ve 35/26 °C (giindiiz/gece)
sicaklik denemelerinin Triticum aestivum fidelerinin Gerek-79 ve Bolal-2973 ¢esitleri
tizerine etkilerini inceledikleri calismalarinda, metal konsantrasyonuna ve sicaklik
degisimlerine bagl olarak toplam klorofil iceriginde dnemli Sl¢iide azalisin oldugunu
ifade etmislerdir. Gerek-79 ¢esitinde diisiik sicaklikta Cd uygulamalart sonucu toplam
klorofil miktarinin kontrole gore % 50 civarinda azaldigin1 ve bu azalmanin Bolal-2973
cesitinde kontrole gore % 70 civarinda oldugunu ifade etmislerdir. Yiiksek sicaklik Cd
uygulamalarinda ise Gerek-79’da klorofil miktarimin kontrole goére % 35 oraninda
azaldig1, Bolal-2973” de ise bu azalisin % 30 civarinda oldugunu ifade etmislerdir.
Ayrica Pb uygulamalar1 sonucu kontrole gore klorofil miktarlarinda bir artis oldugu
fakat bu artisin istatistiksel agidan 6nemsiz bulundugunu ifade etmislerdir.

T. aestivum fidelerinde farkli konsantrasyonlarda uyguladiklart Zn (0, 5, 10 ve
20 mg L") ve P (0, 20 40 ve 60 mg L ) uygulamalarmin bitki biiyiimesi {izerine
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, diisiik konsantrasyonlarda Zn ve P
uygulamalarinda klorofil miktar1 artarken, yiiksek konsantrasyonlarda kontrole gore
onemli dl¢iide azaldigini ifade etmislerdir (Alam ve Shereen, 2002).

Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2005), Ni, Co, Cr ve Zn agir metallerinin farkli
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerinde 10 giin siire ile gelismeye biraktiklart Pheseolus
vulgaris fidelerinde, klorofil ve karotenoid miktarlarii inceledikleri ¢alismalarinda,
dort metalin de klorofil a, klorofil b, total pigment I ve II miktarinda azalisa, karotenoid
miktarinda ise artisa neden oldugunu bildirmislerdir.

Sicaklik stresine toleranslari farkli iki Festuca arundinacea (cv. TF-66 ve cv.
Jaguar 3) kiltiiriinde yiiksek sicaklik stresinin fotosentez, PS II fonksiyonlar1 ve

antioksidant enzim aktiviteleri ilizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, her iki
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cesitde de net fotosentez oraninin, rubisko aktivitesinin, klorofil at+b ve
klorofil/karotenoid oraninin énemli 6l¢iide azaldigini1 buna karsilik klorofil a/b oraninin
arttig1 belirlenmistir (Cui vd., 2006).

Efeoglu (2006), kontrol, 37 °C ve 45 °C, 8 saat sicaklik uygulamalariin T.
aestivum fidelerinin Karacadag ve Firat g¢esitleri iizerine etkilerini inceledigi
calismasinda kl a, kI b ve karotenoid miktarlarinin 37 °C ve 45 °C ki degisimleri
onemsiz bulunmus ancak 45 °C 8 saat uygulamasinda toplam klorofil miktarinin
kontrole gore dnemli 6l¢lide azaldigini rapor etmislerdir.

Terzi (2006), T. aestivum ve T. durum’ un bazi gesitlerinde yiliksek sicaklik
stresinin fotosentetik pigment birikimi ve hiicre canlilig1 lizerine etkilerini inceledigi
aragtirmasinda, uyumu takiben yiiksek sicaklik uygulamalarma (37—50 °C) maruz
birakildiktan sonra kontrol sicakliginda (25 °C) 24 saat siire ile 151k periyoduna alinan
baz1 bugday cesitlerin etiyole fidelerinde karotenoid birikiminin kontrole gére onemli
Olciide azaldigini ifade etmistir.

Ristic vd. (2007), 12 adet kislik T. aestivum ¢esidi fidelerini 16 giin boyunca
sicaklik stresine maruz birakarak sicaklik toleransi ve klorofil igerigini inceledikleri
caligmalarinda, tim kiiltiirlerin tilakoid membranlarinin hasara ugradigin1 ve bircok
kiiltiirde klorofil igeriginin kontrole gore dnemli dlglide azaldigini ifade etmisleridir.

Zea mays fidelerinin 15 gin 0, 25, 50, 75 ve 100 uM Cu igeren besin
soliisyonunda yetistirilmesi sonucunda artan metal konsantrasyonuna bagli olarak
klorofil a, b ve karotenoid miktarinin 6nemli 6l¢lide azaldig: tespit edilmistir (Pourakbar
vd., 2007).

Subrahmanyam (2008), T. aestivum fidelerinde 0.10, 0.15 ve 0.25 mM Cr (VI)
uygulamalar1 sonucu kontrole gore kl a miktarindaki azalisin sirasiyla % 16.5, % 22.3
ve % 40.5 iken kl b miktarinda ise bu azaligin sirasiyla % 19.4, % 46.1 ve % 55.6
civarinda oldugu bildirilmistir.

Sicaklik ve agir metale maruz kalan bugday fidelerinde pigment miktarlarinda
meydana gelen inhibisyonlar bakimindan bulgularimiz Vazquez vd. (1987), Oncel vd.
(2000), Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2005), Efeoglu (2006), Terzi (2006), Ristic vd.
(2007), Pourakbar vd. (2007) ve Subrahmanyam (2008) ’1n bulgularina benzetilebilir.

Alam ve Shereen’in (2002), T. aestivum fidelerine uyguladiklar1 disiik

konsantrasyonlarda Zn ve P uygulamalarinda klorofil miktarindaki artis ile ilgili
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bulgular1 bizim verilerimize zit iken, yiiksek konsantrasyonlarda kontrole gore 6nemli
oOl¢iide azalma ile ilgili bulgulari bizim sonug¢larimizla uyumludur.

Sicaklik ile ilgili olarak ¢alismamizda bugday fidelerinde kla, klb, toplam
klorofil oraninda azalma ve kl a/b oraninda artis bulunmustur. Bu bakimdan verilerimiz

Cui vd. (2006)’ nin verileri ile uyumludur.

4.5. Askorbat Peroksidaz ve Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkileri

Aragtirmada  antioksidant enzim  aktiviteleri incelendiginde, kontrol
sicaklikliginda uygulanan agir metallerin konsantrasyon artisina bagli olarak bugday
fidelerinin askorbat peroksidaz miktarindaki artis (p< 0,01) seviyesinde Onemli
bulunmustur. Sicaklik + agir metal konsantrasyonlari arasindaki etkilesim sonucu

askorbat peroksidaz aktivitesinde 6nemli bir azalma meydana gelmistir (p< 0,01)

(Sekil 4.16, Ek 31-32).
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Sekil 4.16. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde askorbat peroksidaz aktivitesine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,
** P <0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Caligmamizda agir metallerin konsantrasyonlart ve sicaklik + agir metal
etkilesimleri sonucu bugday fidelerinin katalaz aktivitelerinde meydana gelen artislar

istatistik olarak 6nemli bulunmustur (p< 0,01) (Sekil 4.17, Ek 33-34).
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Sekil 4.17. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde katalaz aktivitesi iizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde, ** P < 0.01
diizeyinde onemlidir.

Birgok stres faktorii reaktif oksijen ara iriinlerinin olusumunu arttirarak
hiicrelerin homeostasisini hasara ugratmaktadir (Polle, 2001). Bu stres faktorleri
kuraklik, su eksikligi, donma, tuz stresi, sicaklik soku, agir metal stresi, ultraviyole
yayilimi, ozon ve SO, gibi hava kirleticileri, besin eksikligi, patojen saldirilar ve yliksek
151k stresi gibi mekanik streslerdir (Bowler vd., 1992; Allen, 1995; Dat vd., 2000). Bu
stres faktorleri mitokondriyal solunumda, kloroplastlarda ve fotorespirasyonda reaktif
oksijen ara Uriinlerini meydana getirmektedirler.

Dekov vd. (2000), fotosentezdeki verim azalisini, yiiksek sicaklik stresi altinda
kloroplast enzimlerinin inaktivasyonu sonucu meydana gelen oksidatif hasar ile
iligskilendirmistir. Oksidatif stres lipid peroksidasyonuna neden olarak, membran hasari,
protein degradasyonu ve enzim inaktivasyonlar1 ile sonug¢lanmaktadir (Sairam vd.,
2000; Meriga vd., 2004).

Bitkilerde toksik seviyelerde Cr birikiminin, metabolik degisimler sonucu
enzimler ve diger metabolitler lizerinde direkt bir etkiye sahip oldugu ve reaktif oksijen
tirlerinin olusumuna neden olarak lipid peroksidasyonunu artirdig1 bildirilmistir
(Shankar vd., 2005, Sinha vd., 2005, Montes-Holguin vd., 2006). Cr, fotosentez
sirasinda CO, fiksasyonunu, elektron transportunu, fotofosforilasyonu ve enzim
aktivitesini etkileyebilmektedir (Clijsters ve Van Assche 1985, Horcsik vd., 2007).
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Cu gibi gegis metallerinin siiperoksit (O2) ve H,O; arasinda non-enzimatik
reaksiyonlarla hidroksil radikallerinin (OH") olusumunu katalizledikleri bilinmektedir
(Haber-Weiss reaksiyonu) (Halliwell ve Gutteridge, 1984). Bitkilerde asir1 miktarda Cu,
oksidatif strese neden olabilir ve ileri safhada fazla miktarda serbest oksijen
radikallerinin birikimindeki artistan dolay1 antioksidant cevabi da artmaktadir. Bu
durum bitkilerin maruz kaldiklar1 stres faktorlerine karst savunma ya da tolerans
mekanizmalarinin bir gostergesi olabilir. Bu nedenle bitkilerde oksidatif strese neden
olabilen stres kosullar1 varlifinda bazi antioksidatif (askorbat peroksidaz ve katalaz
gibi) bilesenlerin aktiviteleri incelenmistir.

Subrahmanyam (2008), T. aestivum fidelerinde 0.10, 0.15 ve 0.25 mM Cr(VI)
uygulamalar1 sonucu kontrole goére hem 8. hem de 14. giin sonunda 0,1 mM Cr
konsantrasyonlarinda KAT aktivitesinde 6nemli bir artisin oldugunu ifade etmistir.

Candan vd. (2003), 0-1 uM Zn igeren besin soliisyonunda yetistirdikleri Mentha
pulegium fidelerinde Zn konsantrasyonunun azalmasina bagli olarak SOD ve KAT
aktivitesinin de azaldigini ifade etmislerdir. Ayrica arastirmacilar ayni deneme
iinitesinde Zn ‘nin zamana bagh etkilerini incelediklerinde 7,7-1,8 x 10 uM gibi azalan
Zn konsantrasyonlarmin 12. gliniinde antioksidant enzim aktivitelerinin kontrole gore
onemli derecede azaldigini ifade etmislerdir.

Singh vd. (2007), T. aestivum fidelerinde 5, 25, 50 ve 100 mg L™ Cu
uygulamalarinin 14. ve 21. giinlerde, tohum ¢imlenmesi ve gelisimi lizerine etkilerini
inceledikleri ¢aligmalarinda, KAT ve peroksidaz aktivitelerinin artan Cu
konsantrasyonlarina bagli olarak arttigini1 bildirmislerdir. Arastirmacilar 14. giin de
kontrol bitkilerinde KAT aktivitesini 97.3, artan Cu konsantrasyonlarinda ise sirasiyla
134.7, 161.3, 216.0 ve 232.0 (ml H,0, hidrolizi g* T.A) olarak, 21. giinde kontrolde
140.0, Cu uygulamalarinda ise sirasiyla 245.3, 274.7, 278.7 ve 300.7 (ml H,O; hidrolizi
g™ T.A) oldugunu ifade etmislerdir.

Chaoui vd. (1997), Cd ve Zn uygulamalarmin Phaseolus vulgaris fidelerinin
kok, govde ve yaprak dokularinda bazi antioksidant enzim aktiviteleri iizerine Cd ve Zn
birikiminin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, KAT aktivitesinin hem kok hem de
yapraklarda azaldigimi ancak govde de degismedigini, AP aktivitesinin ise, kok ve
govde dokularinda degismedigini ancak yapraklarda Cd uygulamasinda % 113, Zn

uygulamasinda % 44 oraninda arttigin1 ifade etmislerdir.
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Badawi vd. (2007), T. aestivum’un sicakliga toleransi farkli 3 genotipinde (Fang,
Siete Cerros ve Imam), farkli sicaklik uygulamalarimin 7, 15 ve 21. giinlerde bazi
antioksidant enzim aktiviteleri tizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, artan
sicakliklara bagli olarak antioksidant enzim aktivitelerinin 6nemli 6l¢lide degistigini
ifade etmiglerdir. 7, 15 ve 21. giin degerlendirmeleri sonucu Fang, Siete ve Imam
genotiplerinde artan sicakliga bagli olarak AP aktivitesi kontrole gore onemli 6l¢iide
artarken KAT aktivitesi 21. giin degerlendirmelerinde Fang ve Siete genotipinde 6nemli
Olctlide artarken Imam genotipinde ise onemli 6l¢lide azaldigini ifade etmislerdir.

Hosseini vd. (2007), Brassica napus cv. Pf 7045 91 ve Hyola 40 cesitlerine
farkli konsantrasyonlarda (0, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM) Pb uygulamalari
sonucu her iki ¢esidin kok ve govdelerin de katalaz ve peroksidaz enzim aktivitelerinin
Pb konsantrasyonuna bagli olarak arttigini ifade etmislerdir.

Giilen ve Eris (2004), Fragaria x ananassa cv. Camarosa genotipinde 3 haftalik
bitkileri 48 saat 5 °C artisla 30, 35, 40 ve 45 °C yiiksek sicaklik stresi kademeli olarak
uygulanmistir. Ayn1 zamanda kontrolden alinip dogrudan bu sicakliklara konulan
ornekler ile calisilmistir. Arastirmacilar yiiksek sicaklik kosullarinda peroksidaz
aktivitesinin énemli dlglide arttigini bildirmislerdir.

Cui vd. (2006), sicaklik stresine toleranslar1 farkli iki Festuca arundinacea (cv.
TF-66 ve cv. Jaguar 3) kiiltiiriinde yiliksek sicaklik stresinin fotosentez, PS II
fonksiyonlar1 ve antioksidant enzim aktiviteleri iizerine etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, sicaklik uygulamalarinin 10. glinlin de her iki ¢esitde de AP ve SOD
aktivitesinin arttigin1 ancak 20. giin de AP aktivitesinin TF-66 ¢esitinde azalirken,
Jaguar 3 cesitinde arttigini, SOD aktivitesinin ise her iki ¢esitde de kontrole gore 6nemli
6l¢iide azaldigini ifade etmislerdir.

Srivastava vd. (2006), Hydrilla verticillata (L.f.) Royle bitkisine farkli
konsantrasyonlarda Cu uygulamalar1 sonucu antioksidant ve fitoselatinlerin cevaplarini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, artan Cu konsantrasyonlarinda oksidadif stres sonucu
SOD, AP aktivitesinin arttigin1 ifade etmislerdir. Arastirmacilar zamana bagl olarak
degerlendirdikleri enzim aktivitelerinde KAT aktivitesinin, 1 pM Cu uygulamasinin 7.
giin de kontrole gore % 108 oraninda arttigini1 ancak 25 uM Cu uygulamasinda kontrole

gore % 42 oraninda azaldigini ifade etmislerdir.
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Uygulanan her iki agir metalin de konsantrasyon artigina bagli olarak bugday
fidelerinin AP aktivitesinde meydana gelen artiglar bakimindan bulgularimiz, Chaoui
vd. (1997), Giilen ve Eris (2004), Cui vd. (2006), Badawi vd. (2007), Hosseini vd.
(2007), Singh vd. (2007)’ in bulgularina benzetilebilir. Buna karsin agir metalin
konsantrasyon artigina paralel olarak enzim aktivasyonunda meydana gelen artiglarla
ilgili bulgularimiz Candan vd. (2003)’ nin bulgulariyla zit diismektedir.

Agir metallerin konsantrasyon artisina bagli olarak bugday fidelerinin KAT
aktivitesinde meydana gelen artislar bakimindan bulgularimiz, Chaoui vd. (1997),
Hosseini vd. (2007), Singh vd. (2007) ve Subrahmanyam (2008) ’in bulgularina
benzetilebilir. Buna karsin agir metallerin konsantrasyon artisina paralel olarak KAT
aktivitesinde meydana gelen artiglarla ilgili bulgularimiz Candan vd. (2003) ve
Srivastava vd. (2006)’ nin bulgulariyla zit diismektedir.

Enzim yapisinda olan antioksidant savunma sistemleri, oksijen ara iiriinlerini ve
serbest radikalleri toplama, nétrlestirme ve ortamdan uzaklastirma goérevini yerine
getirmektedir. H,0,1 etkili bir sekilde ortamdan uzaklastiran katalaz ve peroksidazlar
bu ozellikleri ile stres kosullart altinda hiicrenin canliligini siirdiirmede etkili
olabilmektedirler. Askorbat-glutatyon dongiisiiniin, glutatyon ve askorbati igine alarak,
birbirini izleyen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari siiresince olugan belirli oksijen
tiirlerinin  detoksifikasyonunda hayati rol oynadigi saptanmustir. Bitkilerde H,O, i
detoksifikiye edilmesinde hidrojen dondrii olarak askorbati kullanan peroksidazlarin bir

fonksiyonu oldugu bilinmektedir (Asada, 1994).

4.6. Serbest Prolin Miktar1 Uzerine Etkileri

Calismamizda agir metal uygulamalar1 ve agir metallerin konsantrasyonlar
arasinda bugday fidelerinin prolin miktarinda meydana gelen artig istatistik olarak
onemli bulunmustur (p< 0,01). Ayrica sicaklik+agir metal konsantrasyonlar1 arasindaki

etkilesimlerde (p< 0,01) seviyesinde 6nemli bulunmustur (Sekil 4.18, Ek 35-36).
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Sekil 4.18. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde prolin miktar1 iizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde, ** P < 0.01
diizeyinde 6nemlidir.

Bitkiler agir metal stresine maruz kaldiklarinda bir takim metabolik maddeleri
biriktirerek ¢esitli ¢evresel stres faktorlerine karsi dayaniklilik olusturduklar: ifade
edilmistir (Sharma vd., 1998; Alia-Saradhi, 1991). Stres kosullarinda hiicre 6z suyu
osmotik yogunlugunun diizenlenmesinde prolin, glisin, betain ve ¢oziiniir
karbonhidratlar gibi osmotik etkiye sahip organik maddelerin biriktikleri bilinmektedir.
Bu durumun agir metal stresi altinda da dayaniklilik icin gecerli olacag
diisiiniilmektedir. Prolinin koruyucu roliinii baz: bitkilerde glisin, betain ya da sorbitol
gibi bilesikler {istlenebilir. Bu durumda, bu tir bitkilerde prolin birikimi
gozlenmeyebilir (Greenway vd., 1980). Eroglu ve Oncel (1997) doku su dengesi
tizerinde gerekli olan sekerler ve bunlarin miktarlarinin artmasina sebep olan prolinin,
stres kosullarinda hiicresel dehidrasyonu azaltip, hiicre i¢i viskositeyi artirarak
dayaniklilik olusturduklar: ifade etmislerdir.

Panda vd. (2003), T. aestivum fidelerinde Zn ve Cr agir metallerinin etkilerini
inceledikleri ¢alismalarinda, artan agir metal konsantrasyonlarina bagli olarak
yapraklarda prolin miktarinin 6nemli derecede arttigini1 belirlemislerdir.

Oncel vd. (2000), farkl1 konsantrasyonlardaki Pb ve Cd (0, 50, 100, 250 ve 500
mg 1) agir metalleri ile birlikte uyguladiklar1 8/4, 25/18 ve 35/26 °c (glindiiz/gece)
sicaklik denemelerinin T. aestivum fidelerinin Gerek-79 ve Bolal-2973 ¢esitleri {izerine

etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, her iki ¢esitte de Pb ile uygulanan farkli sicaklik
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derecelerinde serbest prolin miktarinda 6nemli bir artisin olmadigin1 belirlemislerdir.
Cd uygulamalarinda ise Bolal-2973 c¢esitinin diisiik veya yiiksek sicaklik
uygulamalarinda serbest prolin miktarinin arttig1, Gerek-79 ¢esitinde ise 6zellikle diistik
sicaklikta ve yliksek Cd konsantrasyonlarinda serbest prolin miktarinin arttigini ifade
etmislerdir.

Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2006), Helianthus annuus fidelerine uygulanan
0.03, 0.05 ve 0.07 mM HgCI, etkilerini inceledikleri calismalarinda, artan civa
konsantrasyonlarina bagli olarak prolin birikiminde kontrole goére sirasiyla % 52.7, %
72.2 ve % 91.6 oraninda 6nemli bir artisin oldugunu belirtmislerdir.

Tatar ve Gevrek (2008), T. aestivum fidelerinde su stresinin prolin birikimi ve
lipid peroksidasyonu flizerine yaptiklar1 ¢alismalarinda, prolin iceriginin 14. giinde
kontrole gbére onemli Slgiide degismedigini ancak 21. glinde kontrole goére Onemli
derecede arttigini saptamislardir.

Erglin (2005), stres kosullarinda prolin amino asitinin biriktirilmesinin agir
metal stresi kosullarinda da dayaniklilik igin gegerli olabilecegini ifade etmistir.
Nitekim bizim c¢alismamizda da agir metal uygulamalari, agir metallerin
konsantrasyonlar1 ve sicaklik+agir metal konsantrasyonu ve agir metal+ agir metal
konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesimlerde konsantrasyon ve sicaklik artigina paralel
olarak prolin miktarinda artis tespit edilmistir. Bu nedenle prolin miktarindaki artis
bakimdan verilerimiz Greenway vd. (1980), Eroglu ve Oncel (1997), Oncel vd. (2000),
Panda vd. (2003), Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2006), Tatar ve Gevrek (2008)’in
bulgularina benzetilebilir.

Doku su dengesi iizerinde etkili olan prolin, diger stres kosullar1 altinda da
hiicresel dehidratasyonu azaltarak ve hiicre i¢i viskositeyi arttirarak dayanikliliga katki
sagladigi ifade edilmistir (Eroglu ve Oncel, 1997). Hidrofilik bir aminoasit olan prolinin
osmotik diizenlemede (Ahmad ve Hellebust, 1988) ve enzim denatiirasyonunu
onlemede (Nikolopulos ve Menetas, 1991) rol oynadigi bilinmektedir. Bassi ve Sharma
(1993), bugday fidelerinde Zn ve Cu uygulamalarindan sonra meydana gelen prolin
birikimini su eksikligi, tuzluluk, diisiik veya yiiksek sicaklik stresine karsi olusturulan
prolin birikimi ile karsilastirildiklarinda, su eksikligi stresi esnasinda meydana gelen

prolin birikimine benzedigini bildirmislerdir.



43

4.7. Coziiniir Protein Miktar1 Uzerine Etkileri

Bugday fidelerinin ¢oziiniir protein miktarlar1 incelendiginde, sicaklik ve agir
metal konsantrasyonlariin etkisi (p< 0,01) seviyesinde, agir metallerin etkisi ise (p<
0,05) seviyesinde O©nemli bulunmustur. Ayrica interaksiyonlara bakildiginda
sicaklik+agir metal konsantrasyonlari ve agir metal+agir metal konsantrasyonlari
arasindaki etkilesimler istatistik olarak énemli bulunmustur (p< 0,01) (Sekil 4.19, Ek
37-38).

=——24°C(Cu)  =—f=—24°C(Cr)
ceeess 409C(CU)  -e3ée- 40°C(Cr)

1,4

Cozlinir Protein Miktari (mg g1 T.A)

Agir Metal Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.19. Cr ve Cu agir metalleri ve agir metal+sicaklik uygulamalarinin bugday
fidelerinde ¢Oziiniir protein miktart iizerine etkisi (n=9). *P < 0.05 diizeyinde,
** P <0.01 diizeyinde 6nemlidir.

Chaoui vd. (1997), Cd ve Zn uygulamalarmin Phaseolus vulgaris fidelerinin
kok, govde ve yaprak dokularinda bazi antioksidant enzim aktiviteleri {izerine etkilerini
inceledikleri ¢calismalarinda, gévde ve yaprak dokularinda ¢6ziiniir protein miktarinin
agir metal stresinden etkilenmese de koklerde Cd uygulamasi sonucu % 33, Zn
uygulamasi sonucu ise % 46 oraninda azaldigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar kok
dokusundaki bu azalisi, koklerin stres faktorlerinden daha fazla etkilendigi fikriyle
aciklamislardir.

Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2006), Helianthus annuus fidelerine uygulanan
0.03, 0.05 ve 0.07 mM HgCl,’ iin etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, artan Hg
konsantrasyonlarina bagli olarak protein birikiminde kontrole gore sirasiyla % 21.5, %

31.6 ve % 47.1 oraninda bir azalmanin oldugunu ifade etmislerdir.
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Singh vd. (2007), T. aestivum fidelerinde 5, 25, 50 ve 100 mg L™ Cu
uygulamalarinin 14. ve 21. giinlerde, tohum ¢imlenmesi ve gelisimi {izerine etkilerini
inceledikleri calismalarinda, toplam protein igeriginin 14. giinde kontrol bitkilerinde
80.7 iken artan Cu konsantrasyonlarinda sirasiyla 66.8, 60.4, 56.4 ve 48.5 ug mg'1 T.A
seklinde bir azalma gosterdigini, 21. glinde ise kontrol bitkilerinde 81.4 iken artan Cu
konsantrasyonlarinda sirastyla 67.1, 62.3, 54.9 ve 46.5 seklinde bir azalisin oldugunu
tespit etmislerdir.

Gautam vd. (2008), Vigna radiata fidelerinde 0, 0.01, 0.1, 1.0 ve 2.0 mM Pb
uygulamalarinin tohum c¢imlenmesi ve bitki biiylimesi iizerine etkilerini inceledigi
caligmalarinda, artan Pb konsantrasyonlarina bagli olarak ¢oziiniir protein miktarinin
onemli Olglide degistigini ifade etmislerdir. Arastirmacilar 0.01 ve 0.1 mM Pb
uygulamalarinda kontrole gore ¢Oziiniir protein miktarinda bir artisin oldugunu ancak
1.0 ve 2.0 gibi yliksek Pb konsantrasyonlarinda kontrole gére dnemli dlgiide bir azaligin
oldugunu ifade etmislerdir.

Dogan ve Colak (2009), T. aestivum cv. Tosunbey fidelerinde 0, 10 ve 100 mg
L™ konsantrasyonlarindaki Pb uygulamalarinin, bitkinin kdék ve otsu gdvdelerinde
¢Oziiniir protein ve fenolik bilesiklerin miktarini azaldigini ifade etmislerdir.

Pourakbar vd. (2007), Zea mays fidelerini 0, 25, 50, 75 ve 100 uM Cu igeren
besin soliisyonunda yetistirilmesi sonucunda artan metal konsantrasyonuna bagli olarak
kok ve govde douklarinda ¢oziiniir protein miktarinin kontrole gore onemli Olciide
azaldigini ifade etmislerdir.

Bitkilerin yiiksek sicaklik (Waters, 1996), agir metal (Rauser, 1990), tuz
(Serrano vd., 1994) ve kuraklik (Bray, 1993) gibi ¢esitli abiyotik stres kosullar1 altinda
stres tolerans mekanizmalari ile iliskili proteinler sentezledikleri bilinmektedir. Efeoglu
(2006), bazi bugday cesitlerinin protein sentezi lizerine farkli yiiksek sicaklik ve
uygulama siirelerinin etkisini inceledigi caligmasinda, Bezostaya-1 ve Karacadag
cesitlerinde 8 saat 37 "C ve 45 °C uygulamalarinin yeni protein sentezini uyardigini,
Saricanak ve Firat gesitlerinde ise 37 °C 8 saat uygulamasinda yeni proteinlerin
sentezlendigini ancak 45 °C’ de kontrolde goriilen birgok protein sentezinin
baskilandigin1 ifade etmistir. Stres kosullar1 altinda bitkilerde yeni proteinlerin
sentezlenmesi, protein sentezinin azalmasi veya mevcut proteinlerin pargalanarak amino

asitlere yikilmasi seklinde bir savunma mekanizmasi olusturabilecegi diisiiniilmektedir
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(Levitt, 1972). Nitekim bizim ¢alismamizda da agir metal uygulamalari, agir metallerin
konsantrasyonlar1 ve sicaklik+agir metal konsantrasyonlari arasindaki etkilesimlerde
konsantrasyon ve sicaklik artisina paralel olarak ¢oziinilir protein miktarinda azalma
tespit edilmistir. Bu nedenle ¢6ziiniir protein miktarindaki azalma bakimindan
verilerimiz Kirbag-Zengin ve Munzuroglu (2006), Pourakbar vd. (2007), Singh vd.
(2007), Gautam vd. (2008), Dogan ve Colak (2009)’ in verilerine benzetilebilir. Ancak
Chaoui vd. (1997), govde dokusunda protein miktarinda degisimin olmadigini belirttigi
caligmasiyla ile de zit diismektedir.

Calismamizda 24 °C’ de 10 uM Cu uygulamasinin yaprak dokularinda ¢oziintir
protein miktarini artirmasi literatlir bilgileri de goz Oniine alindiginda, bitkinin agir
metal stresine kars1 yeni protein sentezi yaptig: fikri ile agiklanabilir. Hem 24 °C hem de
40 °C 30 uM Cu uygulamalarinda ¢Oziiniir protein miktarindaki bu 6nemli azalig ise
stres kosullarinda protein sentezinin yapilamamasi ve/veya mevcut proteinlerin amino

asitlerine parcalanmasi seklinde agiklanabilir.

4.8. Coziiniir Proteinlerin SDS-PAGE Analizleri

Bu calismada spektrofotmetrik olarak belirlenen ¢oziinilir protein miktarlarini
desteklemek amaciyla SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Yiiksek sicaklik ve
farkli konsantrasyonlarda Cr ve Cu uygulamalarina ait bantlar SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezi  yapildiktan sonra Coomassie Brilliant mavisi ile boyanarak

goriintliilenmistir (Sekil 4.20).
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«—B66.4 kDa

—556kDa

«—42.7 kDa

— 346 kDa

«— 27 .0kDa

Sekil 4.20. 16/24 °C ve 30/40 °C’ de kontrol, 10 ve 30 uM Cr ve Cu uygulamalari
sonucu yaprak ekstraktlarinin SDS-PAGE ile belirlenen protein profilleri (a; 24 °C
kontrol, b; 24 °C 10 uM Cr, c; 24 °C 30 uM Cr, d; 24 °C 10 uM Cu, €; 24 °C 30 uM
Cu, f; 40 °C kontrol, g; 40 °C 10 uM Cr, h; 40 °C 30 uM Cr, 15 40 °C 10 uM Cu, j; 40
°C 30 uM Cu ve m; Marker).

Molekiil agirligr bilinen protein markirt kullanilarak sicaklik, agir metal ve
sicaklik+agir metal etkilesimleri sonucu bugday fidelerinde ¢6ziiniir proteinlerin
molekiiler agirliklar1 incelendiginde, bantlarin yaklasik 55,0 kDa’ luk bdlgede
yogunlagdig1 belirlenmistir. 24 °C’ de Cu uygulanmis bitkilerde proteinlerin kontrol
gruplarina oranla daha fazla ifade edildigi tespit edilmistir. Ozellikle 24 °C” de 10 uM
Cu uygulamasi sonucu ortaya ¢ikan yaklasik 50,0 kDa’ luk protein bandinin daha
belirgin oldugu ancak 30 uM Cu uygulamasinda tekrar ifadesinin azaldig1 gézlenmistir.
40 °C’ de 30 pM Cu uygulamasi sonucu olusan protein bandinin diger gruplara oranla
daha az ifade edildigi goriilmektedir. Ayrica 40 °C’ de 30 uM Cr uygulamasi sonucu
kontrol grubuna gore protein ifadesinde 6nemli bir artis gdzlenmistir. Nitekim ¢oziiniir
proteinlerin spektrofotometrik Olgtimleri ile elde ettigimiz sonuglarla da uygunluk
gostermektedir. Ornegin 24 °C° de 10 uM Cu uygulamasi sonucu ¢dziiniir protein
miktarinin arttigint ancak 30 uM Cu uygulamasinda tekrar azaldig belirlenmistir. SDS-
PAGE analizleri sonrasinda da benzer sonuclar elde edilmistir. 24 °C’ de hem 10 uM

hem de 30 uM Cu uygulamasi sonucu ¢oziiniir protein miktarlarinin degismedigi
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gozlenmistir. 40 °C 10 pM Cr ve 30 uM Cu uygulamalarinda ise hem spektrofotometrik
olarak Olciilen ¢oziinlir protein miktarlarinin azaldigi hem de ayni O6rneklerin SDS-

PAGE analizleri sonrasi protein ifadelerinin azaldigi tesbit edilmistir.



48

5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasinda sicaklik, agir metal ve sicaklik + agir metal uygulamalarinin
bugday fidelerinin biiylime, oransal su igerigi, membran dayaniklilik indeksleri,
pigment igerigi, AP ve KAT aktiviteleri, prolin ve ¢oziiniir protein miktarlarinda énemli
degisikliklere neden oldugu tesbit edilmistir.

Kok biiyiimesi agir metalin konsantrasyon artigina paralel olarak ozellikle Cr
uygulamasinda Cu’ a gore onemli derecede inhibe edilmistir. Sicaklik bitki biiyiime ve
gelisimini etkileyen en 6nemli ¢evre faktorlerinden biridir. Gerek Cu ve gerekse de Cr
agir metalleri ile birlikte sicaklik etkilesimleri de fidelerin kok ve siirgiin boy
uzunluklar ile taze ve kuru agirliklarinda azalmaya ve yapraklarda ozellikle 30 uM Cr
uygulamalarinda klorozis olusumuna neden olmustur. iki metal arasinda benzer
inhibisyonlar gerceklesmis olsa da genel olarak yiliksek sicaklik kosullar1 altinda ve
artan konsantrasyonlarda Cr’ un Cu’ a oranla daha toksik etkiye sahip oldugu
belirlenmigtir. Kok biiylimesinin metal toksisitesine ¢ok fazla duyarli oldugu
bilinmektedir (Foy vd., 1978). Nitekim calismamizda gerek agir metal ve gerekse de
agir metallerin konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak kok/siirgiin  oraninda
azalmalar gézlenmistir.

Yiiksek sicaklik kosullari altinda membran fosfolipid tabakasindaki bozulmalara
bagl olarak membran gegirgenliginin ve elektrolit sizintisinin arttigi bilinmektedir
(Chen vd., 1982). Arastirmamizda kok membran dayaniklilik indeksindeki degisimler
incelendiginde; 40 °C” de 30 uM Cu uygulamasi sonucu % 1.62 oraninda bir azahs
meydana gelmisken bu azalis 30 uM Cr uygulamasinda % 1.86 olarak bulunmustur. Bu
durumda yiiksek sicaklik stresi altinda, artan Cr konsantrasyonunun kok membran
dayaniklilik indeksinde daha toksik bir etki gosterdigi sdylenebilir. Ancak govde
membran dayaniklilik indeksindeki degisimler incelendiginde, 40 °C’ de 30 uM Cu
uygulamasinda kontrole goére meydana gelen azalma % 2.11 iken, 30 uM Cr
uygulamasinda % 1.36 olarak bulunmustur. Calismamizda kullandigimiz Cr (VI) diger
Cr bilesiklerine oranla daha toksik bir elementtir. Bitkilerin kok hiicre vakuollerinde Cr
birikiminin yapilmasindan dolayr diger organlara oranla koklerde daha fazla Cr
birikiminin oldugu bilinmektedir. Dokularda agir metal birikiminin artmasi ile hiicresel

fonksiyonlar da zayiflamaktadir. Arastirma sonuglarimiza goére Cr’ un kok membran
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dayanikliliginda daha belirgin bir hasar olusturmasi, fidelerin koklerinde daha fazla Cr
birikimi sonucu membran biitlinliigiiniin zarar gordiigii fikri ile agiklanabilir.

Agir metal toksisitesi bitkilerde su akimimi etkilemektedir. Gerek sicaklik, gerekse
de agir metallerin konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak bugday fidelerinin oransal
su iceriginde azalmalar meydana gelmis olsa da bu azalis istatistik olarak Onemli
bulunmamastir.

Pigment miktarlarinda meydana gelen degisimler incelendiginde, gerek agir metal
ve gerekse de agir metallerin konsantrasyonlari arasinda bugday fidelerinin kl a
miktarlarinda azalmalar meydana gelmistir. K1 b miktarinda, sicaklik, agir metal ve agir
metallerin konsantrasyonlarina bagli olarak azalmalar gozlenmistir. Bugday fidelerinin
toplam klorofil miktarlar1 incelendiginde, yiiksek sicaklik uygulamalarinda ve farkl
agir metal konsantrasyonlar1 arasindaki azalmalar 6nemli bulunmustur. Klorofil a/b
orani, yiiksek sicaklik kosullar1 altinda 10 uM Cu ve Cr uygulamalarinda kontrole gore
artis gostermistir. Karotenoid miktarlarindaki degisimler incelendiginde, yiiksek
sicaklik kosullar1 altinda agir metal konsantrasyonlarindaki artisa bagli olarak
karotenoid miktarlarinda meydana gelen artislar istatistik olarak 6nemli bulunmamastir.
Ancak kontrol sicakligina gore yiiksek sicaklik uygulamalar1 altinda karotenoid
miktarinda meydana gelen artiglar 6nemli bulunmustur.

Arastirmada enzim aktiviteleri iizerine sicaklik, agir metal konsantrasyonlart ve
sicaklik+agir metal konsantrasyonlart arasindaki etkilesimleri incelendiginde AP
aktivitesinin, kontrol sicakliginda uygulanan her iki metalinde artan konsantrasyonlarina
bagli olarak kontrole gore onemli 6l¢iide arttigr gozlenmistir. Yiiksek sicaklik kosullart
altinda 10 ve 30 uM Cr uygulamari ile 10 uM Cu uygulamalarinda kontrole gére 6nemli
Ol¢iide bir artis meydana gelmisken, 30 uM Cu uygulamasinda kontrole gére dnemli
Ol¢iide bir degisiklik meydana gelmemistir. KAT aktivitesi incelendiginde, kontrol
sicakligr altinda her iki metalin de artan konsantrasyonlarinda kontrole gére onemli
Olclide bir artis gozlenmistir. Ancak bu artisin yiiksek sicaklik kosullar1 altinda Cu
uygulamalarinda daha fazla oldugu tespit edilmistir. Sonug¢ olarak artan agir metal
konsantrasyonlarina bagli olarak hem AP hem de KAT aktivitesi onemli oOlgiide
artmistir. Ancak yiiksek sicaklik ile birlikte uygulanan agir metallerin artan
konsantrasyonlarinda 6zellikle AP aktivitesi kontrole gére dnemli 6l¢lide azalmistir. Bu

durum, olusan reaktif oksijen tiirlerinin antioksidant enzim kapasitesinin ¢ok daha
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istinde olmasi veya sicaklik ve agir metal etkilesimi sonucu artan metal
konsantrasyonlarinda enzimin daha fazla aktivasyon gosterememesi seklinde
yorumlanabilinir.

Calismamizda hem Cu ve Cr uygulamalarinda hem de bu metallerin yiiksek sicaklik
etkilesimlerinde bugday fidelerinin prolin miktarinda 6énemli 6l¢iide artis gdzlenmistir.
Ozellikle yiiksek sicaklik kosullari altinda artan Cr konsantrasyonuna bagl olarak
prolin miktarinda énemli 6l¢lide artis meydana gelmistir. Yiiksek sicaklikta 30 uM Cu
uygulamasi sonucu prolin miktarinda kontrole gore onemli bir artis olmamistir. Bu
durum Cr’ un Cu’ a gore daha toksik bir etkiye sahip oldugunun bir gostergesi olabilir.
Ciinkii temelde su iligkili stres faktorleri altinda prolin sentezinin arttig1 bilinmektedir.
Hiicre ici osmotik dengenin bozulmasi ayni zamanda stres durumunun gostergesidir.

Bugday fidelerinin ¢6ziiniir protein miktarlar incelendiginde, sicaklik, agir metal ve
agir metal konsantrasyonlarina bagli olarak azalmalar gézlenmistir. 24 °C” de 10 uM Cu
uygulamasi sonucu ¢oziliniir protein miktarinda kontrole gore bir artis meydana gelmis
olsa da, 30 uM Cu uygulamasinda kontrole gore onemli 6l¢iide azalmistir. Ayrica
sicaklik+agir metal konsantrasyonlar1 arasindaki etkilesimler de protein miktarinda
onemli dlgiide azalmaya neden olmustur. Ozellikle 40 °C’ de 10 uM Cr ve 30 uM Cu
uygulamalarinda kontrole gore énemli 6l¢iide azalma meydana gelmistir. SDS-PAGE
analiz sonuglar1 ile de bugday fidelerinin, ¢6zliniir protein miktarinda meydana gelen
degisimler goriintillenmis ve c¢oziinlir proteinlerin spektrofotometrik Olctimleriyle
uygunluk gostermistir. Bitkilerin yliksek sicaklik (Waters, 1996) ve agir metal (Rauser,
1990) gibi ¢esitli abiyotik stres faktorleri altinda stres tolerans mekanizmalart ile iligkili
proteinler sentezledikleri bilinmektedir. Bu protein ailesi genel olarak stres proteinleri
ve bu aile igerisinde sicaklik stresi sonucu aktivasyonu artan proteinler de 1s1 sok
proteinleri olarak adlandirilmaktadir. Is1 sok protein ailesi igerisinde yer alan kiictik 1s1
sok proteinlerinin, mitokondri ve kloroplastlarda bulunduklar: ve sicaklik stresi boyunca
mitokondrilerdeki elektron trasport zincirini koruduklart bilinmektedir (Heckathorn vd.,
1999; Sun vd., 2002). Ancak stres proteinlerinin sentezi, stres faktorlerinin ¢esidi ve
siiresine bagli olarak 6nemli 6lciide degismektedir. Yapilan arastirmalarda sicaklik
siddetine ve sliresine bagl olarak bircok yeni proteinin sentezlendigi ve bir¢ok mevcut
proteininde sentezinin baskilandig1 ifade edilmistir. Bu degisimler bitkilerin stres

faktorlerine karsi savunma mekanizmalarini etkinlestirdigini gostermektedir. Nitekim
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Levitt (1972) stres kosullar1 altinda bitkilerde, yeni proteinlerin sentezlenmesi, protein
sentezinin azalmasi ve/veya mevcut proteinlerin parcalanarak amino asitlere doniismesi
seklinde bir savunma mekanizmasi olusturabildigini ileri siiriilmiistiir. Stres kosullar
altinda mevcut proteinlerin pargalanarak amino asitlerine yikilmasi sonucu prolin gibi
amino asitlerin ortamda birikmesi bu savunma mekanizmasinin bir devami niteliginde
olabilir. Ciinkii temelde su iliskili stres faktorleri karsisinda hidrofilik karakterli prolin
amino asitlerinin sentezinin artmasi, hiicresel osmotik dengenin korunmasinda (Ahmad
ve Hellebust, 1988) ve enzim denatiirasyonunun Onlenmesinde (Nilolopulos ve
Menetas, 1991) olduk¢a 6nemlidir.

Bitkilerin dogal kosullar altinda stres faktorlerine karst gosterdikleri adaptasyonlar
baz1 ekolojik avantajlar kazandirmasina ragmen, iirlinde kayiplar nedeniyle tarimsal
acidan bazi smirlamalar getirmektedir. Bilindigi iizere bitkiler tabiatta ¢ogunlukla
birden fazla stres faktoriiyle ayn1 anda karsilasabilmektedirler. Clinki bitkilerin yetistigi
ve gelistigi ortamlarda genellikle baz1 faktorler yetersiz ve bazi faktorler de optimum
degerlerden oldukg¢a uzaktir (Kadioglu, 2007). Oysa bitkiler bir veya daha fazla stres
faktoriine kars1 smirli bir rekabet kapasitesine sahiptir. Bu durumda organizmalar
mevcut stres faktorlerini ortadan kaldirmak, sakinmak veya agsmak i¢in ¢esitli fizyolojik
ve biyokimyasal savunma mekanizmalarint devreye sokarlar (Kadioglu, 2007).
Ozellikle 20. yy’ dan itibaren cesitli insan aktiviteleri sonucu olusan topraklardaki agir
metal kirliligi ve belki de gilinlimiiz sorunlarindan en Onemlisi kiiresel iklim
degisimlerine bagli gergeklesen kiiresel 1sinma ile bu problemler giderek etkisini
artirmakta ve gerek insan saghigimi gerekse de tarim alanlarmi tehdit etmektedir. Bu
nedenle, tarimsal bitkilerde sicaklik+agir metal stresi gibi ¢apraz toleranslarin
gelistirilebilmesi igin, geleneksel ve molekiiler 1slah ¢alismalarmin birlestirilmesi
(Kasuga vd. 1999; Dunwell, 2000; Wang vd., 2001), iiriin kaybina neden olan stres
faktorlerinin ve bu faktorlerin fizyolojik, molekiiler ve genetiksel temellerinin

aydinlatilmas1 gerekmektedir.
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EKLER

Ek 1. Bugday fidelelerinin kok boylari tizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gdsteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler | Serbestlik Kareler
Varyans Kaynag1 Toplami | Derecesi | Ortalamasi F P

Genel 170,772 11

Sicaklik 33,511 1 33,511 52,870 | P<0.01
Agir metal 23,684 1 23,684 37,366 | P<0.01
Konsantrasyon 87,740 2 43,870 69,213 | P<0.01
Sicaklik*konsantrasyon 4,457 2 2,229 3,516 P<0.05
Agir metal*konsantrasyon 11,843 2 5,921 9,342 P<0.01
Sicaklik*agir metal* 8,623 2 4,312 6,802 P<0.01
konsantrasyon

Hata 15,212 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 2. Bugday fidelerinde sicaklik+agir metal uygulamalarinin ortalama kok
boyuna (cm bitki™) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 15,01£0,36 a 14,07£0,19 a

Cr(uM) 10 12,63+1,01 ab 9,64+0,19 b
30 9,97+0,43 b* 9,07+0,20 b*
Cu (pM) 10 14,39+0,25 a 12,77+0,45 ¢
30 14,03£0,28 a 9.840+0,21 b

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=9).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Ek 3. Bugday fidelelerinin kok taze agirligi iizerine sicaklik, agir metal ve agir

metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gdsteren Varyans Analizi sonuglart.

Kareler | Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 | Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 0,0053 11
Sicaklik 0,00024 1 0,00024 4,421 | P<0.05
Agir metal 0,00067 1 0,00067 12,235 | P<0.01
Konsantrasyon 0,00335 2 0,00167 30,608 | P<0.01
Sicaklik*agir metal 0,00031 1 0,00031 5,695 P< 0.05
Hata 0,00131 24

*Sadece istatistik olarak 6nemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 4. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin ortalama kok
taze agirh@ma (mg bitki™) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C

0 82,0+1,6 a 89,0£4.4 a
Cr(uM) 10 69,6=1,0 a 74,3+2.0 be
30 44,643,4 b* 66,0+0,2 c*
Cu (uM) 10 85,4+0,7 a 82,0+£5,5 ab
30 72,4410 a 66,5420 c*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=9).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde énemlidir.
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Ek 5. Bugday fidelelerinin kok kuru agirligi tizerine sicaklik, agir metal ve agir

metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynag1 Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P

Genel 0,00067 11

Sicaklik 0,00003 1 0,00003 5,535 P<0.05
Konsantrasyon 0,0005 2 0,00025 41,603 | P<0.01
Sicaklik*agir metal 0,00004 1 0,00004 6,518 P< 0.05
Sicaklik*agir metal* 0,00005 2 0,000025 4,144 P<0.05
Konsantrasyon

Hata 0,00014 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 6. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin ortalama kok
kuru agirhigina (mg bitki™) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 2521+0,7 a 28,78+1,5a
Cr(uM) 10 21,8432 a 24.48+0.6 b
30 14,141,1 b* 20,13+1,1 ¢
Cu (pM) 10 24.48+0,9 a 25,31+0,3 ab
30 2123402 a 16,27+1,1 c*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=9).

Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Ek 7. Bugday fidelelerinin siirgiin boyu tizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler | Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplami | Derecesi | Ortalamasi F P

Genel 172,064 11

Sicaklik 39,202 1 39,202 61,134 | P<0.01
Agir metal 8,801 1 8,801 13,725 | P<0.01
Konsantrasyon 107,240 2 53,620 83,620 | P<0.01
Sicaklik*agir metal 2,928 1 2,928 4,566 P< 0.05
Sicaklik*konsantrasyon 7,261 2 3,630 5,662 P<0.01
Agir metal*konsantrasyon 5,159 2 2,580 4,023 P<0.05
Hata 15,390 24

*Sadece istatistik olarak 6nemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 8. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin ortalama
siirgiin boyuna (cm bitki™) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 20,1£0,12 a 16,90+0,16 a
Cr(uM) 10 16,16+1,0 b* 14,27+0.11 b
30 14,87+0,32 b* 11,98+0,87 c*
Cu (pM) 10 16,39+0,51 b* 16,2840,40 a
30 15,89+0,09 b* 14,63+0,50 b

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=9).
Harflendirmeler grup ici P < 0.05 diizeyinde fark: ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir
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Ek 9. Bugday fidelelerinin siirgiin taze agirhigi tizerine sicaklik, agir metal ve agir

metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynag1 Toplami Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 0,0083 11
Sicaklik 0,00068 1 0,00068 15,436 | P<0.01
Agir metal 0,00019 1 0,00019 4,313 | P<0.05
Konsantrasyon 0,0068 2 0,0034 76,817 | P<0.01
Sicaklik*konsantrasyon 0,00032 2 0,00016 3,617 P<0.05
Hata 0,00106 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 10. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin ortalama

siirgiin taze agirligma (mg bitki™) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 179,6+3,0 a 163,2+1,0 a
Cr(uM) 10 153,0+6,0 b* 143,143,0 be
30 136,843,0 c* 128,7+0,8 d*
Cu (uM) 10 148,3+1,0 be* 153,1+0,5 ab
30 147,0+£1,0 be* 141,5+2,0 b

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=9).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Ek 11. Bugday fidelelerinin siirgiin kuru agirligi iizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynag1 Toplami Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 0,00082 11
Konsantrasyon 0,0007 2 0,00035 89,508 | P<0.01
Sicaklik*agir metal 0,00004 1 0,00004 10,776 | P<0.01
Sicaklik*konsantrasyon 0,00003 2 0,000017 4,355 P<0.05
Hata 0,00009 24

*Sadece istatistik olarak 6nemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 12. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin ortalama siirgiin kuru
miktarmna (mg bitki™) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C

0 55,36+0,9 a 53,35+0,4 a

Cr(uM) 10 48,84 2.2 b* 473+1,8 be
30 43,6+0,7 c* 42,4414 c*

Cu(uM) 10 42,940,1 c* 49,7+0,2 ab
30 42,6+0,3 c* 46,3+1,0 be

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmigtir (n=9).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Ek 13. Bugday fidelelerinin kok/siirgiin orani iizerine sicaklik, agir metal ve agir

metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P

Genel 0,183 11

Konsantrasyon 0,07 2 0,035 16,066 | P<0.01
Sicaklik*agir metal 0,046 1 0,046 20,978 | P<0.01
Sicaklik*agir metal* 0,032 2 0,016 7,386 P<0.01
Konsantrasyon

Hata 0,053 24

*Sadece istatistik olarak 6nemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 14. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin ortalama
kok/stirgiin oranima (mg bitki™) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 456,6+5,0 a 542,7434,0 a
Cr(uM) 10 444.3+40,0 a 519,9426,0 a
30 32474220 b* 4732+11,0 a
Cu (uM) 10 569,7+20,0 c* 509,9+9.0 a
30 497.5+6,0 ac 352,3+12,0 b*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=9).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Ek 15. Bugday fidelelerinin kok membran dayaniklilik indeksi iizerine sicaklik, agir
metal ve agir metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans

Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynag1 Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P

Genel 3560,90 11

Sicaklik 3534,228 1 3534,228 11231,6 | P<0.01
Agir metal 1,514 1 1,514 4,812 P<0.05
Konsantrasyon 11,587 2 5,794 18,412 P<0.01
Sicaklik*agir metal 7,582 1 7,582 24,094 P<0.01
Sicaklik*agir metal* 4,276 2 2,138 6,795 P<0.01
Konsantrasyon

Hata 7,552 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 16. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin % koék membran
dayaniklilik indeksi (% MDI) iizerine etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C

0 66,81+0,27 a 47,34+0,11 a
Cr(uM) 10 67,16+0,20 a 45,76+0,48 b
30 66,68+0,66 a 45,34+0,19 b

Cu (uM) 10 64.84+0,19 b 46,76+0,29 a
30 65,01+0,25 b 45,86+0,08 b

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).

Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Ek 17. Bugday fidelelerinin govde membran dayaniklilik indeksi tizerine sicaklik, agir
metal ve agir metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans
Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 1972,49 11
Sicaklik 1932,438 1 1932,438 | 5127,95 | P<0.01
Agir metal 14,178 1 14,178 37,623 | P<0.01
Konsantrasyon 18,15 2 9,075 24,082 P<0.01
Agir metal*konsantrasyon 7,114 2 3,557 9,439 P<0.01
Hata 9,044 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 18. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin % gévde membran
dayaniklilik indeksi (% MDI) iizerine etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 82,93+£0,21 a 68,30+0,14 a
Cr(uM) 10 83,24+0,59 a 68,09+0,11 a
30 82,21+0,36 ab 67,48+0,28 ab
Cu (pM) 10 80,98+0,48 bc 66,71+£0,25 b
30 80,15+0,45 ¢ 65,65+£0,45 ¢

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde énemlidir.
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Ek 19. Bugday fidelelerinin oransal su igerigi lizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gdsteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 619,739 11
Sicaklik 379,785 1 379,785 29,957 | P<0.01
Konsantrasyon 213,447 2 106,723 8,418 P<0.01
Hata 304,261 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 20. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin oransal su
icerigine (OSI) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C

0 74,94+0,48 66,310,08

Cr(uM) 10 70,21+3,23 64,54+2,58
30 68,46£1,47 62,07+0,89

Cu(uM) 10 74,35+2.29 66,33+1,58
30 71,25+0,69 65,55+1,11

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=9).
Harflendirmeler grup ici P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Ek 21. Bugday fidelelerinin klorofil a miktari lizerine sicaklik, agir metal ve agir

metal konsantrasyonlart ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglart.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 0,0224 11
Agir metal 0,0055 1 0,0055 7,829 | P<0.01
Konsantrasyon 0,0043 2 0,0043 6,124 P<0.01
Hata 0,0169 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 22. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin klorofil a
miktari iizerine (ng g~ T.A) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 0,9740,005 ab 0,94+0,012 ab
Cr(uM) 10 0,9440,023 a 0,950,008 b
30 0,92+0,002 a 0,90+ 0,009 a
Cu (uM) 10 0,98+0,026 b 0,98+0,018 b
30 0,9340,004 a 0,960,020 b

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup ici P < 0.05 diizeyinde fark: ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Ek 23. Bugday fidelelerinin klorofil b miktar1 lizerine sicaklik, agir metal ve agir

metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gésteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 0,018 11
Sicaklik 0,00062 1 0,00062 14,992 | P<0.01
Agir metal 0,00347 1 0,00347 6,244 | P<0.05
Konsantrasyon 0,0034 2 0,0017 4,160 P<0.05
Hata 0,010 24

*Sadece istatistik olarak onemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 24. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalariin klorofil b
miktari iizerine (ug g~ T.A) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C

0 0,680,008 0,67+0,005 a

Cr(uM) 10 0,67+0,019 0,62+0,01 b*
30 0,670,010 0,62+0,007 b*

Cu (pM) 10 0,68+0,014 0,640,008 b

30 0,680,011 0,68+0,004 a

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde énemlidir.
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Ek 25. Bugday fidelelerinin toplam klorofil miktari tizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gdsteren Varyansi Analiz sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 0,046 11
Sicaklik 0,008 1 0,008 6,146 P<0.05
Agir metal 0,014 1 0,014 11,113 | P<0.01
Konsantrasyon 0,0089 2 0,00445 3,529 P<0.05
Hata 0,030 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 26. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin toplam klorofil
miktari iizerine (mg g™ T.A) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 1,530,012 ab 1,49+0,013 a
Cr(uM) 10 1,48+0,012 a 1,46+0,016 ab
30 1,47+0,008 a 1,41£0,013 b
Cu(uM) 10 1,55+0,036 b 1,50+0,034 a
30 1,49+0,004 a 1,5240,024 a

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Ek 27. Bugday fidelelerinin klorofil a/b orani iizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gdsteren Varyans Analizi sonuglart.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 7,462 11
Sicaklik 0,029 1 0,029 12,624 | P<0.01
Konsantrasyon 7,417 2 3,709 1610,38 | P<0.01
Hata 0,055 24

*Sadece istatistik olarak 6nemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 28. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin klorofil a/b
oranina (mg g™* T.A) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 1,43+0,011 1,41£0,021 a
Cr(uM) 10 1,42+0,076 1,540,011 b
30 1,3840,021 1,460,018 ab
Cu(uM) 10 1,4840,029 1,53+0,015 b
30 1,36+0,028 1,42+0,020 a

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Ek 29. Bugday fidelelerinin karotenoid miktari lizerine sicaklik, agir metal ve agir

metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler | Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplami | Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 0,0044 11
Agir metal 0,002 1 0,002 41,812 | P<0.01
Sicaklik*konsantrasyon 0,00084 2 0,00042 7,849 P<0.01
Agir metal*konsantrasyon 0,00104 2 0,00052 10,641 | P<0.01
Hata 0,00128 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 30. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin karotenoid
miktart iizerine (ug g™ T.A) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C

0 482 + 3,0 496 + 1,0

Cr(uM) 10 484 + 5,0 499 + 7,0
30 481+2,0 501 + 6,0

Cu (pM) 10 470 £ 2,0 499 + 4.0
30 470 + 4,0 500 = 2,0

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup i¢i P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.




Ek 31. Bugday fidelelerinin askorbat peroksidaz miktari iizerine sicaklik, agir metal ve
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agir metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi

sonugclari.
Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplami Derecesi | Ortalamasi F P

Genel 0,192 11

Sicaklik 0,013 1 0,013 6,715 P<0.05
Konsantrasyon 0,0845 2 0,422 22,219 | P<0.01
Sicaklik*konsantrasyon 0,086 2 0,43 22,670 | P<0.01
Hata 0,046 24

*Sadece istatistik olarak onemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 32. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin askorbat
peroksidaz (AP) aktivitesi iizerine (U mg™ T.A) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C

30/40 °C

0
Cr(uM) 10
30
Cu(uM) 10
30

164,29+0,001 a

257,0+0,01 b
290,0+0,05 ¢

311,0+0,02 c*
333,0+0,03 c*

198,8+0,004 a

309,5+0,01 b*
126,2+0,03 a

316,7+0,04 b*
145,2+0,01 a

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup ici P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Ek 33. Bugday fidelelerinin katalaz miktari tizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynag1 Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 110321,71 11
Konsantrasyon 76244,331 2 38122,17 78,423 | P<0.01
Sicaklik*konsantrasyon 27162,698 2 13581,35 27,939 | P<0.01
Hata 11666,667 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 34. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin katalaz
aktivitesi (KAT) iizerine (U g T.A) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 69,05+£2,23 a 130,95+£2,22 a
Cr(uM) 10 152,38+11,9b 211,91+12,59 b*
30 238,09+18,5 c* 147,61£16,67 a
Cu (pM) 10 180,95+16,6 b 200,0£10,91 b*
30 238,09+24,8 c* 200,0+£12,59 b*

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup ici P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde dnemlidir.
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Ek 35. Bugday fidelelerinin serbest prolin miktari iizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gosteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler | Serbestlik Kareler
Varyans Kaynag1 Toplami | Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 12,903 11
Agir metal 5,546 1 5,546 69,648 | P<0.01
Konsantrasyon 3,142 2 1,571 19,731 | P<0.01
Sicaklik*konsantrasyon 1,284 2 0,642 8,06 P<0.01
Agir metal*konsantrasyon 2,896 2 1,448 18,184 | P<0.01
Hata 1,911 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 36. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin serbest
prolin miktarma (mg g™ bitki) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C
0 1,63+0,12 a 1,15+ 0,03 a
Cr(uM) 10 2,2740,05 b* 2,68+ 0,18 b*
30 2,75+0,15 b* 2,68+ 0,29 b*
Cu (pM) 10 1,20+ 0,32 a 1,68+ 0,04 ¢
30 1,33+ 0,06 a 1,46+ 0,06 ac

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup igi P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde 6nemlidir.
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Ek 37. Bugday fidelelerinin ¢6ziiniir protein miktari tizerine sicaklik, agir metal ve agir
metal konsantrasyonlari ile bunlarin etkilesimlerini gdsteren Varyans Analizi sonuglari.

Kareler Serbestlik Kareler
Varyans Kaynagi Toplam1 Derecesi | Ortalamasi F P
Genel 1,529 11
Sicaklik 0,294 1 0,294 38,478 | P<0.01
Agir metal 0,041 1 0,041 5,296 | P<0.05
Konsantrasyon 0,259 2 0,130 16,939 | P<0.01
Sicaklik*konsantrasyon 0,285 2 0,142 18,601 | P<0.05
Agir metal*konsantrasyon 0,597 2 0,298 38,994 | P<0.01
Hata 0,184 24

*Sadece istatistik olarak dnemli bulunan degerler verilmistir.

Ek 38. Bugday fidelerinde sicaklik + agir metal uygulamalarinin ¢6ziiniir
protein miktarina (mg g™ bitki) etkisi.

Triticum aestivum cv. Dagdas

16/24 °C 30/40 °C

0 0,61+0,02 a 0,57+ 0,04 a
Cr(uM) 10 0,64+ 0,01 a 0,31+ 0,03 b*
30 0,65+ 0,02 a 0,50+ 0,10 ac

Cu (pM) 10 1,16 0,07 b* 0,61+ 0,01 a
30 0,36+ 0,03 c* 0,37+ 0,03 be

Degerler aritmetik ortalama + standart hata (SH) olarak verilmistir (n=3).
Harflendirmeler grup ici P < 0.05 diizeyinde farki ifade etmektedir. * P < 0.01 diizeyinde dnemlidir.



