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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ARPA (HORDEUM VULGARE L.) CESITLERININ HEKZAVALENT KROM
STRESINE KARSI TOLERANSININ BELIRLENMESI

Behiye URUSAK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Dog¢. Dr. Mustafa YILDIZ

Bu arastirmada, Tiirkiye’de ekimi yapilan bazi arpa (Hordeum vulgare L.) gesitlerinin
hekzavalent kroma [Cr(VI1)] karsi toleransi erken fide evresinde hidroponik kiiltiir

ortaminda incelenmistir.

Bu aragtirmanin ilk asamasinda, sekiz arpa g¢esidinin (Angora, Avci-2002, Aydanhanim,
Basgiil, Biilbiil-89, Orza-96, Tarm-92, Zeynelaga) govde ve kok biiylimesi iizerine
farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinin (0, 75, 150 ve 225 uM) etkisi incelenmistir. Cr(V1)
konsantrasyonunun artisina bagl olarak arpa ¢esitlerinin gévde ve kok uzunluklari, taze
ve kuru agirliklart genellikle 6nemli diizeyde azalmistir. Arpa cesitlerinin Cr(VI)
toleransindaki farkliliklart belirlemek i¢in govde ve kok kuru agirliginin bir fonksiyonu
olarak tolerans indeksi (%) degerlendirilmistir. Sonug olarak, krom stresine en toleransh

arpa cesidi Zeynelaga, en hassas cesit ise Orza-96 olarak belirlenmistir.

Arastirmanin ikinci asamasinda, Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa
cesitlerinde Cr birikimi, fotosentetik pigment igerigi, d-aminoleviilinik asit dehidrataz
(ALAD) aktivitesi, prolin igerigi, malondialdehit (MDA) igerigi, bazi antioksidant
enzimlerin [siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol
peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT)] aktivitesi ve total ¢ozilinebilir proteinlerin iki-

yonlii (2-D) elektroforetik profilleri iizerine Cr(V1) stresinin etkisi belirlenmistir.
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Arpa ¢esitlerinin govde dokusuna gore kok dokusunda daha fazla Cr birikmistir.
Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidine gore Cr-toleransli Zeynelaga arpa ¢esidinin
govde dokusundaki Cr birikimi nispeten daha fazla belirlenirken, zit durum kok
dokusunda belirlenmistir.

Cr-toleranshi Zeynelaga arpa gesidinin toplam klorofil (klorofil a + b) igerigi
kontrole gore 75 pM Cr(VI) konsantrasyonunda énemli diizeyde artarken, 225
uM Cr(VI) konsantrasyonunda onemli diizeyde azalmistir. Buna karsin, Cr-
hassas Orza-96 arpa ¢esidinin toplam klorofil igerigi Cr(VI) konsantrasyonunun
artisina bagl olarak onemli diizeyde azalmistir. Zeynelaga arpa cesidine gore
Orza-96 arpa g¢esidinin karotenoid igerigi Cr(VI) stresinden daha fazla
etkilenmistir. Cr(VI) stresi her iki arpa ¢esidinde ALAD aktivitesini énemli
diizeyde azaltmis olmasina ragmen, iki arpa c¢esidinin ALAD aktiviteleri
arasinda belirgin bir farklilik belirlenmemistir.

Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esitlerinin yaprak
dokusunda prolin ve MDA igerikleri Cr(V1) konsantrasyonunun artisi ile dnemli
diizeyde artmistir. Bu etki, Zeynelaga arpa ¢esidine gore Orza-96 arpa ¢esidinde
daha belirgin bulunmustur.

Cr(VI) stresi, Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin
yaprak dokularinda SOD, APX, POD ve CAT antioksidant enzim aktivitelerinde
artisa neden olmustur. Kontrole gore 225 uM Cr(VI) konsantrasyonunda SOD
aktivitesi Zeynelaga arpa ¢esidinde 2 kat daha yiiksek bulunurken, Orza-96 arpa
cesidinde 3 kat daha yiiksek bulunmustur. APX aktivitesi Cr-toleransh
Zeynelaga arpa ¢esidine gore Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidinde daha fazla artis
gostermistir. Cr-toleransli Zeynelaga arpa ¢esidinin POD aktivitesi Cr-hassas
Orza-96 arpa cesidininkine gore daha fazla tesvik edilmistir. Bununla birlikte,
75 ve 150 uM Cr(VI) konsantrasyonunda Zeynelaga arpa ¢esidinin Orza-96
cesidine gore Onemli diizeyde daha yiliksek CAT aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir.

Protein analizlerinde, kontrol ve 225 puM Cr(VI) konsantrasyonuna maruz
birakilmis Cr-toleransh Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa cesitlerinin yaprak
dokularindan ekstrakte edilen toplam ¢oziinebilir proteinler, iki-yonlii (2-D)

elektroforezi (IEF/SDS-PAJE) takiben giimiis boyama kullanilarak analiz



edilmistir. Cr(VI) stresinin sonucu olarak, arpa ¢esitlerinin yaprak dokusunda
diisiik molekiiler agirlikli proteinler (<31.5 kDa) degerlendirilmistir. Kontrole
gore 225 uM Cr(VI) konsantrasyonunda, Zeynelaga ve Orza-96 arpa ¢esidinde
iki yeni protein (22.0 kDa, pl 6.6 ve 22.5 kDa, pl 6.9) sentezlenmistir.
Zeynelaga arpa gesidinde 5 proteinin (21.0-23.9 kDa, pl 6.1-7.5) sentezi Cr(VI)
stresi altinda belirgin sekilde artarken, Orza-96 arpa ¢esidinde 6 proteinin (21.0-
23.9 kDa, pl 6.2-7.5) sentezi belirgin sekilde artmistir. Bununla birlikte,
Zeynelaga ve Orza-96 arpa gesitlerinde sirasiyla 15 ve 16 proteinin (15.6-30.1
kDa, pl 5.7-7.0) miktar1 belirgin sekilde azalmistir.

2011, 103 sayfa
Anahtar kelimeler: Hordeum vulgare L., Cr(VI) stresi, Biiyiime, Cr birikimi,

Fotosentetik pigment, ALAD aktivitesi, Prolin, MDA, Antioksidant enzimler, 2-D

protein profilleri
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DETERMINATION OF CHROMIUM TOLERANCE OF BARLEY (HORDEUM
VULGARE L.) CULTIVARS TO HEXAVALENT CHROMIUM STRESS
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In this research, hexavalent chromium [Cr(VI)] tolerance of some barley (Hordeum
vulgare L.) cultivars grown in Turkey was investigated at early seedling stage in

hydroponic culture.

In the first stage of this research, the effect of different Cr(VI) concentrations (0, 75,
150 and 225 uM) on shoot and root growth of eight barley cultivars (Angora, Avci-
2002, Aydanhanim, Basgiil, Biilbiil-89, Orza-96, Tarm-92, Zeynelaga) was examined.
In general, the lengths, fresh and dry weights of shoots and roots of barley cultivars
were significantly decreased with increasing Cr(VI) concentration. To determine
differences in Cr(V1) tolerance of barley cultivars, the tolerance index (%), which is a
function of shoot and root dry weights, was evaluated. As a result, the most Cr-tolerant
barley cultivar, Zeynelaga, and the most Cr-sensitive barley cultivar, Orza-96, were

determined.

In the second stage of this research, the effect of Cr(VI) stress on Cr accumulation,
photosynthetic pigments content, 3-aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) activity,
proline content, malondialdehyde (MDA) content, activities of some antioxidant
enzymes [superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX), guaiacol
peroxidase (POD) and catalase (CAT)] and two-dimensional (2-D) electrophoretic
profiles of total soluble proteins in Cr-tolerant Zeynelaga and Cr-sensitive Orza-96

barley cultivars.
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Chromium was more accumulated in roots than shoots tissues of barley
cultivars. Cr accumulation in shoot tissue of Cr-tolerant Zeynelaga was
relatively higher than in Cr-sensitive Orza-96, while inverse pattern was
determined in root tissue.

The total chlorophyll (chlorophyll a + b) content of Cr-tolerant Zeynelaga was
significantly increased at 75 uM Cr(VI), while it was significantly decreased at
225 uM Cr(VI) compared to control. The total chlorophyll content of Cr-
sensitive Orza-96 decreased significantly with an increase in Cr(VI)
concentration. The carotenoid content of Orza-96 was more affected by Cr(V1)
stress compared to Zeynelaga barley cultivar. Although Cr(VI) stress reduced
significantly the ALAD activity compared to control, there was no consistent
difference between ALAD activities of two barley cultivars.

Proline and MDA contents in leaf tissues of Cr-tolerant Zeynelaga and Cr-
sensitive Orza-96 barley cultivars were significantly increased with an
increasing Cr(VI) concentration. This effect was found more pronounced in
Orza-96 than Zeynelaga.

Cr(VI) stress caused an increase in the activities of SOD, APX, POD and CAT
antioxidant enzymes in leaf tissues of Cr-tolerant Zeynelaga and Cr-sensitive
Orza-96 barley cultivars. The SOD activity was found 2 times higher in
Zeynelaga, while it was found 3 times higher in Orza-96 at 225 uM Cr(VI)
compared to their control. The APX activity was more increased in Cr-sensitive
Orza-96 than Cr-tolerant Zeynelaga cultivar. The POD activity of Cr-tolerant
Zeynelaga was more induced than that of the Cr-sensitive Orza-96. However,
Zeynelaga had significantly higher CAT activity than Orza-96 grown at 75 and
150 uM Cr(VI).

In protein analysis, the total soluble proteins extracted from leaf tissues of Cr-
tolerant Zeynelaga and Cr-sensitive Orza-96 subjected to control and 225 uM
Cr(VI) concentration were analyzed by two-dimensional (2-D) electrophoresis
(IEF/SDS-PAGE) followed by silver staining. As a result of Cr(V1) stress, low
molecular weight proteins (<31.5 kDa) in leaf tissues of barley cultivars were
evaluated. Two proteins (22.0 kDa, pl 6.6 ve 22.5 kDa, pl 6.9) in Zeynelaga and
Orza-96 barley cultivars were newly synthesized at 225 uM Cr(VI) compared to



control. The synthesis of 5 proteins (21.0-23.9 kDa, pl 6.1-7.5) were markedly
increased under Cr(VI) stress in Zeynelaga barley cultivar, while synthesis of 6
proteins (21.0-23.9 kDa, pl 6.2-7.5) were markedly increased in Orza-96.
However, the amounts of 15 and 16 proteins (15.6-30.1 kDa, pl 5.7-7.0) were
markedly decreased in Zeynelaga and Orza-96, respectively.

2011, 103 pages

Keywords: Hordeum wvulgare L., Cr(VI) stress, Growth, Cr accumulation,
Photosynthetic pigments, ALAD activity, Proline, MDA, Antioxidant enzymes, 2-D
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1. GIRIS

Arpa (Hordeum vulgare L.) verim bakimindan diinyada bugday, misir ve ¢eltikten sonra
dordiincii sirada, serin iklim tahillar1 arasinda ise bugdaydan sonra yer almaktadir (FAO
2007). Arpa daha ¢ok hayvan yemi olarak kullanilmakla birlikte, kullanildigi 6nemli
alanlardan biri de malt sanayidir. Arpa, Tirkiye’de 120 milyon dekar tahil ekilis
alaninin 30.1 milyon dekarmni ve 33.5 milyon ton tahil iiretiminin 7.3 milyon tonu ile
bitkisel iiretimde yer alan dnemli bir kiiltiir bitkisidir (TUIK 2009).

Madencilik, kentsel veya endiistriyel kati, gaz ve sivi atiklari, pestisit ve yapay glibre
kullanimi, boya sanayisi ve araba egzoz gazlart dogaya asir1 miktarda agir metallerin
salinmasina neden olmaktadir. Cevresel kirleticilerin neden oldugu bu agir metal stresi,
bitkilerde biiylimeyi sinirlamakta ve iriin verim ve kalitesini diisiirmektedir. (Shanker et
al. 2005). Bakir (Cu), ¢inko (Zn), demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), nikel (Ni)
ve kobalt (Co) gibi baz1 agir metaller bitki biiyiime ve gelisimi igin gerekli mikro besin
elementleridir. Buna karsin, arsenik (As), civa (Hg), kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve
krom (Cr) gibi bazi agir metaller ise bitki gelisimi i¢in gerekli olmayan elementlerdir
(Niess 1999). Mikro besin elementi olsun ya da olmasin agir metallerin, atmosferde,
suda ve topraktaki konsantrasyonunun belli bir seviyenin iizerine ¢ikmasi, tiim canlilar

icin ciddi problemlere neden olmaktadir (Benavides et al. 2005).

Krom (Cr), diinyada en fazla bulunan yedinci elementtir (Cervantes et al. 2001).
Kromun trivalent [kromik formu; Cr(l11) veya Cr**] ve hekzavalent [kromat formu;
Cr(VI) veya Cr+6] olarak adlandirilan c¢esitli fitotoksik formlar1 bulunur. Cr(VI), en
toksik form olup; kromat (CrO4?) veya dikromat (Cr,0;%) oksianyonlar1 seklinde
genellikle oksijen ile iliskili olarak olusmaktadir. Olduk¢a toksik olan Cr membran
zararlarina, organellerde yapisal degisimlere, metabolik aktivitede bozulmalara ve
biiyiimede inhibisyona neden olmaktadir (Kimbrough et al. 1999). Krom stresine maruz
kalan bitkilerde olusan singlet oksijen, siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri (ROT’lar) lipitler, proteinler ve DNA gibi
biyomolekiillerde oksidatif zarara neden olabilmektedir (Vajpayee et al. 2001). Krom
stresi ile ilgili bir¢cok arastirmada, yiiksek ve diisik Cr konsantrasyonlarmin bitki

bliyiime ve gelisimi iizerinde ciddi fitotoksik etkilere sahip oldugu ve hiicrelerde



oksidatif zarara yol agtig1 gosterilmistir. Krom fitotoksisitesi tohum ¢imlenmesi ve fide
gelisimini inhibe etmekte, besin ve su dengesini bozmakta, fotosentetik pigmentlerde
bozulmalara ve antioksidant enzimlerin aktivitesinde degisimlere neden olmaktadir
(Toppi et al. 2002, Panda et al. 2003, Panda and Choudhury 2005, Choudhury and
Panda 2005, Pandey et al. 2009a, b, Ali et al. 2011). Bununla birlikte, Cr gibi agir
metaller ile kirlenmis topraklarda biiyiiyen bitkilerde krom alimi, transportu, birikimi ve
detoksifikasyonunu kapsayan temel mekanizmalarin yani sira kromun fizyolojik
etkilerinin molekiiler ve genetik teknikler ile anlasilmasinin olduk¢a 6nemli oldugu

bildirilmistir (Zayed and Terry 2003).

Bitkilerde agir metallere tolerans, bir genotip ve ¢evresi arasindaki etkilesim ile
belirlenen agir metal alimmimindaki azalma veya igsel alikoyma ile iliskilidir. Agir
metallerin detoksifikasyonunda potansiyel mekanizmalara sahip olan bazi bitkiler agir
metallere toleransli olarak ifade edilmektedir (Hall 2002). Agir metallere kars1 bitkiler
tarafindan gelistirilen korunma mekanizmalar1 familya, cins, tiir, alttiir ve cesit
seviyesinde farkliliklar gosterebilmektedir (Rout et al. 1997, Ekmekgi et al. 2008). Agir
metal toksisitesinden korunmak i¢in bitkilerin gelistirdigi i¢sel savunma mekanizmalari
heniiz tam olarak anlasilamamakla beraber, bu mekanizmalar arasinda vakuolar
kompartimanlagma, sicaklik soku proteinleri (Hall 2002) enzimatik ve nonenzimatik
antioksidant sistemleri (Sinha et al. 2005, Panda 2007, Liu et al. 2008), fitoselatin ve
metallotiyonein gibi metal baglayict ligandlar (Cobbett and Goldsbrough 2002)
gosterilmektedir. Bununla birlikte, agir metallerle kirlenmis alanlarda ekimi yapilacak
tiir veya cesitlerin gelistirilmesinde metal toleransi ile ilgili molekiiler mekanizmalarin

ve genetik temellerin aydinlatilmasinin 6nemli oldugu vurgulanmistir (Cobbett 2000).

Bu arastirmada, Tirkiye’de ekimi yapilan sekiz arpa (Hordeum vulgare L.) ¢esidinde
(Angora, Avci-2002, Aydanhanim, Basgiil, Biilbiil-89, Orza-96, Tarm-92, Zeynelaga)
hekzavalent kromun [Cr(VI)] baz1 fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler parametreler
tizerine etkisi erken fide evresinde incelenmistir. Bazi fizyolojik biiylime parametreleri
kullanilarak arpa cesitleri Cr(VI) toleransi bakimindan smiflandirilmistir. Buna gore,
Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa g¢esidinde, kontrol ve farkli Cr(VI)

konsantrasyonlarina maruz kalmis fidelerin gévde ve kok dokularinda krom birikimi



analizi yapilmistir. Bununla birlikte, kontrol ve farkli Cr(V1) konsantrasyonlarina maruz
kalmis toleransli ve hassas arpa gesitlerinin fidelerine ait yaprak dokularinda (1)
fotosentetik pigment igerigi, (2) 6-aminoleviilinik asit dehidrataz (ALAD) aktivitesi, (3)
prolin birikimi, (4) malondialdehit (MDA) igerigi, (5) bazi antioksidant enzimlerin
[stiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (POD) ve
katalaz (CAT)] aktivitesi ve (6) 2-D elektroforetik protein profillerindeki

polimorfizmler belirlenmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Arpanin Taksonomisi, Morfolojisi ve iklim Istekleri

Arpa, bugdaygiller (Poaceae) familyasindan bugdayla beraber diinyanin en eski kiiltiir
bitkisidir. Bugdaygiller (Graminae=Poaceae) familyasinin Triticeae oymagi, arpa
(Hordeum), bugday (Triticum), yabani bugday (Aegilops), cavdar (Secale), brom
(Bromus), ayrik otu (Agropyron) gibi cinsleri kapsar. Kiiltiir ve yabani tiirleri kapsayan
arpanin temel kromozom sayist n=7’dir. Biitiin kiiltiir arpalar1 diploid (2n=14) iken
yabani arpalarin ise diploid (2n=14), tetraploid (2n=28) ve hekzaploid (2n=42) olanlar1
vardir (Kiin 1988).

Arpa serin iklim tahillar icerisinde bugdaydan sonra en ¢ok ekimi yapilan bitkidir
(TUIK 2009). Tek yillik, uzun giin bitkisi olan arpanm tiir ya da cesitleri farkli
fotoperiyodik davramiglar gosterebilir. Diger tahillara goére daha fazla sayida
kardeslenme gosteren arpa genellikle 5-8 kardes olusturur. Bitki boyu ortalama 35-100
cm kadardir. Basaklar1 ortalama 8-15 cm boyunda olup; 2, 4 ve 6 siralidirlar. Cigegi
kavuz ve kapgik sarar, kavuzlu arpalarda bunlar taneye yapisiktir ve harmanda
ayrilmazlar. Tane yapisinda %9-13 protein, %67 kadar karbohidrat bulunur. Arpa daha
cok hayvan yemi olarak kullanilir. Yemlik arpalarda protein oraninin fazla olmasi
istenir. Kullanildig1 6nemli alanlardan biri de malt sanayidir. Bira {iretimi i¢in gerekli
olan malt iki sirali beyaz arpalardan elde edilmektir. Biralik arpalarda protein oraninin

diisiik olmasi gereklidir (Kiin 1988).

Arpa, fazla soguk ve fazla sicak olmayan, nispi nemi yiiksek olan yerlerde iyi gelisir.
Sicakligi 0°C’nin altina diismeyen ve 18-20°C’nin iizerine ¢ikmayan, nispi nemi
%70-80 olan yerler arpa i¢in ¢ok uygundur. Arpa i¢in en uygun topraklar, organik
maddece zengin, milli, havalanmas: ve nemliligi uygun, notr reaksiyonlu (pH 5-8)

topraklardir (Kiin 1988).



2.2 Agir Metal Stresi

Cevre kirliligi yaratan kirleticiler arasinda en tehlikeli olam1 agir metal kirliligidir.
Endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzoz gazlari, maden yataklar1 ve isletmeleri,
volkanik faaliyetler, tarimda giibreleme ve ilaglama gibi bir¢ok faktor agir metal
kirliliginin nedenleri arasinda yer alir. Yogunlugu 5 g/cm®iin iizerinde olan ¢inko,
krom, kadmiyum, nikel, bakir, kursun, civa gibi metaller agir metal olarak tanimlanir.
Bununla beraber, 2.75 g/cm® yogunluga sahip hafif metal olan aliiminyum da diger agir
metallere benzer zararli etkileri gosterir (Petrucci and Harwood 1993). Agir metaller
arasinda yer alan Mn, Fe, Cu, Zn ve Ni gibi elementler bitki biiylimesi i¢in gerekli
elementlerdir (Nedelkoska and Doran 2000) ve metabolik éneme sahip birgok enzimin
onemli bir bilesenini olusturmaktadir (Dixit et al. 2002). Pb, Cd, Se ve Al gibi diger
metaller ise biyolojik olarak gerekli degildir ve belirli bir konsantrasyonun tizerinde
toksiktir. Mikrobesin elementi olsun veya olmasin agir metallerin bitkide asir1 birikimi

fizyolojik strese, biiylime ve gelismede azalmaya sebep olur (Phalsson 1989).

2.2.1 Krom

Diinyada Cr iiretimi yilda yaklasik 107 ton civarindadir (Han et al. 2004). Metal sanayi
ve kimya endiistrisi gibi alanlarinda yaygin kullanimindan dolayr kromun farkl
bilesikleri hizla ¢evreye yayilmaktadir. Krom bilesikleri deri igleme, paslanmaz gelik

iiretiminde, boya pigmenti ve kromik asit liretiminde biiyiik Ol¢lide kullanilmaktadir

(McGrath 1995, Shanker et al. 2005).

Krom, periyodik cetvelin VI B grubunda yer alan bir gecis metalidir. Bitki
metabolizmasinda herhangi bir rol oynamayan krom (7.2 g/cm?®), bitkiler i¢in toksik bir
element (Cervantes et al. 2001, Dixit et al. 2002) olup; toprak, su ve havada
bulunmaktadir. Dogal olarak olusan topraklarda krom konsantrasyonu ana kayaya bagl
olarak 10-50 mg kg™ araliginda degismektedir (Cizelge 2.1) (Zayed and Terry 2003).



Cizelge 2.1 Cevredeki krom konsantrasyonlari (Zayed and Terry 2003°den degistirilerek)

Ornek tipi Konsantrasyon

Dogal topraklar 5-1000 mg kg*
5-3000 mg kg™
5-1500 mg kg™
30-300 mg kg™

Serpentin topraklar 634-125.000 mg kg*
Diinya topraklari 200 mg kg™
Sediment 0-31.000 mg kg*
Tatli sular 0-117 pg L™

Deniz suyu 0-0.5pugL™

Hava 1-545.000 ng m™>
Bitkiler 0.006-18 mg kg*
Hayvanlar 0.3-1.6 mg kg™

Farkli oksidasyon durumlari gésteren kromun, trivalent [Cr(Ill)] ve hekzavalent
[Cr(VI)] tiirleri tamamen farkli kimyasal 6zellik gosteren en kararli formlardir (Barnhart
1997). Kromun hem trivalent hem de hekzavalent formlari fitotoksiktir (Nichols et al.
2000, Bal and Kasprzak 2002, Dixit et al. 2002, Mei et al. 2002). Daha toksik form
olarak diisiiniilen Cr(V1), kromat (CrO4 %) ve dikromat (Cr,O; %) seklinde iki oksianyon
formu halinde bulunmaktadir. Buna karsin daha az mobil ve toksik olan Cr(lll);
oksitler, hidroksitler ve siilfatlar seklinde veya toprakta ve sucul c¢evrelerde organik
bilesiklere bagli halde bulunmaktadir (Zayed and Terry 2003).

Oksidasyon-rediiksiyon (redoks) reaksiyonlari hem toprak hem de sucul ortamlarda
meydana  gelmektedir. Redoks reaksiyonlari mobilite ve fitotoksisitenin
degistirilmesinde onemlidir. Trivalent ve tetravalent durumdaki mangan Cr(Ill)’u
Cr(VI)’a okside ederken, topraktaki FeS ve organik maddeler Cr(VI)’u daha kararli ve
daha az fitotoksik olan Cr(IIl)’a indirgeyebilmektedir. Cr(lll) ve H,O,, pH: 6-8 oldugu
durumlarda (pH: 4 degil) DNA ipliklerinin kirilmasma neden olmakta ve Cr(lll) ve
Cr(Il)’un Fenton reaksiyonlarma girdigi kabul edilmektedir (Strlic et al. 2003).
Trivalent kromun oksidasyonu sirasinda Cr(IV) ve Cr(V) aracilarmin olustugu
diistintilmektedir (Strlic et al. 2003). Yiiksek pH’da (pH 8.9), Cr(III)’un oksidasyonu
hizlidir. Bu pH’da Cr(VI)’un konsantrasyonu sabitlenirken, Cr(1V) ve Cr(V) gibi okside



edici formlarin iiretimi yavas ve dlgiilebilir oranda devam etmektedir (Strlic et al. 2003).
Bu sonug, Cr(IV) ve Cr(V)’un katalitik olarak aktif olduklarini1 ve hidroksil radikali gibi
reaktif oksijen tiirlerini olusturma kapasitesine sahip olduklarin1 gostermektedir (Strlic
et al. 2003). Yani, bir gecis metali ve hidrojen peroksite gerek duyan Fenton tipi
reaksiyonlar hidroksil radikalinin olusumuna neden olmaktadir (Goldstein and Czaspki
1990). Fenton-benzeri reaksiyonlarda Cr(III)’un Katalitik aktivitesi Co*?, Fe*3, Mn*?,
Ni**den daha yiiksek ve Cu**’dan daha diisiik olup; Zn*? ve Cd*? ise herhangi bir
katalitik aktivite gostermez (Strlic et al. 2003).

2.3 Bitkilerde Krom Alinimi, Tasinim ve Birikimi

Metal alinimi ve taginimu bitki tiirli ve metal c¢esidine gore farkliliklar géstermektedir.
Bitkiler, havada gaz halinde bulunan agir metalleri stomalar1 araciligiyla (Martin and
Juniper 1970, Lindberg et al. 1992, Marschner 1995), kolloidlere tutunmus, organik
maddelere bagli ve toprak cozeltisi i¢inde iyon halinde bulunan metalleri ise kokleri
araciligiyla almaktadir. Toprak sicakligi, organik madde miktar1 ve diger metallerin
varlig1 gibi toprak c¢ozeltisindeki metal konsantrasyonunu degistiren ¢evresel faktorler
metal alinimint etkilemektedir (Greger 1999). Bununla birlikte, metal alinimi bitki
tiirline bagh olarak farklilik gostermektedir. Koklerden alinan metaller ksilem araciligi
ile gdvde ve yapraklara tasinmakta ve bu tasinim bitki tiirii ve metal ¢esidine gore

farkliliklar gostermektedir.

Bitkiler i¢in toksik bir element olmasi nedeniyle krom alinimi ig¢in spesifik bir
mekanizma bulunmamaktadir. Krom alinimi, bitki metabolizmasi i¢in zorunlu diger
metallerin aliniminda kullanilan tasiyicilar ile gergceklesmektedir. Kromun toksik etkisi,
bu metalin alinimi, taginimi ve birikimini belirleyen farkli iyonik formlara baghdir
(Sekil 2.1). Zayed vd. (1998), kromat (CrO,?) seklinde absorbe edilen kromun
muhtemelen Fe(IIl) rediiktaz enzimleri ile koklerde toksik olmayan Cr(lll) formuna
dontstiirildiigiinii ileri siirmiistiir. Howe vd. (2003), koklerde Cr(VI)’un Cr(Ill)’a
tamamen doniistiiriilemedigini ve kromun vaskiiler dokulara girebildigini ve Cr(Ill) ve
Cr(VI) olarak yapraklara kolayca tasindigini rapor etmistir. Bununla birlikte, hem

Cr(VI) hem de Cr(Ill) simplast yol ile endodermisi ge¢mek zorunda oldugu igin



hiicrelerdeki Cr(VI), diisiik Cr(VI) konsantrasyonunda kok korteks hiicrelerinde tutulan
Cr(Ill)’a kolaylikla indirgenebilmekte (Sekil 2.1) ve bu durum Cr(IIl)’un disik
toksisitesini kismen agiklamaktadir. Vaskiiler bitkiler Cr(VI)-rediikleyici enzimleri
icermemesine ragmen, bu enzimler bakteri ve funguslarda cok yaygin olarak

bulunmustur (Cervantes et al. 2001).
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Sekil 2.1 Bitkilerde krom alinimui ve taginimu ile ilgili hipotetik model (Shanker et al. 2005°den
degistirilerek)

Krom (VI) tasinimu siilfat gibi esansiyel anyonlarin tasiyicilar ile gergeklesen aktif bir
mekanizmadir (Cervantes et al. 2001). Demir, kiikiirt, fosforun tasiyiciya baglanmada
kromla rekabet ettigi bilinmektedir (Wallace et al. 1976). Cervantes vd. (2001), Cr(VI)
alimminin  siilfat translokasyon tasiyicilartyla hizli ve aktif bir tagimimla, Cr(l1l)
aliniminin ise pasif tasinimla oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, arpada metabolik
inhibitorlerin Cr(VI) alinimimi azaltirken, Cr(II) alinimim etkilemedigi bildirilmistir
(Skeffington et al. 1976). Bu sonug, Cr(VI) alimmminin metabolik enerjiye bagh
oldugunu gostermekle birlikte (Skeffington et al. 1976), arpada her iki krom tiirliniin

aktif mekanizma ile alindigi bildirilmistir (Ramachandran et al. 1980).



Bazi bitki tiirlerinde, Cr(IlI)’a gore Cr(VI) uygulamalarinin daha fazla krom birikimine
neden oldugu bildirilmistir (Zayed et al. 1998). Bununla birlikte, farkli bitki
dokularinda krom birikimi bakimindan farkliliklar oldugu gosterilmistir. Vernay vd.
(2008), 2 mM Cr(IIl) ve Cr(VI) uygulamalarinda Datura inoxia koklerinde Cr(III)’a
gore Cr(VI)’un yedi kat daha fazla biriktigini gostermistir. Benzer olarak, Cr(l1l) yerine
Cr(VI)’a maruz birakilan Brassica juncea ve Salsola kali bitkilerinin gévdelerine gore
koklerinde krom birikiminin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Zayed et al. 1998,
Gardea-Torresdey et al. 2004). Golovatyj vd. (1999), topragin 6zelligine ve krom
konsantrasyonuna bagli olmaksizin kromun kok dokusunda fazla, toprak iistii
organlarda ise diisiik seviyede biriktigini ve bu nedenle de Cr dagilimimin kararli bir
yap1 gosterdigini ifade etmistir. Ornegin, fasulyede krom birikiminin tohumlarda %0.1

ve kok dokusunda ise %98 oldugu bulunmustur (Huffman and Allaway 1973).

Kromun koklerden ksilem araciligi ile yapraklara diisiik oranda taginimi, bu metalin
hiicre duvarindaki —COOH gruplart ile kompleks olusturmasit ve kok hiicrelerinin
vakuollerinde biriktirilmesinden kaynaklanabilmektedir (Shanker et al. 2004). Cr(lll)
hiicre membranlarinda birikirken, Cr(VI) membranlar1 gecebilmekte ve sitoplazmadaki
hiicre-i¢i materyallerle etkilesime girebilmektedir (Gikas and Romanos 2006). Agir
metaller enzimlerin siilfidril gruplarina baglanma egiliminde oldugundan esansiyel
biyolojik bilesiklerin fonksiyon goérmesi baskilanmaktadir (van Assche and Clijsters
1990).

2.4 Bitkilerde Krom Stresinin Toksik Etkileri

Bitkilerde krom toksisitesi Fe*?, Mn*?, Cu*?, Zn*? gibi iyonlarin degisen translokasyonu
veya metal degis-tokusunun sonucu olarak iyonik dengesizlige neden olmaktadir (Panda
and Choudhury 2005, Shanker et al. 2005). Krom biiyiime ve gelisme, enzimler ve diger
bilesikler iizerinde etkili olarak fitotoksik etki gostermektedir (Vajpayee et al. 2001,
Zeid 2001, Panda et al. 2002, Samantaray 2002, Han et al. 2004, Shanker et al. 2005,
Pandey et al. 2005, Scoccianti et al. 2006, Sinha et al. 2006, Vernay et al. 2007, Liu et
al. 2008, Gupta et al. 2009).



Krom toksisitesinin domates, misir (Toppi et al. 2002), arpa (Ali et al. 2004), fasulye
(Hussain et al. 2006), geltik (Panda 2007), ekmeklik bugday (Sharma et al. 1995,
Subrahmanyam 2008, Dey et al. 2009), bezelye (Pandey et al. 2009b) gibi bir¢ok kiiltiir
bitkisinde, metabolizmay1 etkileyerek biiylimede inhibisyona neden oldugu
bildirilmistir. Toksik seviyelerde kroma maruz kalan bitkilerde, fotosentez ve solunum
gibi 6nemli metabolik olaylarin etkilenmesinden dolay1 bitki biiyiimesinde azalma
goriilmektedir (Shanker et al. 2005). Bitki biiyiimesindeki inhibisyon, hiicre boliinmesi
sirasinda kromozom aberasyonlarina bagli olarak meydana gelen inhibisyondan
kaynaklanabilmektedir (Liu et al. 1993). Bununla birlikte, Cr stresine maruz kalan
bir¢ok bitkide DNA igeriginin arttigt ve DNA igeriginin Cr konsantrasyonundaki artig
ile paralellik gosterdigi belirtilmistir (Zeid 2001).

2.4.1 Tohum Cimlenmesi

Krom toksisitesi bitkilerde tohum ¢imlenmesi ve radikula biiylimesini azaltmaktadir
(Corradi et al. 1993, Liu et al. 1993, Nayari et al. 1997, Panda et al. 2002). Cr
toksisitesi o- ve B-amilaz aktivitesini azaltarak embriyo ekseninin gelisimi igin gerekli
sekerlerin taginimini engellemekte ve tohum g¢imlenmesini inhibe etmektedir. Peralta
vd. (2001), tohum ¢imlenmesinin ilk fizyolojik basamak olmasi nedeniyle krom igeren
bir ortamda tohum g¢imlenme yeteneginin Cr toleransinin belirlenmesinde indikator
olabilecegini bildirmistir. Tohum ¢imlenmesi sirasinda, amino asitlerin ve sekerlerin
elde edilmesi i¢in proteinlerin ve nisastanin hidrolizi ger¢eklesmektedir. Cok diisiik Cr
konsantrasyonlarinim o-amilaz aktivitesinde bir artisa neden oldugu saptanmistir. Diger
taraftan, proteaz aktivitesinde artisa neden olan krom uygulamasi, Cr-uygulanmis
tohumlarin ¢imlenmesinde azalmaya neden olmaktadir (Zeid 2001). Krom igeren deri
sanayi atiklarindan hazirlanan %25 ve %50 atik konsantrasyonlarina maruz birakilan
Oryza sativa, Acacia holosericea ve Leucaena leucocephala bitkilerinde tohum
¢imlenmesinin inhibe oldugu, %75 ve %100 atik konsantrasyonlarinda ise ¢imlenmenin

tamamen engellendigi belirlenmistir (Karunyal et al. 1994).
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2.4.2 Bilyiime ve Gelisme

Karuppanapandian ve Manoharan (2008), Cr(VI)’un fitotoksik etkilerinin kokler kadar
govde dokusunda da oldukga belirgin oldugunu; oysa Cr(III)’un sadece kok dokusunda
toksik oldugunu bildirmistir. Bu arastiricilar, Vigna mungo L. Hepper cv. Co4 ¢esidinin
morfometrik biiyiime parametreleri lizerine Cr(III) ve Cr(VI)’un 100 ve 125 uM’lik
uygulamalarinin ayn1 diizeyde etki ettigini saptamistir. Bununla birlikte, Cr(I1l)’a gore
Cr(VI) uygulamasi (100 pM) govde biiyiime parametreleri lizerinde 6nemli diizeyde
azalmaya neden olmustur (Karuppanapandian and Manoharan 2008). Shanker vd.
(2005), diger agir metallere gore kromun kok uzunlugunu daha fazla inhibe ettigini
bildirmistir. Cr stresi, kok hiicrelerinde plazmolize ve solmaya neden olarak bitki
koklerini etkileyebilmektedir (McGrath 1995). Yiiksek krom konsantrasyonlarinda kdk
biiylimesindeki inhibisyon, besin ortaminda kromun varliginda kokler tarafindan suyun
yeteri kadar alinamamasindan kaynaklanmaktadir (Barcelo et al. 1986). Krom stresi
altindaki celtik fidelerinin kok uzunlugu kontrole goére 100 uM Cr(VI) uygulamasinda
tiim siirelerde azalmistir. Bu etki, diisiik konsantrasyonda (50 uM) 24 sa uygulamasinda
bir artma, 48 saatte ise bir azalma olarak saptanmistir (Panda 2007). Pandey vd.
(2009a), 20 uM Cr(VI1) uygulamasi bezelye bitkilerinin kok uzunlugunda ¢ok az bir
artisa, 200 uM Cr uygulamasinin ise %18 oraninda bir azalmaya neden oldugunu
bildirmistir. Cr(VI) konsantrasyonundaki bir artis (0-500 uM) ile Brassica juncea cv.
Varuna’da bitki uzunlugunun 200 uM’da yaklasik %50 oraninda azaldigi saptanmistir
(Gupta et al. 2009). Krom stresinin neden oldugu kok biiylimesindeki inhibisyon kok
hiicrelerinin bdliinmesi ve uzamasindaki inhibisyondan veya hiicre dongiisiiniin
uzamasindan kaynaklanabilmektedir (Shanker et al. 2005). Bununla birlikte, kok
hiicrelerinin biiyiimesindeki inhibisyonun fotosentetik oran iizerine kromun primer
etkisi olarak diistinlilmektedir (Panda and Choudhury 2005, Choudhury and Panda
2005). Kok biiyiimesindeki azalmanin kok yiizeyinin zarar gérmesinden dolayi hiicre
igeriginin disar1 sizmasindan ve kok tiiylerinin ve epidermal hiicrelerin zarar
gormesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Castro et al. 2007). Scoccianti vd.

(2006), kromun hiicre ¢eperi ve plazma membranindaki baglanma bdlgelerinden Ca*?
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gibi katyonlarin yer degistirmesine neden olarak hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara

yol agabilecegini belirtmistir.

2.4.3 Yaprak Yiizey Alam

Yaprak biiytimesi (yaprak yiizey alani gelisimi ve toplam yaprak sayisi) bitki verimini
belirlemektedir. Cr(VI) uygulamasi yaprak yiizey alan1 genislemesini negatif olarak
etkilemekte ve daha kiigiik yaprak olusumuna neden olmaktadir (Dixit et al. 2002,
Pandey et al. 2005). Krom iceren deri sanayi atiklarinin farkli konsantrasyonlarina
(%25-100) maruz birakilan Gossypium hirsutum, Vigna mungo, Vigna uniquiclata ve
Lycopersicon esculentum bitkilerinde yaprak yiizey alaninin kontrole gore %25°lik
konsantrasyonda artig gosterdigi, buna karsin %75 ve 100’liikk konsantrasyonlarda ise
bitkilerin 61diigii bildirilmistir (Karunyal et al. 1994). Bugdayda bitki basina yaprak
sayisi, besin ortamina 0.5 mM Cr ilave edildiginde %50 azalmistir (Sharma and Sharma
1993). Agir metal stresi altinda, yaprak yiizey alanindaki azalmanin nedenini agiklamak
icin muhtemel mekanizmalardan biri su kullaniminin kisitlanmasidir (Radin and Boyer
1982). Tripathi vd. (1999), Albizia lebbek fidelerinin yaprak yiizey alani ve
biyokiitlesinin 200 ppm Cr(VI) konsantrasyonunda oOnemli diizeyde etkilendigini
bildirmistir. Bu arastiricilar, yaprak biiyiime 6zelliklerinin agir metal kirliliginin uygun
bir biyoindikatorii oldugunu ve toleransl tiirlerin seleksiyonunda kullanilabilecegini
ifade etmislerdir. Bununla birlikte, bezelye bitkilerinin toplam yaprak yiizey alani
20-100 uM Cr konsantrasyonlarinda énemli diizeyde azalmistir (Pandey et al. 2009a,
b).

2.4.4 Biyokiitle

Bitkilerde yiiksek verim kuru agirlik bakimindan biyokiitle {iretiminde bir artistir.
Bitkiler tarafindan iiretilen toplam kuru agirligin yaklasik %80—-90’1n1 karbon bilesikleri
olusturur (Bishnoi et al. 1993). Krom, kloroplast ve mitokondrinin yap1 ve islevlerinde
oksidatif zarara yol agarak kuru agirlik iiretimi tizerinde dolayl bir etkiye sahiptir (Dixit
et al. 2002, Subrahmanyam 2008). Kromun toksik konsantrasyonlarinda (0.1, 0.15 ve
0.25 mM), ekmeklik bugdayin farkli dokularinda kuru agirliktaki azalmanin koke gore

12



govdede daha belirgin oldugu bildirilmistir (Subrahmanyam 2008). Cr(VI)
konsantrasyonundaki bir artis (0-500 uM) ile Brassica juncea cv. Varuna’da taze agirlik
onemli diizeyde azalirken, kuru agirlik kontrole gore 500 uM krom uygulamasinda
yaklasik %57 daha yiiksek bulunmustur (Gupta et al. 2009). Vallisneria spiralis’de Cr
birikimi ve biyokiitle iiretimi ile iligkili toksisite degerlendirilmesinde, 2.5 ug/mL’nin
tizerindeki Cr(VI1) konsantrasyonlarinda kuru agirlik tiretiminin olumsuz etkilendigi
belirtilmistir (Vajpayee et al. 2001). Zurayk vd. (2001), Portulaca oleracea bitkisinde

tuzluluk ve Cr(VI) birikiminin kuru agirlikta azalmaya neden oldugunu bildirmistir.

2.4.5 Klorofil Biyosentezi ve Fotosentetik Pigmentler

Krom toksisitesi elektron transportu, fotofosforilasyon, CO, fiksasyonu ve karbon
indirgenme dongiisiindeki enzimlerin aktivitesindeki degisikliklere neden olarak
fotosentezi olumsuz etkilemektedir (Panda and Choudhury 2005, Shanker et al. 2005).
Krom kloroplastlarda yapisal degisimlere neden olarak fotosentezde inhibisyona yol
agmaktadir. Taxithelium nepalense bitkisinde krom ile yapilan galismalarda, kloroplast
membran yapisindaki degisimlere tilakoid diizenlenisindeki degisimlerin eslik ettigi
gosterilmigtir. Ustelik yiiksek Cr(VI) konsantrasyonlarinda (1 mM) kloroplast
membranindaki tam bir bozunma ile tilakoid diizenlenisindeki bozunmanin birlikte
gozlenmesi, hekzavalent kromun siddetli fitotoksik etkisini gostermektedir (Choudhury
and Panda 2004). Bununla birlikte, krom Hill reaksiyonlarini inhibe ederek fotosentezin
hem 151k hem de karbon indirgeme reaksiyonlarini etkilemektedir (Krupa and Baszynski

1995, Zeid 2001).

Bitkilerde Cr alimimi ve birikimi bircok fizyolojik ve biyokimyasal islevi
etkileyebilmektedir. Fotosentetik pigmentlerin (klorofil a, klorofil b ve karotenoidler)
icerigindeki azalmalar krom stresi altindaki bazi bitki tiirlerinde bildirilmistir (Tripathi
and Smith 2000, Panda and Khan 2003, Rai et al. 2004, Sinha et al. 2009).

Hem Cr (III) hem de Cr(VI) klorofil icerigini azaltmakta ve bdylece biiyiimeyi inhibe

etmektedir (Panda et al. 2003, Rai et al. 2004, Sinha et al. 2009). Toplam Kklorofil
igeriginin bugday (Panda et al. 2003, Subrahmanyam 2008), misir (Sharma et al. 2003),
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1spanak (Gopal et al. 2009) ve Vigna mungo (Hussain et al. 2006) gibi bir¢ok bitki
tiiriinde krom stresine bagl olarak azaldigi belirlenmistir. Diger taraftan, krom stresinin
fasulye ve Brassica juncea bitkilerinde toplam klorofil birikiminde 6nemli bir artisa
neden oldugu bildirilmistir (Zeid 2001, Gupta et al. 2009). Mung fasulyesinin kroma
toleransh ¢esitlerinde (TARM-22 ve K-851) toplam klorofil iceriginin kontrole gore
krom uygulamalarinda arttig1, hassas c¢esitlerde (PDM-54 ve Sujata) ise azaldigi
belirlenmistir (Samantaray 2002). Cr(V1) stresinin Klorofil a ve b’de énemli azalmalara
neden oldugu ve klorofil a’ya goére klorofil b’deki azalmanin daha fazla oldugu
saptanmustir (Subrahmanyam 2008, Pandey et al. 2009b). Krom stresi altindaki bir¢ok
bitkide klorofil biyosentez yolundaki enzimlerin inaktivasyonu klorofil icerigindeki
azalmaya neden olmaktadir (Shanker et al. 2005). Krom stresinde klorofil a/b
oranindaki azalma, fotosentetik anten kompleksinin periferal kisminin boyutundaki
azalmadan kaynaklanmaktadir (Shanker 2003). Klorofil b igerigindeki azalmanin
periferal kisimdaki proteinlerin degradasyonundan kaynaklanabilecegi belirtilmistir.
Klorofil a/b oranindaki azalma, klorofil b’ye gore klorofil a’nin daha hizli bozulmasi ve
klorofil a’nin sentezinin azalmasinin bir sonucu olabilecegi vurgulanmistir (Vajpayee et

al. 2001, Appenroth et al. 2003, Vernay et al. 2007).

Krom stresinin Spirodella polyrrhiza ve Vallisneria spiralis gibi sucul bitki tiirlerinde
ve Brassica juncea’da karotenoidlerin igeriginde bir artisa neden oldugu bildirilmistir
(Tripati and Smith 2000, Vajpayee et al. 2001, Gupta et al. 2009). Karotenoidlerin
iceriginin diisiik krom konsantrasyonlarinda arttigi, buna karsin yiiksek krom
konsantrasyonlarinda azaldig: belirtilmistir (Zeid 2001, Sinha et al. 2005). Fotosentetik
pigmentlerin bir kismini1 olusturan karotenoidler stres kosullar1 altinda klorofil
pigmentinin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Krom stresi altindaki bitkilerde
singlet oksijen ve siliperoksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi artabilmektedir.
Krom stresine bagli olarak meydana gelen lipit peroksidasyonu fotosentetik
pigmentlerin degradasyonuna neden olmaktadir (Somashekaraiah et al. 1992). Bir
antioksidant molekiil olan karotenoidler reaktif oksijen tiirleri ile etkilesime girerek lipit
peroksidasyonu gibi oksidatif stres zararlarinin baglamasini engellemektedir (Panda and

Choudhury 2005).
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Yiiksek krom konsantrasyonlarinda klorofil igerigindeki azalma, klorofil biyosentezi ve
klorofilaz aktivitesi ile iliskilidir (van Assche and Clijsters 1990). Krom, klorofil
biyosentezinde gorev alan Onemli bir enzim olan &-aminoleviilinik asit dehidratazi
(ALAD) degrade edebilmekte ve boylelikle 8-aminoleviilinik asit (ALA) kullanimini
etkileyerek bitki dokularinda ALA birikimine ve klorofil iceriginde azalmaya neden
olmaktadir (Vajpayee et al. 2001). Bu sonuglar, ALA sentezinin krom stresine hassas
olmadigini, buna karsin porfobilinojen (PBG) olusumunun krom stresine olduk¢a hassas
oldugunu gostermektedir. Kromun genellikle hekzavalent formu birgok enzimin aktif
bolgesindeki Mg iyonlar1 ile yer degistirmekte ve klorofil igerigini azaltmaktadir
(Vajpayee et al. 2001). Bir metalloenzim olan ALAD’in aktivitesi, Mg iyonlarinin
kullanilabilirligine baghidir (Ilag et al. 1994). Ayrica, krom stresi bitkilerde demir
eksikligine neden olarak klorofil biyosentezinde bozulmalara neden olmaktadir (Barcelo
et al. 1985). Demir eksikligi olan bitkilerde diisiik krom konsantrasyonlar1 klorozun
azalmasina (Zayed et al. 1998) ve yiiksek krom konsantrasyonlari demir klorozuna
neden olmaktadir (Schmidt 1996). Bununla birlikte, Fe eksikligi heme enzimlerinin
aktivitesini azaltmaktadir (Chatterjee and Chatterjee 2000). Hekzavalent kroma maruz
kalan bitkilerde demir kullaniminin kisitlanmasindan dolayr klorofil igerigindeki
azalma, porfirinlerin Onclisii olan glisin ve siiksinil Co-A’dan ALA’nin sentezi,
koproporfirinojenin  protoporfirin IX’a oksidasyonu veya Mg protoporfirinin

protoklorofillite dontistliriilmemesinden kaynaklanmaktadir (Marschner 2002).

2.5 Krom, Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Agir metaller, bitkilerde stres cevabi olarak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT lar)
olusumunu tesvik etmektedir (Dietz et al. 1999). ROT lar, serbest radikallerin en yaygin
formu olan “serbest oksijen radikalleri”dir. Molekiiler oksijen, asir1 enerjiyle
eslesmemis elektronlarindan birinin ters donmesiyle aktive olabilmekte ve singlet
oksijen (*O5) olusmaktadir (Sekil 2.2). Bununla birlikte, molekiiler oksijene bir, iki veya
ti¢ elektronun transferi sonrasinda sirasiyla stiperoksit (O, ), hidrojen peroksit (H,0,)
veya hidroksil radikali (OH’) meydana gelmektedir. Son asamada OH' radikaline bir
elektronun transferiyle birlikte su (H,O) olusmaktadir. Hidroperoksil radikali (HO?),

O, 7’in konjuge asidi olarak reaksiyonda yerini almaktadir (Vranova et al. 2002).

15



Bununla birlikte, hiicrelerde yiikseltgenmis formda bulunan metal iyonlari (Fe+3, Cu+2),
O, varhiginda indirgenmekte ve boylece Fenton ya da Haber-Weiss reaksiyonlari
araciligiyla H,O,’in OH' radikaline dontisiimii katalizlenmektedir (Sekil 2.2) (Vranova
et al. 2002).

\\A
02 e 0.2_ e, 2H H202 e, H OH' e, H ; HZO

Fe*®
Cu*?
Haber-Weiss / Fenton
Reaksiyonu
Fe*?

Cu

Sekil 2.2 Molekiiler oksijenden (O,) reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve Haber-Weiss ve
Fenton reaksiyonu (Vranova et al. 2002’den degistirilerek).

Hiicredeki oksidatif stresin seviyesi reaktif oksijen tiirlerinin miktar1 ile
belirlenmektedir (Foyer and Noctor 2003). Abiyotik ve biyotik stresler tarafindan
olusturulan metabolik dengesizlige cevap olarak hiicresel ROT iiretimi artmakta ve
stirdiiriilmektedir (Mithofer et al. 2004, Moller et al. 2007). Bir¢ok abiyotik ve biyotik
stresin ortak sonucu olan ROT’lar, krom toksisitesinin sonucu olarak da olugmaktadir
(Dixit et al. 2002, Choudhury and Panda 2004). Cr(VI)’un toksik etkisi, hiicre
membranlarindaki stilfat kanallarindan gecebilen negatif yiikli Cr(VI) iyon
komplekslerinin etkisiyle olusan ROT’lardan kaynaklanmaktadir (Kaszycki et al. 2005).
Stres kosullarinda ROT’larin artan Uretimi hiicreler ic¢in bir tehdit olabilmekte; fakat
ROT’larin stres cevabi ve savunma yollarinin aktivasyonunda bir sinyal molekiilii
olarak fonksiyon gordigii diisiiniilmektedir (Knight and Knight 2001). Bu nedenle,
ROT’larin hiicresel stres indikatdrleri ve stres-cevap sinyal iletim yollarinda sekonder

mesajc1 oldugu belirtilmistir (Mittler 2002).

Reaktif oksijen tiirleri kimyasal reaktivite, redoks potansiyeli, yarilanma omrii ve

hiicresel kompartimanlar arasinda hareketlilie bagli olarak hiicre bilesenleri ile
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reaksiyona girmektedir. ROT’lar geri doniisiimlii veya doniisiimsiiz olarak proteinlerde
oksidatif modifikasyonlara neden olmaktadir. Bu aktivite organele 6zgii sekilde farklilik
gosterebilmektedir (Sharma and Dietz 2008). Ornegin, Cd stresine maruz kalmis
bezelyede, peroksizomlardaki protein karbonilasyonunun toplam bitki ekstraktina gore
daha yiiksek seviyede olmasi, peroksizomlarda daha fazla ROT iiretimi oldugunu
aciklamaktadir (Romero-Puertas et al. 2002). Bitkilerde ROT’larin {iretimi igin
kloroplast ve mitokondrilerin elektron transfer aktiviteleri ve peroksizomlardaki
oksidatif metabolizma potansiyel kaynaklar olarak gosterilmektedir (Sekil 2.3, Cizelge
2.2). Diger bir ifadeyle, ROT’larin iiretimi fotosolunum, fotosentetik aparatlar ve
mitokondriyal solunum gibi metabolik yollardan kaynaklanmaktadir (Hammond-

Kosack and Jones 1996, Pei et al. 2000).
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Sekil 2.3 Agir metal bagimli reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) tiretim yollari. Agir metaller (M)
tastyicilar tarafindan hiicre i¢ine alinir ve agir metal redoks aktivitesiyle veya
subseliiler bolgeye 6zgii sekilde metabolizmay1 etkileyerek organellerde ROT’larin
olusumuna neden olmaktadir. Plazma membraninda lokalize olmus NADPH oksidaz
enziminin agir metal bagimli aktivasyonu da ROT’larin iiretilmesine neden
olmaktadir. ROT’larin agir1 iiretimi, bitki biiyiimesi inhibisyonuna ve hiicre zararina
neden olabilen redoks dengesizliklerine ve sinyal islevlerinde (MAPK yollar1 gibi)
bozukluklara neden olmaktadir. Siyah benekler, apoplastta ve hiicre i¢inde agir metal
(M) dagilimimi gostermektedir (Sharma and Dietz 2008’den degistirilerek).
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Cizelge 2.2 Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretim, savunma ve sakinim
mekanizmalar1 (Mittler 2002’den degistirilerek)

Mekanizma Lokalizasyon ROT’lar
Uretim

Fotosentetik ET, PSI, PSII Klo* 0,~
Mitokondriyal ET Mit 0,~

Glikolat oksidaz Per H,0,
Uyarilmis klorofil Klo '0,

NADPH oksidaz PM 0,”

Yag asidi B-oksidasyonu Per H20,
Oksalat oksidaz Apo H,0,
Ksantin oksidaz Per H,0,, O,
Peroksidazlar, Mn*? ve NADH HC 0,"

Amin oksidaz Apo H,0,
Savunma

Stiperoksit dismutaz Klo, Sit, Mit, Per, Apo 0,"
Askorbat peroksidaz Klo, Sit, Mit, Per, Apo H,0,
Katalaz Per H,0,
Glutatyon peroksidaz Sit H,0,, ROOH
Peroksidazlar HC, Sit, Vak H,0,
Tiyoredoksin peroksidaz Klo, Sit, Mit H,0,
Askorbik asit Klo, Sit, Mit, Per, Apo H,0,, O,
Glutatyon Klo, Sit, Mit, Per, Apo H,0,
a-tokoferol Membranlar ROOH, !0,
Karotenoidler Klo o,

Sakinim

Anatomik adaptasyon Yaprak yapisi1, Epidermis 0,7, H,0,, 'O,
C4 veya CAM metabolizmasi Klo, Sit, Vak 0,7, H,0,
Kloroplast hareketi Sit 0,7, H,0,, 10,
Fotosentezin baskilanmasi Klo 0,7, H,0,
PS ve anten modiilasyonu Klo 0,7, 0,
Alternatif oksidaz (AOX) Klo, Sit 0,

*Apo: Apoplast, ET: Elektron transferi, HC: Hiicre ceperi, Klo: Kloroplast, Mit: Mitokondri, Per:

Peroksizom, PM: Plazma membrani, PS: Fotosistem, Sit: Sitosol, Vak: Vakuol
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Fotosistemler arast elektron tasiyicilart asirt  indirgendiginde, PSII reaksiyon
merkezindeki triplete uyarilmis P680 ve 1sik toplayan anten sistemindeki triplet
klorofiller olusur. Bunun sonucu olarak singlet oksijen (*O) olusmaktadir (Krieger-
Liszkay 2005). Singlet oksijen fotosentetik membranlarda karotenoid ve tokoferoller

tarafindan elimine edilmektedir (Mittler et al. 2004, VVan Breusegem and Dat 2006).

Stres kosullarina maruz kalan bitkilerde plazma membranina bagli NADPH oksidazin
onemli bir ROT kaynagi oldugu bildirilmistir (Apel and Hirt 2004). Plazma
membrania bagli NADPH oksidazin, Cd stresine maruz kalan bezelye (Rodriguez-
Serrano et al. 2006) ve Pb stresine maruz kalan bakla (Pourrut et al. 2007) bitkilerinde

ROT olusumundan sorumlu oldugu rapor edilmistir.

Mitokondriler tarafindan metabolize edilen O’in yaklasik %1-5’1 reaktif oksijen
tiirlerine doniistiiriillmektedir (Moller et al. 2007). Bitkilerde toksik ve orta seviyedeki
kromun mitokondrideki elektron transfer sistemine baglandig1 (Panda and Choudhury
2005) ve eslesmemis elektron transfer zincirini inhibe ettigi (Dixit et al. 2002)
bildirilmistir. Dixit vd. (2002), krom tarafindan elektron transferindeki inhibisyonun,
kromun elektron tastyicilarindaki Cu ve Fe ile etkilesime girmesinden kaynaklandigini
belirtmistir. Bu etkilesim elektron akis1i sirasinda redoks degisimlerine neden
olmaktadir. Mitokondri sitokromlar: elektronlari direkt olarak Cr’a transfer ederek
kromu indirgemekte veya sitokromlarin indirgenmis heme gruplari Cr baglanma
bolgeleri olarak fonksiyon gormekte ve elektron transferini bloke edebilmektedir.
Sitokrom oksidaz aktivitesinin asirt inhibisyonu, kompleks IV’deki oksijen bolgesi olan
sitokrom az’e kromun baglanmasindan kaynaklanabilmektedir (Dixit et al. 2002). Diger
bir alternatif mekanizma mitokondrilerde siiperoksit radikalinin tiretimidir (Vranova et
al. 2002). Farkli konsantrasyonlarda Cr uygulamalarina maruz kalan bezelye
bitkilerinde, kok mitokondrilerinin sitokrom b bolgesinde (kompleks III) siiperoksit

tiretiminin arttig1 belirtilmistir (Dixit et al. 2002).
Birgok hiicresel iglev sirasinda tiretilebilen stiperoksit (O, ) bir dereceye kadar reaktif

olup; biyolojik membranlardan ge¢ememektedir (Choudhury and Panda 2005).

Kloroplast ve mitokondrilere benzer olarak peroksizomlarda normal metabolizma
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sonucu O, radikallerini olusturmaktadir. Diger taraftan, ksantin oksidaz ve NADPH
bagimli oksidazin peroksizomal aktiviteleri O, i olusturmakta ve glikolat oksidaz,
flavin oksidaz ve [-oksidasyon ile katalaz tarafindan metabolize edilen H,O;
tiretilmektedir (del Rio et al. 2006). Ksantin oksidaz, ksantin ve hipoksantinin iirik aside
oksidasyonunu katalizler ve iyi bilinen bir O, iireticisidir (Halliwell and Gutteridge
2000). Krom stresinin bezelye koklerinde NADPH oksidaz aktivitesi ve NAPDH
bagimli O, {iretimini arttirdig1 ve bu artisin yiiksek lipit peroksidasyonu seviyesi ile

iliskili oldugunu belirtmistir (Pandey et al. 2009a).

Bir¢cok Okaryotik organizmada oldugu gibi bitki hiicrelerinin peroksizomlar1 hiicre-igi
H,0; iiretiminin 6nemli merkezleridir. Peroksizomlarda H,O,’in olusumundan sorumlu
temel metabolik iglevler fotosolunumdaki glikolat oksidaz reaksiyonu, yag asidi -
oksidasyonu, flavin oksidazlarin enzimatik reaksiyonlart ve O,  radikallerinin
metabolize edilmesi gibi reaksiyonlar1 icermektedir (Baker and Graham 2002, del Rio et
al. 2002, Foyer and Noctor 2003). H;O, okside edici ajan olarak fonksiyon
gorebilmekte ve Cr(Ill)’u Cr(VI)’a okside edebilmektedir (Rock et al. 2001). Diger
taraftan, L-sistein ve NADPH gibi biyolojik rediiktanlar tarafindan Cr(lll) Cr(Il)’a
indirgenebilmektedir. Sonucta, yeni olusan Cr(Il), koklerde doku zararina neden olan
OH' radikalini olusturmak tizere H,O; ile reaksiyona girmektedir (Vazquez et al. 1987).
Krom stresine maruz kalan dar1 ve bezelye bitkilerinin kok ve yapraklarinda H,0;
seviyesinin arttig1 bildirilmistir (Shanker and Pathmanabhan 2004, Pandey et al. 2009a,
b). Krom stresine maruz kalan bir¢ok bitki tiiriinde yiiksek oranda H,O, ve O,
radikalinin olustugu ve bu metalin oksidatif stresin olusumundan sorumlu oldugu
bildirilmistir (Dixit et al. 2002, Panda 2003, Panda and Khan 2003, Choudhury and
Panda 2004, Panda 2007, Karuppanapandian and Manoharan 2008).

Hidroksil radikali (OH"), hiicre metabolizmasinda O,’nin monovalent indirgenmesi ile
olusan oldukca reaktif bir radikal olup; bitkilerde oksijenin sitotoksik etkilerinden
sorumludur (Halliwell and Gutteridge 1992). Oldukc¢a kisa 6miirlii olan OH' radikali,
olustugu bolgeden birkag nanometreden daha az uzakliktaki difiizyon alani kapsaminda
lokalize olan polisakkarit, protein ve niikleik asitlerde zarara neden olabilmektedir

(Hippeli and Elstner 1997). Herbisit etkisi (Babbs et al. 1989), hiicre 6liimii (Tiedemann
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1997) ve patojen savunma reaksiyonlar1 (McCormick et al. 1994) gibi hiicresel
olaylarda hidroksil radikali fonksiyon gormektedir. Genel olarak, OH’in biyolojik

sistemlerde H,O,’den Fenton reaksiyonu ile olusmaktadir:
Fe*? + H,0, — Fe™ + OH + OH"
Reaksiyondaki Fe*? siiperoksitin oksidasyonu ile yeniden olusturulabilmektedir:
Fe** +0,” — Fe” + 0,

Bu reaksiyonlarin kombinasyonu demir iyonlari ile kataliz edilen Haber-Weiss
reaksiyonu olarak ifade edilmektedir:

Fe/Fe"™
H,0, + O, — OH + OH™ + O,

Krom stresine maruz kalan bezelye bitkilerinin yapraklarinda OH' iiretiminin arttigi
bildirilmistir (Pandey et al. 2009b). Bununla birlikte, DNA molekiilii biiyiik 6l¢iide OH’
ve 10, radikalleri tarafindan okside olmasina karsin O, ~ ve H,0,’in etkisi daha distiktiir
(Breen and Murphy 1995).

2.5.1 Lipit Peroksidasyonu

Bitkilerde krom stresi, oksidatif strese ve lipit peroksidasyonuna neden olan reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna neden olarak metabolik degisikliklere yol agmaktadir
(Shanker et al. 2005, Sinha et al. 2005, Montes-Holguin et al. 2006). Hiicre zari
lipitlerinin peroksidasyonu, membranlarin fonksiyonu ve biitiinliiglini olumsuz
etkilemekte ve hiicre fonksiyonlarinda geri doniislimsiiz zarara neden olabilmektedir

(Halliwell and Gutteridge 1989, Dixit et al. 2002, Panda 2002).

Lipit peroksidasyonu hiicre membran1 ve yapisinda bulunan doymamis yag asitlerinin
oksidasyonudur. Bu yag asitlerinin peroksidasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
malondialdehit (MDA) gibi sitotoksik aldehitler DNA ve proteinler iizerinde énemli
zararlara neden olmaktadir. MDA igerigi, lipit peroksidasyonunun bir indeksi olarak
kabul edilmekte ve yiiksek seviyede MDA birikimi asir1 lipit peroksidasyonunu
gostermektedir (Panda and Choudhury 2005). Birgok arastirmada krom stresinin bitki
dokularinda MDA igerigini arttirdig1 belirlenmistir (Sinha et al. 2005, Panda 2007, Liu
et al. 2008, Pandey et al. 2009a, b). Krom stresine maruz kalan c¢eltik, dar1 ve hardal
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bitkilerinin kok ve yaprak dokularinda MDA igeriginin arttig1 ve bu artisin yiiksek O, ™
ve H,0; igerigi ve oldukga toksik olan OH radikali ile iliskili oldugu bildirilmistir
(Shanker and Pathmanabhan 2004, Choudhury and Panda 2005, Pandey et al. 2005,
Panda 2007).

Bir¢ok aragtirmada, krom stresine bagl olarak meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin
tiretimindeki artis ile lipit peroksidasyonundaki artisin birlikte goézlendigi bildirilmistir
(Dixit et al. 2002, Panda et al. 2003, Choudhury and Panda 2004, Pandey et al. 2005,
Panda 2007). Panda vd. (2003), bugdayda farkli Cr konsantrasyonlarinin (1, 10 ve 100
mM) lipit peroksidasyonunu baglattigi ve malondialdehit miktarinin konsantrasyon ve
stireye bagl olarak arttigini bildirmistir. Taxithelium nepalense ve Polytichum commune
gibi tiirlerde de farkli krom uygulamalarinin ROT olusumuna bagli olarak lipit
peroksidasyonunu baslattigi belirtilmistir (Choudhury and Panda 2004). Krom stresi
uygulanmis bezelye koklerinde, membranlarin zarar gérmesinin sonucu olarak elektrolit
sizintisinin dzellikle 200 uM Cr(V1) uygulamasinda lipit peroksidasyonuna bagli olarak
arttig1 bildirilmistir (Pandey et al. 2009a). Farkli Cr(VI) konsantrasyonu ve uygulama
sirelerine maruz birakilan celtik bitkilerinin koklerinde MDA igeriginin zamanin bir
fonksiyonu olarak arttig1 bildirilmistir (Panda 2007). Liu vd. (2008), 10> ve 10* M
Cr(VI) stresine maruz kalan Amaranthus viridis bitkisinde MDA igeriginin sirasiyla
%10.9 ve %25.4 oraninda arttig1 ve bu artisin bitki dokusunda Cr birikimindeki artigla
paralellik gdsterdigini bildirmistir. Bugday bitkisinin yaprak dokusunda MDA igeriginin
Cr(VI1) konsantrasyonlar1 (0.10, 0.15 ve 0.25 mM) ve siirelerinin (8 ve 14 sa) artigina
bagli olarak arttigi bildirilmistir (Subrahmanyam 2008). Farkli konsantrasyon (0-200
uM) ve siirelerde (1-7 giin) Cr(VI) stresine maruz birakilan hiperakiimiilator Brassica
juncea’nin Vigna radiata’ya gore daha fazla krom biriktirdigi, buna karsin Brassica
juncea govdesinde MDA igeriginin daha diisiik oranda (%) arttig1 belirtilmistir (Diwan
et al. 2010). Aliiminyuma toleransli Gebenia ve hassas Shang 70-119 arpa ¢esitlerinde
100 uM Cr(VI) uygulamasinin kdk ve yaprak dokularinda MDA igerigini arttirdigi ve
bu artigin hassas g¢esitte nispeten daha fazla oldugu bildirilmistir (Ali et al. 2011).
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2.6 Krom Detoksifikasyon Mekanizmalari

Bitkiler agir metallerin detoksifikasyonu ve bu metallere karsi toleransi saglayan
kompleks hiicresel mekanizmalara sahiptir (Cobbett and Goldsbrough 2002). Bu
mekanizmalar, fitoselatinler (PC’ler) ve metallotiyoneinler (MT’ler) olarak adlandirilan
metal baglayici ligandlar tarafindan agir metal iyonlarinin selatlanmasini  ve
alikonulmasini kapsamaktadir (Cobbett 2002, Cobbett and Goldsbrough 2002). Bununla
birlikte, agir metallerin detoksifikasyonunda fonksiyon goéren mekanizmalar arasinda
vakuolar kompartimanlasma, sicaklik soku proteinleri, hiicre ¢eperine veya kok
salgilarina baglanma ve mikorizalar tarafindan koklere metal aliniminin kisitlanmasi

gosterilmektedir (Sekil 2.4) (Hall 2002).
M
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Sekil 2.4 Bitki hiicrelerinde agir metal detoksifikasyonu ve toleransinda potansiyel
mekanizmalar. (1) Mikorizalar tarafindan koklere metal hareketinin azaltilmasi. (2)
Hiicre ¢eperi ve kok salgilarina baglanma. (3) Plazma membrani tarafindan hiicre
icine agir metal aliminin azaltilmasi. (4) Apoplasta aktif olarak agir metallerin
atilmasi. (5) Cesitli ligandlar ile agir metallerin sitosolde selatlanmasi. (6) Plazma
membraniin korunmasi ve onarimi. (7) Vakuollere PC-Cd komplekslerinin
transportu. (8) Agir metallerin vakuolde biriktirilmesi (Marschner 1995°den
degistirilerek).
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2.6.1 Organik Asitler

Kokler, toprakta c¢oziinmez formda bulunan metallere baglanan organik asitler
icermektedir. Sitrik asit ve malik asit gibi karboksilik asitler ve histidin gibi amino
asitler metaller i¢in potansiyel ligandlardir ve detoksifikasyon ve toleransta énemli rol
oynayabilmektedir (Rauser 1999, Clemens 2001). Al*® ve Ni*? detoksifikasyonunun
diizenlenmesinde sitrik asidin rolii agik¢a belirlenmistir (Yang et al. 2003). Bununla
birlikte, organik asitler toprakta hareketsiz halde bulunan metallerin ekstraksiyonunun
arttirilmasinda  kullanilmaktadir (Wu et al. 2003). Kok sizintilari, eser metallerle
kompleksler olusturan ve bu metallerin redoks davraniglarini etkileyen 6nemli ajanlardir
(Caltado et al. 1988). Kok sizintilari Cr bilesikleri ile kompleksler olusturarak bitki
aliim i¢in kullanilabilir hale getiren organik asitler icermektedir (Barlett and James
1988). Lycopersicum esculentum bitkilerinde karboksilik asit ve amino asitlerin
varhiginda Cr aliniminin arttig1 gosterilmistir (Srivastava et al. 1999). Bununla birlikte,
amino asitlerin krom transportunda daha az etkili oldugu bulunmustur (Srivastava et al.
1999). Sitrik asit, aspartik asit ve oksalik asit gibi organik asitler inorganik kromu
organik olarak bagli kroma doniistlirerek daha uzun siire ¢oziinebilir ve dolayisiyla bitki
icin kullanilabilir hale getirmektedir (James and Barlett 1983). Krom stresine maruz
kalan celtik bitkilerinin kok dokularindan salinan oksalik, malik ve sitrik asidin rizosfer
pH’ 11 azalttigi ve bu durumunun Cr birikimini arttirdigi bildirilmistir (Zeng et al.
2008). Bununla birlikte, Albizzia amara, Casuarina equisetifolia, Tectona grandis ve
Leucaena luecocephala gibi bazi agag tiirlerinde 20 mM sitrik asit uygulamasinin kok
dokusunda Cr(IIT) ve Cr(VI) birikimini arttirdigi bildirilmistir (Shanker et al. 2005).
Benzer olarak, krom stresine maruz kalan Datura innoxia bitkilerinde sitrik asidin krom

alinim ve birikimini arttiran bir selator oldugu bildirilmistir (Jean et al. 2008).

2.6.2 Antioksidant Enzimler

Birgok aerobik organizmada, cevresel streslerin sonucu olarak olusan toksik reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT’lar) etkin sekilde elimine edilmesi gerekmektedir. Hiicresel

fraksiyonlardaki ROT’larin seviyesi, ¢oklu ROT iireten metabolik yollar (solunum,

fotosentez, NADPH oksidaz, amin oksidaz ve hiicre ¢eperine bagli peroksidaz) ve
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temel ROT dongiislinii olusturan temizleme mekanizmalar1 arasindaki etkilesim ile
belirlenmektedir (Mittler 2002, Liszkay et al. 2004, Karuppanapandian et al. 20063, b).
Reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini kontrol etmek ve hiicreleri oksidatif zarardan
korumak igin bitkiler tarafindan gelistirilen karmasik antioksidant savunma sistemi
cesitli enzimleri ve enzimatik olmayan molekiilleri igermektedir (Vranova et al. 2002).
Bitkilerdeki antioksidant enzimler siiperoksit dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1), katalaz
(CAT: EC 1.11.1.6), askorbat peroksidaz (APX: EC 1.11.1.11), guaiakol peroksidaz
(POD: EC 1.11.1.7), glutatyon rediiktaz (GR: EC 1.6.4.2), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR: EC 1.8.5.1) ve monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR: EC 1.6.5.4) gibi
diisiik molekiil agirlikli enzimleri igermektedir (Noctor and Foyer 1998). Diger taraftan,
indirgenmis glutatyon (GSH), askorbat (AsA), vitamin C ve E, lipoik asit, antosiyanin,
karotenoidler ve tokoferoller gibi enzimatik olmayan antioksidantlarin oksidatif strese

kars1 koruma sagladigi bilinmektedir (Gupta et al. 2005).

Siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerinin tesviki ve aktivasyonu
bitkilerdeki 6nemli metal detoksifikasyon mekanizmalarindandir (Shanker et al. 2003).
SOD ve CAT enzimlerinin kombine etkisi oksidatif stresin etkilerini hafifletmede
onemlidir. Ciinkii SOD enzimi O, ’in diger bir reaktif araci olan hidrojen peroksite
(H2,0,) doniistiiriilmesinde ve peroksizomlarda lokalize olan ve heme igeren CAT
enzimi ise H,07’in H,0 ve O’e doniistiiriilmesinde etkilidir (Kono and Fridovich 1983,
Liszkay et al. 2004). Diisiikk Cr(VI1) konsantrasyonu (1 uM) uygulamalarinin kok ve
yaprak dokusunda SOD aktivitesinde onemli artisa neden olmasi, bu enzimin savunma
mekanizmasindaki roliinii géstermektedir. Katalaza benzer olarak peroksidazlar (APX
ve POD), H0y’in detoksifikasyonunda fonksiyon gormektedir; fakat bu
detoksifikasyonu cesitli organik ve inorganik indirgenmis ko-substratlarin (askorbik

asit, glutatyon) oksidasyonu ile gergeklestirmektedir (Mittler 2002).

Kloroplastlar ve diger hiicresel bilesenlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
askorbik asit (AsA) ve glutatyon (GSH) gibi antioksidantlar bitkilerin oksidatif strese
kars1 olan savunma sisteminde olduk¢a onemlidir (Noctor and Foyer 1998). Bitkilerde
yiiksek seviyede indirgenmis/yiikseltgenmis AsA ve GSH oranlarimin siirdiiriilmesi

hiicrelerde etkin sekilde ROT’larin temizlenmesi i¢in zorunludur. Bu oran indirgeyici
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giic olarak NADPH kullanan glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR) ve monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) enzimleri tarafindan
saglanmaktadir (Sekil 2.5) (Noctor and Foyer 1998, Mittler 2002).

NAD(P
K
MDHA NAD(P
AsA + DHA GSSG NAD(P
DHAR X
NAD(P)H

Sekil 2.5 Bitkilerde reaktif oksijen tiirlerini uzaklagtiran askorbat-glutatyon dongiisii (Mittler,
2002’den modifiye edilerek almmustir).

GSH-GSSG redoks ¢ifti, sadece yeterli NADPH 1n ve NADPH havuzunun devamliligi
icin hiicresel bir sensor olarak gorev yapan GSH’un var oldugu durumlarda etkin
sekilde fonksiyon gormektedir (Potters et al. 2002). GSH sitosol, kloroplast,
endoplazmik retikulum, vakuol ve mitokondri gibi bir¢ok hiicresel yapida tespit
edilmistir. Glutatyonun reaktivite 6zelligine ek olarak kismi kararlilik ve suda yiiksek
¢oziinlirliige sahip olmasi, glutatyonu agir metal stresine karsi bitkileri koruyan bir
kimyasal yapmaktadir (Foyer and Noctor 2005, Rausch et al. 2007). Bitkilerde GSH,
H,0; seviyesinin kontrol edilmesinde fonksiyon gérmektedir (Foyer and Noctor 2005,
Shao et al. 2008). Hidrojen peroksidin degradasyonu sirasinda indirgenmis formun
(GSH) okside forma (GSSG) oraninda goriillen degisiklik redoks sinyal yollarinda
olduk¢a 6nemlidir (Millar et al. 2003). Artan stres kosullarinda zamana bagli olarak
gbzlenen daha yiiksek GR aktivitesine karsin indirgenmis glutatyon (GSH) ve toplam
glutatyonun tiiketimi artmaktadir. Ayn1 zamanda, askorbik asidi olusturan DHAR ile
GSH’un okside glutatyona (GSSG) doniisiimiiniin artmasiyla antioksidant savunma
mekanizmasi1 gerceklesmektedir. DHAR ile iiretilen askorbik aside ilave olarak
MDHA nin orantisiz, enzimatik olmayan doniistimii ile olusturulan askorbik asit, APX
tarafindan H,O,’in direkt olarak detoksifikasyonunda kullanilabilmektedir (Sekil 2.5)
(Mittler 2002). Agir metal stresinde, APX ekspresyonunun artisinda GSH bir sinyal
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aracis1 olarak fonksiyon gormektedir (Pekker et al. 2002; Karuppanapandian et al.
2006a). Liu vd. (1995), yiiksek konsantrasyonda Cr(VI)’a maruz kalan tohumsuz ve
tohumlu bitki dokularinda, askorbat ve GSH varliginda Cr(VI)’un kararsiz Cr(V) ve
Cr(IV) formlari ile kararli Cr(III) formuna indirgenebildigini bildirmislerdir.

Farkli agir metal tiplerine baglh olarak degisiklik gosteren agir metal tesvikli oksidatif
strese antioksidant cevap, bitki tiiriine gore de degisiklik gostermektedir. SOD, CAT,
APX, GR ve POD gibi antioksidant enzimlerin aktivitesi izerine krom stresinin etkisi
baz1 bitki tiirlerinde degerlendirilmistir (Samantaray 2002, Panda et al. 2003, Panda
2007, Subrahmanyam 2008). Celtik bitkisinde 50-100 uM Cr(VI) uygulamalarinin kok
dokusunda SOD aktivitesini arttirdigi, buna karsin POD ve GR aktivitesinde azalmaya
neden oldugu bildirilmistir (Panda 2007). Bununla birlikte, 14 giin siireyle 0.10, 0.15 ve
0.25 mM Cr(VI) stresine maruz kalan bugday fidelerinin govde dokusunda SOD
aktivitesinin arttig; ancak CAT, APX ve GR aktivitesinin azaldifi saptanmigtir
(Subrahmanyam 2008). Bugdayn kok ve gévde dokusunda SOD ve CAT aktivitesinin
azaldig1 ve POD aktivitesinin kok dokusunda azaldigi, ancak govde dokusunda arttig1
bildirilmistir (Dey et al. 2009). Panda vd. (2003), bugday fidelerinin yaprak dokusunda
SOD aktivitesinin diisiikk konsantrasyonlardaki (0.1 ve 1 mM) krom uygulamalarinda
artarken yiiksek konsantrasyonlarda (10 ve 100 mM) azaldigini; fakat CAT aktivitesinin
tiim krom uygulamalarinda azaldigin1 belirtmistir. Dixit vd. (2002), bezelye koklerinde
20 uM Cr(VI) uygulamasiin SOD aktivitesini arttirdigt, 200 uM Cr(V1) uygulamasinin
ise SOD aktivitesinde Onemli bir inhibisyona neden oldugunu bildirmistir. Krom
stresine karsi hassas mung fasulyesi ¢esitlerinde (PDM-54 ve Sujata) SOD, CAT ve
APX aktivitesinin belirgin bir sekilde arttig1, buna karsin toleransh cesitlerde (TARM-
22 ve K-851) ise enzim aktivitelerinin azaldigi rapor edilmistir (Samantaray 2002).
Diger taraftan, 1.5 ppm Cr stresine maruz kalan Echinochloa colona bitkilerinde CAT
ve APX aktivitesinin hassaslara gore toleransh kalluslarda daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Samantaray et al.2001). Aliminyuma toleransli Gebenia ve hassas Shang
70-119 arpa cesitlerinde 100 uM Cr(VI) uygulamasimin kok ve yaprak dokularinda
SOD, APX, POD, CAT ve GR aktivitelerinde 6nemli artisa neden oldugu bildirilmistir
(Ali et al. 2011). Diwan vd. (2010), farkli konsantrasyon (0-200 uM) ve siirelerde (1-7

giin) Cr(VI) stresine maruz birakilan ve fazla krom biriktiren Brassica juncea ve daha

27



az krom biriktiren Vigna radiata bitkilerinde SOD ve CAT aktivitesinin arttigini
bildirmistir. Bununla birlikte, APX ve GR aktivitesinin B. juncea bitkisinde tiim Cr(VI)
uygulamalarinda arttig1, buna karsin V. radiata bitkisinde sadece bir giinliik uygulama
stiresinin sonunda arttig1 belirlenmistir. Diger taraftan, GSH igeriginin B. juncea’da
Cr(VI) uygulamalarina bagli olarak arttigi, V. radiata’da ise azaldig1 rapor edilmistir
(Diwan et al. 2010). Cr(Ill) ve Cr(VI) uygulamalarina maruz kalan Vigna mungo L.
Hepper cv. Co4 koklerinde CAT enziminin H;O, indirgenmesine katilmadigi, buna
karsin SOD enziminin O; ’in temizlenmesinde aktif olarak fonksiyon gosterdigi
bildirilmistir (Karuppanapandian and Manoharan 2008). Aym arastiricilar, Cr(IIl) ve
Cr(VI) stresine maruz kalan bitkilerde olusan H,O,’in parcalanmasinda APX
aktivitesinin CAT enzimine gore daha etkin oldugunu belirtmislerdir. Bu durum,
Willekens vd. (1997) tarafindan APX’in bir hiicreyi bastanbasa gecebilmesi ve bir
indirgeyici olan askorbik asit varliginda yiiksek substrat afinitesine sahip olmasina
karsin, CAT’in peroksizomlarda lokalize olmasi ve diisiik substrat afinitesine sahip
olmasi ile agiklanmistir. Vigna mungo koklerinde 100 uM Cr(VI) uygulamasinin
zamana bagl olarak DHAR, MDHAR ve GR aktivitelerinde 6nemli artisa neden oldugu
rapor edilmistir (Karuppanapandian and Manoharan 2008). Bu arastirma sonuglarina
gore Cr(1l1) veya Cr(VI) uygulanmig Vigna mungo koklerinde MDHAR aktivitesinde
bir artis olmamasina karsin, DHA igeriginde onemli bir artis olmasinin nedeni Noctor
ve Foyer (1998) tarafindan bildirildigi gibi bu metabolitin enzimatik olmayan yolla
olugmasidir. Bu durum monodihidroaskorbatin (MDHA) kisa 6miirlii olmasindan veya
Cr tarafindan MDHAR enziminin inhibisyonundan kaynaklanabilmektedir
(Karuppanapandian and Manoharan 2008). Cr(VI) stresi altinda DHAR aktivitesindeki
artig, bu enzimin ve dolayisiyla AsA konsantrasyonunda artigla sonuglanan agirt ROT
tiretimi ile iliskili olabilmektedir. Cr(VI) uygulamalarinda artmis AsA igerigi DHAR
enziminin dongiisel fonksiyonu ile agiklanabilmektedir (Karuppanapandian and
Manoharan 2008).

Reaktif oksijen tiirlerinin (serbest radikal) olusumu ve savunma mekanizmalari
arasindaki denge, bitkilerin yasam dongiilerini siirdiirebilmeleri i¢in oldukca énemlidir.
Antioksidant enzimlerin aktivitesindeki artis, elektron tasima zincirinin Cr-tesvikli

inhibisyonu ile olusan serbest radikallere direkt bir cevap olabilmektedir. Bununla
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birlikte, Cr konsantrasyonunun artisina bagli olarak antioksidant enzimlerin
aktivitesindeki azalma enzim sistemleri lizerine Cr iyonlarin inhibe edici etkisinden

kaynaklanabilmektedir (Shanker et al. 2005).

2.6.3 Krom Stresi ve Prolin Birikimi

Bitkilerde prolin birikiminin tuzluluk, kuraklik, ylksek sicaklik, diisiik sicaklik, agir
metal, patojen enfeksiyonu, besin kithigi, atmosferik kirlenme ve UV 1s1ma gibi stres
durumlarinda genellikle arttig1 bildirilmistir (Verbruggen and Hermans 2008, Vernay et
al. 2008, Demirevska et al. 2010). Prolinin agir metal stresi sonucu olusan reaktif
oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda fonksiyon gorerek stresi azalttigi vurgulanmistir

(Siripornadulsil et al. 2002).

Bitkilerde yaygin olarak bulunan ve diger amino asitlere oranla daha fazla miktarda
biriken prolin, kullanilabilir azot birikimini diizenlemektedir (Abraham et al. 2003).
Bitki dokularinda prolin birikimi;

(1) Prolin degradasyonundaki azalma,

(2) Prolin biyosentezindeki artma,

(3) Protein sentezindeki veya prolin kullanimindaki azalma,

(4) Proteinlerin hidrolizinden kaynaklanabilmektedir (Yoshiba et al. 1997).

Prolin glutamat veya ornitinden sentez edilebilmesine ragmen, prolin oncelikli olarak
glutamattan sentezlenmektedir. Prolin sentezinde 1ii¢ enzimatik aktivite rol
oynamaktadir:
(1) A'-pirrolin karboksilat sentetazin A'-y-glutamil kinaz aktivitesi,
(2) Al-pirrolin ~ karboksilat  sentetazin  glutamik-y-semialdehid  dehidrogenaz
aktivitesi,
(3) Al-pirrolin  karboksilat  rediiktazin  iki  izogeni  glutamati  proline

doniistiirmektedir.

Agir metal stresi sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri ¢coklu doymamis yag asitleri ile

reaksiyona girerek membran lipitlerinin peroksidasyonuna neden olmaktadir (Halliwell
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and Gutteridge 2004). Lipit peroksidasyonunun neden oldugu hiicre zarari, membran
gecirgenligini degistirerek su stresine benzer kosullar olusturmakta ve bu durum prolin
sentezini tesvik etmektedir (Sinha and Gupta 2005). Kadmiyum (Cd) stresi altindaki
bitkilerde prolin birikiminin su potansiyelindeki Cd-tesvikli azalma ile arttig1 ve su
kithigmin prolin ile iyilestirilmesinin Cd toleransina katkida bulunabilecegi bildirilmistir
(Costa and Morel 1994). Selatlama 6zelligi ile prolinin metal iyonlarini baglayabilmesi,
bitkilerin agir metal stresi altinda hayat dongiilerini tamamlayabilmesine katkida
bulunmaktadir (Sinha and Saxena 2006). Maggio vd. (2002), adaptasyonda bir sinyal
diizenleyici molekiil olarak prolinin fonksiyon gordiiglinii ileri siirmiistiir. Proteinojenik
bir amino asit olan prolin ozmolit, radikal temizleyicisi, makromolekiil stabilize edici ve
hiicre duvari bileseni olarak fonksiyon gormektedir (Matysik et al. 2002). Prolinin,
proteinlerin yapisini stabilize eden molekiiler saperonlar olarak fonksiyon gordiigii ve
prolin birikiminin sitosolik pH’1 ve hiicrenin redoks durumunu dengede tutabildigi
diistiniilmektedir. Prolin birikimi stres cevabini etkileyen stres sinyalinin bir pargasi

olabilmektedir (Maggio et al. 2002, Ashraf and Foolad 2007, Molinari et al. 2007).

Prolin krom gibi birgok agir metal stresine cevap olarak yiiksek miktarlarda bitki
dokularinda birikmektedir (Panda et al. 2003, Tripathi and Gaur 2004, Rai et al. 2004,
Vernay et al. 2008, Ganesh et al. 2009). Krom stresine maruz kalan Datura innoxia’nin
kok ve yaprak dokusunda prolin birikiminin krom konsantrasyonuna bagli olarak arttig:
ve bu artisin Cr(Ill)’a gore Cr(VI) uygulamasinda daha fazla oldugu bildirilmistir
(Vernay et al. 2008). Aymi arastiricilar, prolin birikiminin krom toleransinin bir
gostergesi olmadigi, aksine krom toksisitesinin bir semptomu oldugunu ileri siirmiistiir.
Diger taraftan, kroma toleransli soya fasulyesi (Glycine max L. Merr.) genotiplerinde
prolin igeriginin yliksek oldugu ve krom konsantrasyonundaki artisa bagl olarak prolin
igeriginin kademeli olarak arttigi belirtilmistir (Ganesh et al. 2009). Ozmotik
diizenleme, sitoplazmik enzimlerin korunmasi, stres sonrasi biiyiime i¢in karbon ve azot
kaynagi olmasi, membranlarin daha kararli hale getirilmesi, protein sentezinde gorev
almas1 ve redoks potansiyeli diizenlenmesi gibi bircok fonksiyona sahip olmasindan
dolay1 prolin birikimi krom toksisitesinin iistesinden gelebilmek i¢in bitkiler tarafindan
gelistirilmis bir adaptasyon stratejisi olarak diisiiniilmektedir (Rout and Shaw 1998, Rai
et al. 2004, Ganesh et al. 2009).

30



2.6.4 Metal Baglayic1 Ligandlar

Metallotiyoneinler mRNA translasyon iiriinleri olup; sisteince zengin diisiik molekiiler
agirlikli metal baglayict proteinlerdir (Kagi 1991). Metallotiyoneinlerin bir siifi olan
fitoselatinler (PC’ler) ise gen iirlinii olmayip, yiiksek oranda metal derisimlerine maruz
kalan bitkilerde fitoselatin sentetaz enzimi ile glutatyondan sentezlenen polipeptitlerdir
(Cobbett  2000). MT’lerin  antioksidantlar gibi  fonksiyon goérerek metal
metabolizmasinda veya plazma membranlarinin onarim mekanizmalarinda rol
oynadiklar1 diistiniilmektedir (Labra et al. 2006). Krom stresi sonucu olusan reaktif
oksijen tiirleri, MT’lerin sentezini tesvik eden sinyal molekiilleri olarak rol
oynayabilmektedir. MT ler bitkilerde Cr detoksifikasyonunda muhtemel bir role sahiptir
ve Cr stresine maruz kalan Sorghum ¢esitlerinde (duyarli K 10 ve tolerant CO 27) MT
benzeri proteinlerin eksprese edildigi rapor edilmistir (Shanker et al. 2004). Ayni
arastiricilar, kroma toleransli ve hassas Sorghum ¢esitlerinde MT3 geninin ekspresyonu
tizerine Cr(VI) etkisini degerlendirdiginde, hassas ceside gore toleransh cesitte ilgili
gene ait bant yogunlugunun daha fazla oldugunu gostermislerdir (Shanker et al. 2004).
Bu durum, Cr stresine kars1 toleransl ¢esitte MT geninin yiiksek transkripsiyon oranina
sahip oldugu seklinde yorumlanmistir. Cr uygulamasi sonucu olusan reaktif oksijen
tirlerinin, MT mRNA transkripsiyonu tesvik eden bir sinyal olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Shanker et al. 2004). Hekzavalent kroma maruz birakilan Brassica juncea
ve Vigna radiata bitkilerinin kok ve govde dokularinda PC igeriginin arttig1 ve PC’lerin,
sentezlenen antioksidant enzimlerle birlikte krom toleransina katkida bulunabilecegi
bildirilmistir (Diwan et al. 2010). Benzer olarak, musir bitkilerinde krom
konsantrasyonunun artigina bagli olarak MT’lerin seviyesindeki artisin krom stresine
kars1 tolerans sagladigi bildirilmistir (Labra et al. 2006). MT’ler Cr iyonlarina baglanip,
onlar1 non-toksik hale getirerek bitkilerdeki Cr detoksifikasyonunda onemli bir rol
oynamaktadir (Panda and Choudhury 2005). Cd, Hg ve Cu gibi agir metaller ile
mukayese edildiginde bitkilerde Cr detoksifikasyonunda MT’lerin rolii ile ilgili olarak
bu metal baglayici ligandlarin iliskisi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
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2.6.5 Alternatif Oksidaz Yolu

Bitkilerde mitokondriyal solunum, sitokrom yolu ve alternatif oksidaz (AOX) olarak
adlandirilan iki yoldan olusmaktadir (Juszczuk and Rychter 2003). Reaktif oksijen
tirlerinin iretimi, alternatif oksidaz (AOX) tarafindan kloroplast ve mitokondriyal
elektron transport zincirindeki elektronlarin alternatif bir yola sokulmasiyla
azaltilabilmektedir. AOX, elektron transport zinciri boyunca hareket eden elektronlari
saptirmakta ve bu elektronlari, oksijenin suya indirgenmesinde kullanmaktadir (Sekil
2.6). Boylelikle, Oy’in O, ’e indirgenmesi i¢in gerekli elektronlarin onlenmesi ve
ROT’larin olusumu icin substrat olan Oy’in seviyesinin azaltilmasi ile ROT {iretimi
azalmaktadir. Mitokondriyal AOX miktarindaki azalma bitkilerin oksidatif strese
hassasiyetini arttirmaktadir (Maxwell et al. 1999). AOX, sitosolik enerji yiikiiniin
yiiksek oldugu durumlarda Krebs dongiisiiniin siirdiiriilmesi veya oksidatif strese karsi
hiicrelerin korunmasinda muhtemel bir role sahiptir (Vanlerberghe and McIntosh 1997).
APX ve/veya CAT enzimlerinden yoksun transjenik bitkilerde ve asir1 1g18a maruz
kalan normal bitkilerde kloroplastik AOX’un tesvik edildigi belirtilmistir (Rizhsky et al.
2002). Hekzavalent kromun farkli konsantrasyonlarina (0-10 mg L) maruz kalan
Salvinia minima bitkilerinin yapraklarinda AOX kapasitesinin arttig1 bildirilmistir
(Prado et al. 2010). Agir metal stresi, alternatif solunum yolunun ¢alisma kapasitesini
arttirmasina karsin (Castro-Guerrero et al. 2008; Prado et al. 2010), AOX ile agir metal

stresi arasindaki iligki hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Garmash and Golovko 2009).
2.6.6 Agir Metallerle Iliskili Stres Proteinleri

Bitkiler, hiicresel seviyede agir metallerin detoksifikasyonu ve toleransini kapsayan bir
dizi potansiyel mekanizmaya sahiptir (Baker and Brooks 1989). Bitkilerin agir metallere
cevabi ile iligkili birgcok genin teshisi molekiiler yaklasimlar ile ortaya konmustur.
Metallotiyonein (Garcia-Hernandez et al. 1998), tiyoredoksinler (Lemaire et al. 1999),
glutatyon metabolizmasinin proteinleri (Xiang and Oliver 1998), antioksidant enzimler
(Cho and Park 2000) ve sicaklik soku proteinleri (Didierjean et al. 1996) gibi agir metal
tesvikli genlerin teshisi, agir metallere olan hiicresel cevaplar ile iligkili faktorlerin

belirlenmesine kismen katkida bulunmustur.
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Sekil 2.6 Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun Onlenmesinde alternatif oksidazin (AOX)
fonksiyonu. (a) Mitokondri ve (b) kloroplasttaki elektron transfer zincirinde, O, nin
0, e indirgenmesinde kullanilabilen elektronlart AOX alir ve bu elektronlar1 O, nin
H,0O’ye indirgenmesinde kullanir (Mittler 2002’den degistirilerek).
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Agir metal stresine kars1 metal iyonlarinin immobilizasyonu, alinamamasi, selatlanmasi
ve kompartimanlagmasi ve metallotiyoneinler gibi metal baglayic1 peptitlerin sentezi
(Cobbett and Goldsbrough 2002) 6nemli cevaplart olusturmaktadir. Bununla birlikte,
metal stresine karg1 savunma mekanizmalarindan biri de agir metaller ile iligkili stres
proteinlerinin profillendirilmesi ve analizidir. Hajduch vd. (2001), ¢eltik yapraklarinda
ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) gibi fotosentetik islevler ile
iligkili baz1 proteinlerin kadmiyum stresinde degrade oldugunu bildirmistir. Bununla
birlikte, Cd stresine maruz kalan ¢eltik fidelerinde antioksidant ve diger stresle iliskili
diizenleyici proteinlerin seviyesinde artis belirlenmis ve bunlarin ¢imlenme evresinde

homeostazin kurulmasinda birlikte fonksiyon gordiigii belirtilmistir (Ahsan et al. 2007).
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Hiperakiimiilator bir bitki olan Thlaspi caerulescens’in Cd’a toleransli aksesyonlarinda
baz1 antioksidant iligkili proteinlerin seviyesinin Cd uygulamalarinda énemli derecede
artt1ig1 ve bu proteinlerin toleransli aksesyonlarda Cd toleransindan sorumlu oldugu
bildirilmistir (Tuomainen et al. 2006). Bununla birlikte, Cu stresine maruz kalan geltik
bitkilerinde fotosentez ve glikolitik yol ile iligkili proteinlerin seviyesinde azalma, buna
karsin antioksidant savunma ve tohum depo proteinlerinin seviyesinde belirgin bir

artisin oldugu rapor edilmistir (Hajduch et al. 2001, Ahsan et al. 2007).

Agir metallere maruz kalan bitkilerde sicaklik soku proteinlerinin (HSP) artan
tiretiminin bir agir metal cevabi oldugu bildirilmistir (Hall 2002). Molekiiler agirliklari
10 ila 70 kDa arasinda degisen bircok stres proteininin agir metallerce tesvik edildigi
belirtilmistir (Delhaize et al. 1989). Sicaklik soku proteinleri, bircok abiyotik stres
sirasinda zarar goren proteinlerin korunmasi, onarimi ve/veya degradasyonunda
fonksiyon goren genel stres proteinleridir (Parsell and Lindquist 1994, Downs et al.
1999, Hamilton and Heckathorn 2001). Agir metallere cevap olarak HSP70 ve kiigiik
HSP’lerin biriktigi ve bu proteinlerin hiicre membranlarinin korunmasinda fonksiyon
gordiigii belirtilmistir (Hall 2002). ilging olarak, agir metal stresinden dnce kisa siireli
yiiksek sicaklik uygulamasinin membran zararini engelleyerek agir metal toleransini
tesvik ettigi bildirilmistir (Neumann et al. 1994). Celtik bitkilerinde diisilk molekiiler
agirlikli SSP (16-20 kDa) mRNA seviyelerinin yiiksek sicaklik ve agir metal stresinde
arttig1 bildirilmistir (Tseng et al. 1993). Bununla birlikte, Armeria maritima, Silene
vulgaris ve Lycopersicon peruvianum bitkilerinde HSP17’°nin agir metal stresine cevap
olarak biriktigi bildirilmistir (Neumann et al. 1995, Wollgiehn and Neumann 1999).
Krom stresine maruz kalan domates fidelerinde sicaklik soku proteini HSP90-1’¢ ait
genin ekspresyon seviyesinin arttigi ve HSP90-1 proteini hasariin iyilestirilmesi ve
hiicresel dengenin korunmasinda rol oynadigi belirtilmistir (Goupil et al. 2009).
Sicaklik soku proteinleri, hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde gorev yapan
normal proteinlerin katlanmasinda molekiiler saperonlar olarak fonksiyon gérmekte ve
supramolekiiler yapilarin  olusturulmasinda veya polipeptitlerin ~ ¢okelmesinin
engellenmesinde 6nemli fizyolojik rol oynayabilmektedir (del Razo et al. 2001). Diger
taraftan, alliminyum stresine maruz kalan toleransli soya fasulyesi ¢esidinde, Al stresi

ile iliskili 30 protein teshis edilmis ve bu proteinler arasinda HSP’lerin protein
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degradasyonu ve denatiirasyonuna karsi proteinleri korudugu ileri siiriilmiistiir (Zhen et

al. 2007).

Abiyotik ve biyotik streslere cevap olarak ifade edilen gen veya proteinlerin teshisi stres
tolerans1 ile iligkili molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi i¢in temel basamagi
olusturmaktadir. Agir metallere maruz kalan bitkilerde proteomik caligmalara az
rastlanmaktadir (Labra et al. 2006, Fagioni et al. 2009). Bu ¢alismalarda, bitkilerin
metal toleransinda GSH-bagimli yol ile iliskili proteinler, antioksidant proteinler ve
SSP’lerin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir. Labra vd. (2006), 300 ppm K,Cr,0O7
uygulamasina maruz kalan misir fidelerinde antioksidant, detoksifikasyon ve glikolitik
yol ile iliskili proteinlerin seviyesinde artis oldugu saptanmistir. Ayrica, misir
fidelerinde krom stresinin bir sonucu olarak seviyelerinde artis belirlenen glioksalaz 1
enziminin ve metallotiyoneinlerin kromun detoksifiye edilmesinde rol oynadigi

bildirilmistir (Labra et al. 2006).

Bu aragtirmada, Tirkiye’de ekimi yapilan ve elit tohumluklarin1 kullandigimiz sekiz
arpa (Hordeum vulgare L.) gesidinde (Angora, Avci-2002, Aydanhanim, Basgiil,
Biilbiil-89, Orza-96, Tarm-92, Zeynelaga) hekzavalent kromun [Cr(VI)] baz1 fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler parametreler {izerine etkisi erken fide evresinde
incelenmistir. Erken fide evresinde, bazi fizyolojik biiylime parametreleri kullanilarak
arpa cesitleri Cr(VI) toleransi bakimindan siniflandirilmistir. Krom(VI) toleransi
siniflandirmasina gore en toleranshi (Zeynelaga) ve hassas (Orza-96) arpa c¢esidinde,
kontrol ve farkli Cr(VI1) konsantrasyonlarina maruz kalmis fidelerin govde ve kok
dokularinda krom birikimi analiz edilmistir. Bununla birlikte, kontrol ve farkli Cr(V1)
konsantrasyonlarina maruz kalmis toleransli ve hassas arpa cesitlerinin fidelerine ait
yaprak dokularinda (1) fotosentetik pigment igerigi, (2) d-aminoleviilinik asit dehidrataz
(ALAD) aktivitesi, (3) prolin birikimi, (4) malondialdehit (MDA) igerigi, (5) bazi
antioksidant enzimlerin [siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX),
guaiakol peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT)] aktivitesi ve (6) 2-D elektroforetik

protein profillerindeki polimorfizmler belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Kimyasallar

Bu aragtirmada, Sigma, Merck, Fluka ve Riedel de-Haén’in analitik grade iiriinleri
kullanilmistir. Besin ¢dzeltisi monodistile su ve diger ¢ozeltiler ise bidistile su ile

hazirlanmustir.

3.2 Tohumlarin Temini

Bu aragtirmada kullanilan arpa (Hordeum vulgare L.) ¢esitlerine (Angora, Avci-2002,
Aydanhanim, Basgiil, Biilbiil-89, Orza-96, Tarm-92, Zeynelaga) ait elit tohumluklar

Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir.

Elde edilen tohumlar, boceklenme ve enfeksiyonu onlemek icin kullanilincaya kadar
+4°C’de muhafaza edilmistir. Denemelerde kullanilan saglikli tohumlar yaklagik ayni

boyutta ve renkte olacak sekilde se¢ilmistir.

3.3 Tohum Kabuk Yiizey Sterilizasyonu

Arpa cesitlerine ait tohumlarin %5°lik sodyum hipokloritte 15 dakika siireyle ylizey
sterilizasyonu sallayici iizerinde yapilmistir. Sterilizasyonu takiben tohumlar 3 kez

distile sudan ge¢irilmistir.

3.4 Cimlenme ve Bitki Yetistirme Kosullari

Steril edilen tohumlar kontrollii iklim kabininde (25+£1°C, %60 nem), igerisinde distile
su ile 1slatilmig iki kat filtre kagidi bulunan 20x11.5x5 cm boyutlarinda ve kapaginda
hava giris ¢ikisina uygun yaklagik 1 mm capinda delikler bulunan seffaf plastikten
yapilmis kaplarda 3 giin siire ile karanlikta ¢imlendirilmistir. Bu siire sonunda, yaklagik
ayn1 koleoptil ve kok uzunluguna sahip olan etiyole fideler hidroponik kiiltiir ortamina

transfer edilmistir. Hidroponik kiiltiir ortaminda kullanilacak Cr(VI) konsantrasyonlari
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on denemeler sonucunda belirlenmistir. Buna gore, en yiiksek Cr(VI) konsantrasyonu
(225 uM) degeri, fide biiylimesinin 6nemli diizeyde inhibisyona ugradigi; fakat daha
sonraki analizler i¢in 6rneklemelerin yapilabilecegi seviyede fide gelisiminin gézlendigi
konsantrasyon degeri olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, diisik Cr(VI)
konsantrasyonu (75 uM) degeri ise kontrol grubundan onemli diizeyde biiylime
farklilig1 gosteren fide gelisiminin gozlendigi konsantrasyon degeri olarak seg¢ilmistir.
Bu iki konsantrasyon degeri arasinda olacak sekilde 150 uM Cr(VI) konsantrasyonu da
calismaya dahil edilmistir. Bu ii¢ konsantrasyon degeri, biiyiime deneylerinin yani sira
en toleransli ve en hassas arpa cesitlerinde Cr(VI) agir metalinin toksisitesinin
degerlendirilmesi i¢in kullanilmigtir. Hekzavalent krom [Cr(V1)] konsantrasyonlari, %
Hewitt besin ¢ozeltisi ile hazirlanmig 75, 150 ve 225 uM potasyum dikromat (K,Cr,07)
ile saglanmistir. Besin ¢ozeltisinin pH’1 0.1 N KOH kullanilarak 6.8’e ayarlanmis ve
besin ¢ozeltisi her iki giinde bir yenilenmistir. Hidroponik sisteme transfer edilen 3
giinlik etiyole fideler, 25°C’de ve 12 sa fotoperiyotta yaklasik 13.000 liks 1s1k
siddetinde (F15W/840, Cool White De Luxe, 950 liimen, 8 adet Sylvania Luxline Plus

fliioresan lamba) 7 giin daha biiylitiilm{istir.

3.5 Biiyiime Deneyleri ve Krom(VI) Toleransinin Belirlenmesi

Ucg-giinliik etiyole fideler, farkli Cr(\V1) konsantrasyonlarina (75, 150 ve 225 uM) 7 giin
maruz birakildiktan sonra govde (kok ile govdenin birlestigi noktadan ilk yapragin
ucuna kadar) ve en uzun embriyonal kok (kok ile govdenin birlestigi noktadan en uzun
embriyonal kokiin ucuna kadar) uzunluklar odl¢iilmiistir (cm fide™). Uzunluklar
Ol¢iilen fidelerin toplam govde ve embriyonal kok taze agirliklart (TA) belirlendikten
sonra, 80°C’lik etiivde 48 sa siireyle kurutulmus ve bu siire sonunda kuru agirliklar

(KA) alinmastir.

Erken fide evresinde, arpa gesitlerinin Cr(VI) toleranst bakimindan genotipik ¢esitliligi
belirlemek i¢in govde ve kok kuru agirhi§inin bir fonksiyonu olarak tolerans indeksi (%)
asagidaki formiile gore hesaplanmistir (Bager et al. 2003):

Tolerans indeksi (%) = [(G6vde ve kdk KA)crviy / (Govde ve kok KA)kontrol] x 100
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Her bir Cr(VI) konsantrasyonunda 8 arpa ¢esidi i¢in hesaplanan tolerans indeksi (%)
degerleri, en diisiikten (1 puan) en yiiksege (8 puan) dogru puanlandirilmistir. Daha
sonra, her bir arpa ¢esidi i¢in tiim konsantrasyonlardaki puanlar toplanmis ve toplam

puanlar dikkate alinarak 8 arpa ¢esidi Cr(VI) toleranslart bakimindan siniflandirilmistir.

3.6 Toleransh ve Hassas Arpa Cesitlerinde Krom(VI) Stresine Kars1 Olusturulan

Cevaplarin Belirlenmesi

Bu aragtirmada, govde ve kok kuru agirliklarindaki % azalma temelinde Cr(VI) stresine
kars1 en toleranslt Zeynelaga ve en hassas Orza-96 arpa ¢esidinde krom igeriginin yani
sira fotosentetik pigment igerigi, d—aminoleviilinik asit dehidrataz (ALAD) enzim
aktivitesi, prolin igerigi, malondialdehit (MDA) icerigi, baz1 antioksidant enzimlerin

aktivitesi ve 2-D elektroforez profilleri analiz edilmistir.
3.6.1 Krom Birikiminin Belirlenmesi

Kontrol ve farkli Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz birakilan toleranshi Zeynelaga ve
hassas Orza-96 arpa gesitlerine ait fideler, %10’luk HNOj ile yikandiktan sonra 3 kez
distile sudan gecirilmistir. Bu islemi takiben fidelerin govde ve kok kisimlari ayrilmis
ve kuru materyalin elde edilmesi i¢in 80°C’lik etiivde 48 sa inkiibe edilmistir. Kuru bitki
ornekleri (600 mg), 10 mL %65°lik HNO3 kullanilarak mikrodalga firinda (Berghof
Products + Instruments, Germany) yakilmistir. Yakma islemi sonucunda orneklerin
hacimleri bidistile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Stok Cr ¢ozeltisi (1000 ppm)
seyreltilerek hazirlanan kor dahil dort farkli konsantrasyondaki ¢ozelti ile kalibrasyon
egrisi elde edilmistir. Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi (r? = 0.9999 ve iizeri)
ve Orneklerin Cr konsantrasyonlari, Winlab32 paket programi kullanan ICP/OES
(Inductively Coupled Plasma/Optical Emission Spectrometry, Perkin Elmer 2100 DV)
cihazi ile hesaplanmistir. Govde ve kokte krom birikimi pg g* KA olarak

hesaplanmustir.
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3.6.2 Fotosentetik Pigment Iceriginin Belirlenmesi

Klorofil (Klo a ve Klo b) ve karotenoid pigment igerikleri iizerine farkli Cr(VI)
konsantrasyonlarinin (75, 150 ve 225 puM) etkisi incelenmistir. Klo a, Klo b ve
karotenoidlerin ekstraksiyonu ve konsantrasyonlarmin belirlenmesi Wellburn (1994)’e
gore yapilmistir. Kontrol ve farkli Cr(V1) konsantrasyonlarina maruz birakilan fidelerin
ilk yapraklarindan yaklagik 50 mg taze yaprak dokusu alinmigtir. Her bir arpa ¢esidi ve
Cr(VI) konsantrasyonu igin 6 tekrarli olacak sekilde Ornekleme yapilmistir. Kiigiik
pargalara ayrilan dokular, 10 mL sogutulmus metanol iceren agzi kapakli cam test
tiiplerine alinmistir. Pigmentlerin tamamen metanole gecmesi icin tiipler 48 sa siiresince
+4°C ve karanlikta bekletilmistir. Her uygulamaya ait ¢ozeltinin Klo a, Klo b ve
karotenoidlerin absorbanslar1 sirasiyla 666, 653 ve 470 nm dalga boylarinda, TU-1880
Double Beam UV-VIS spektrofotometre kullanilarak o6lgiilmiis ve konsantrasyonlar
asagidaki formiillere gore taze agirhik (TA) temelinde mg g TA olarak hesaplanmistir
(Wellburn 1994):

Klorofil a (Klo a) = 15.65A666 — 7.34Ags3 x S*
Klorofil b (KlO b) = 27.05A653— 11-21A666 x S
Karotenoidler = (1000A470 — 2.86Klo a —129.2Klo b)/221 x S

* S: Seyreltme katsayisi

3.6.3 ALAD Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kontrol ve Cr(VI) konsantrasyonlarma (75, 150 ve 225 uM) 7 giin siireyle maruz
birakilan Zeynelaga (toleransli) ve Orza-96 (hassas) arpa ¢esitlerine ait fidelerin ilk
yaprak dokusunda oJ—aminoleviilinik asit dehidrataz (ALAD) enzim aktivitesi
belirlenmistir. Yaprak dokularindan ALAD ekstraksiyonu Naito vd. (1980)’a gore
yapilmistir. Yaprak dokusu (1 g), sogutulmus porselen havan igerisinde 0.1 mM
ditiyoteritol (DTT) igceren 0.05 M Tris-HCI tamponunda (pH 8.2) homojenize edilmistir.
Homojenatlar, dort katli gazli bezden siiziildiikten sonra 1.5 mL ependorf tiiplerine
alinmis ve +4°C’de 10.000 xg’de 1 sa santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlar,

Scheneider (1970)’1n metoduna gore ALAD aktivitesi analizleri i¢in enzim kaynagi
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olarak kullanilmistir. Tiiplere birer mL olarak alinan siipernatantlarin iizerine 0.27 mL
ALA (1 mg/mL), 1.35 mL Tris-HCI tamponu (0.05 M) ve 0.08 mL MgCl; (0.2 M)
coOzeltisi ilave edilmistir. Daha sonra tiipler sirkiilasyonlu sicak su banyosunda (37°C)
2.5 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, karisimdaki reaksiyon 0.3 mL
trikloroasetik asit (TCA, 3.0 M) eklenerek durdurulmustur. Tiipler 2 dakika buz
igerisinde sogutulduktan sonra 2000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant ile
Ehrlich ayiract [1 g DAB (4-Dimetil Amino Benzaldehit), 30 mL asetik asit ve 16 mL
%70’1ik perklorik asit karigtirilip son hacim 50 mL’ye asetik asit ile tamamlanarak
hazirlanmig] 1:1 oraninda karigtirildiktan 10 dakika sonra absorbanslar 555 nm dalga
boyunda TU-1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre ile belirlenmistir. Bir enzim
birimi, yukarida belirtilen kosullar altinda 2.5 saatte bir nanomol PBG olusumuna neden

olan enzim miktari olarak tammlanmistir. Ozgiil aktivite 37°C’de nmol PBG 2.5 sa™*

mg* protein olarak ifade edilmistir.

3.6.4 Prolin Iceriginin Belirlenmesi

Krom(V]) stresine karsi toleranslt Zeynelaga ve hassas Orza-96 arpa cesitlerinin yaprak
dokusunda prolin igerigi tizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlariin etkisi incelenmistir.
Prolin analizleri, Bates vd. (1973)’nin bildirdigi metoda gore gerceklestirilmistir. S1vi
azotta dondurulmus yaprak dokusu (200 mg) havanda doviilmiis ve proteinlerin
¢oktiiriilmesi icin 1.5 mL %3’liik siilfosalisilik asit eklenmistir. Ornekler ependorf
tiiplerine transfer edilmis ve 8000 xg’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Her bir 6rnekten
500 pL siipernatant agzi kapakli cam test tliplerine alinmis ve tiiplere 2 mL glasiyal
asetik asit ve 2 mL asit ninhidrin [%60°lik 6 M fosforik asitte %3’liik (w/v) ninhidrin]
eklenmistir. Test tiipleri 95°C’de 1 sa tutulmustur. Tiipler buzda sogutulduktan sonra 2
mL toluen tiiplere eklenerek vortekslenmis ve olusan {ist faz kuvars kiivete alinarak 520
nm’de TU-1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre ile absorbanslari okunmustur.
Prolin konsantrasyonlari, hazirlanan prolin standardi (0-100 pg mL_l) kullanilarak

hesaplanmustir.
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3.6.5 Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Krom(VI) stresine karsi toleransli Zeynelaga ve hassas Orza-96 arpa cesitlerinin yaprak
dokularindaki lipit peroksidasyonunun bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
miktarinin belirlenmesi Kosugi ve Kikugawa (1985)’nin bildirdigi metoda gore
yapilmistir. Kontrol ve Cr(VI) stresine maruz birakilmig fidelerden alinan 250 mg
yaprak dokusu 5 mL %35’lik trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir.
Homojenatlar +4°C ve 12.000 xg’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatanttan 250
uL alinarak iizerine %0.5 tiyobarbiitirik asit (TBA) iceren %20’lik TCA c¢ozeltisi
eklenmistir. Bu karisim daha sonra 95°C’de 30 dakika su banyosunda tutulmustur. Su
banyosundan ¢ikarilan tiiplerdeki reaksiyonlar1 durdurmak i¢in tiipler buz banyosuna
konulmustur. Sonrasinda 6rnekler ependorf tiiplere alinarak 10.000 xg’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatantlar kuvars kiivetlere alinarak 532 ve 600 nm’de TU-
1880 Double Beam UV-VIS spektrofotometre ile absorbanslari 6lglilmiistiir. Kor olarak
orek icermeyen ve %0.5 TBA ihtiva eden %20’lik TCA c¢ozeltisi kullanilmistir.
Yaprak dokularmm MDA igerigi molar ekstinksiyon katsayisi (¢ = 155 mM™ cm™)

kullanilarak pmol g TA olarak belirlenmistir.

3.6.6 Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.6.6.1 Enzim Ekstraksiyonu

Kontrol ve farkli Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz birakilan toleransli Zeynelaga ve
hassas Orza-96 arpa ¢esitlerinin yaprak dokusu (500 mg) 1 mM EDTA, %1 (w/v)
polivinilpirrolidon (PVP) ve 5 mM askorbik asit (yalnizca APX i¢in) i¢ceren 5 mL 50
mM potasyum fosfat tamponunda (pH 7.0) homojenize edilmistir. Ekstrakt +4°C ve
14.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantlar siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidant enzimlerin aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Siipernatantlardaki

protein miktar1 Bradford (1976)’a gore belirlenmistir.
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3.6.6.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) aktivitesi, nitroblue tetrazolium (NBT)
metoduna gore (Beauchamp and Fridovich 1971) NBT nin fotoindirgenmesinin 560
nm’de Ol¢iilmesi ile belirlenmistir. Aktivite tayini i¢cin 50 mM fosfat tamponu (pH 7.8),
0.1 mM EDTA, 13 mM metionin, 75 uM NBT ve %]1’lik Triton X-100 igeren karisima
70 pl enzim ekstrakti ilave edilmistir. Daha sonra bu karisima ve 2 puM riboflavin
eklenmis ve test tiiplerinin 10 dakika i¢in beyaz 151k kaynagi altina yerlestirilmesiyle
reaksiyon baslatilmistir. Orneklerin absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (TU-1880 Double Beam UV-VIS) olarak belirlenmistir. Bir {inite
SOD, deneysel kosullar altinda NBT indirgenmesinde %50 inhibisyona neden olan
enzim miktari olarak ifade edilmistir. Toplam SOD aktivitesi U mg™ protein olarak

hesaplanmustir.

3.6.6.3 Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitesi Nakano ve Asada (1987)’ya gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi 50 mM fosfat tamponu (pH 7.0), 0.1 mM EDTA,
0.25 mM askorbat, 5 mM H;0, ve 20 puL enzim ekstraktindan olusmaktadir. Reaksiyon,
100 uL 5 mM H,0;’in ilavesi ile baglatilmistir. Askorbik asidin oksidasyon orani,
spektrofotometre kullanilarak 3 dakika i¢in 290 nm’de absorbanstaki azalmay: takiben
belirlenmistir. Toplam APX aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayis1 (¢ = 2.8 mM™

Cm_l) kullanilarak pmol min mg_l protein olarak hesaplanmustir.

3.6.6.4 Guaiakol Peroksidaz (POD) Aktivitesinin Belirlenmesi

Guaiakol peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) aktivitesi Mika ve Liithje (2003)’e gore
belirlenmistir. Reaksiyon karigimi 25 mM sodyum-asetat-HCIl (pH 5.0), 51.3 mM
guaiakol, 12.5 mM H,0; ve enzim ekstrakti icermektedir. Reaksiyon enzim ekstraktinin
ilavesiyle baglatilmis ve absorbanstaki degisim 470 nm’de 3 dakika siire boyunca takip
edilmistir. Toplam POD aktivitesi, guaiakolun ekstinksiyon katsayisi (¢ = 26.6 mM™

cm ™) kullanilarak pmol min™ mg ™ protein olarak belirlenmistir.
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3.6.6.5 Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Toplam katalaz aktivitesi (CAT; EC 1.11.1.6) Aebi vd. (1984)’ne gore belirlenmistir.
Reaksiyon karistmi 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) ve 10.6 mM H,0,
icermektedir. Reaksiyon 25 pL enzim ekstraktinin ilave edilmesi ile baglatilmistir. CAT
aktivitesi, H,0,’in 3 dakika icin 240 nm’de (¢ = 39.4 mM ™ cm™) bozunmas ile pmol

min~*mg™ protein olarak belirlenmistir.

3.6.7 Protein Analizleri

Krom(VI) stresine toleransli Zeynelaga ve hassas Orza-96 arpa cesitlerine ait {i¢ giinliik
etiyole fideler, kontrollii iklim kabininde (25°C ve 12 sa fotoperiyot) 7 giin siireyle
kontrol ve en yiiksek Cr(VI) konsantrasyonuna (225 pM) maruz birakilmustir. Ik
yaprak (500 mg) dokular1 sivi azotta dondurularak protein ekstraksiyonu yapilincaya

kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.6.7.1 Protein Ekstraksiyonu

Sivi azotta dondurulan yaprak dokularindan protein ekstraksiyonu Damerval vd.
(1986)’a gore yapilmistir: Dokular, sogutulmus porselen havan igerisinde sivi azot
kullanilarak toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen dokular, 5 mL %0.07
B-merkaptoetanol (BME) iceren asetonda hazirlanmis %10°luk trikloroasetik asit (TCA)
cozeltisinde homojenize edildikten sonra ependorf tiiplerine alinmistir. Proteinlerin
¢oktiirtilmesi i¢in -20°C’de 1 sa tutulan homojenatlar +4°C’de ve 10000 rpm’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatantin tamami tliplerden uzaklastirildiktan sonra
tiiplere asetonda hazirlanmis %0.07 BME’den 0.5 mL ilave edilerek vortekslenmistir.
Uzerine de aym ¢dzeltiden 4.5 mL ilave edilerek en az -20°C’de 1 sa tutulmustur. Daha
sonra tiipler +4°C’de ve 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi
uzaklastirildiktan sonra tiipte kalan peletler desikatorde kurutularak kullanilincaya kadar

-20°C’de saklanmustir.
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3.6.7.2 Yaprak Orneklerinde Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kontrol ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonuna maruz birakilan toleransli (Zeynelaga) ve
hassas (Orza-96) arpa c¢esitlerinin yaprak dokusundan izole edilen protein
konsantrasyonu, Bradford (1976) metodundaki modifikasyonunu kapsayan Ramagli ve

Rodriguez (1985)’e gore tespit edilmistir.

Bradford stok ¢ozeltisi (5X):

Commasie Brilliant Blue G-250 100 mg
%95 etanol (EtOH) 50 mL
%85’lik fosforik asit (H3POj) 100 mL

Bu karisim 200 mL’ye tamamlandiktan sonra 1:3 oraninda distile su ile seyreltilerek
Whatman No.1 filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Standart icin Bovin Serum Albumin (BSA)
standart ¢ozeltisi kullanilmistir. Standart ¢ozeltisi, 1 mg BSA urea karisiminin (9 M
urea, %2 amfolinler, %4 NP-40 ve %2 BME) 200 pL’sinde ¢oziilerek hazirlanmistir
(Ramagli and Rodriguez 1985). Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart
cozeltisine (0-10 uL) uygun olarak urea karistmi (10-0 uL) ilave edilmis ve 0-50 pg
BSA/10 uL urea karisimi hazirlanmigtir. Daha sonra sirasiyla 10 uL 0.1 N HCI
(hidroklorik asit), 80 puL dH,O ve 3.5 mL Bradford ¢ozeltisi (1:3 oraninda seyreltilmis)
ilave edilmistir. Standart i¢in hazirlanan kor tiipii, BSA disindaki ¢ozeltileri icerecek

sekilde hazirlanmistir.

Her bir uygulamaya ait protein peletinden 5 mg protein 200 pL urea karisiminda
¢Oziilmiistiir. Protein 6rnek ¢ozeltileri 3 dakika 12750 rpm’de santrifiij edildikten sonra
siipernatanttan 10 pL protein ¢dzeltisi alinmistir. Uzerlerine 10 pL 0.1 N HCI, 80 puL,
dH,0 ve 3.5 mL Bradford ¢ozeltisi (1:3 oraninda seyreltilmis) konulmustur.

Ug tekrarli olarak hazirlanan standart ve drnek ¢dzeltilerin absorbanslar1 595 nm dalga

boyunda TU-1880 Double Beam UVI-VIS Spektrofotometre ile belirlenmistir. Standart

grafiginden (BSA) yararlanilarak 6rneklerin protein konsantrasyonlar1 ve elektroforez

44



asamasinda kullanilacak her bir 6rnegin 70 pg c¢oziinebilir protein igermesi igin

tartilacak miktarlar belirlenmistir.

3.6.7.3 izoelektrik Fokuslama (IEF)

Izoelektrik fokuslama jel c¢ozeltisi (IEFJC) Hochstrasser vd. (1988)ne gore
hazirlanmistir (Cizelge 3.1):

Cizelge 3.1 Izoelektrik fokuslama jel ¢ozeltisi (IEFJC) icin gerekli kimyasallar ve miktarlar:

Kimyasal Miktari
Urea 10.0g¢g
dH,0 7.4 mL
Akrilamid/bis akrilamid stok ¢ozeltisi 3.0mL
CHAPS 039
NP-40 100.0 puL
Amfolin (pH:5-8) 200.0 pL
Amfolin (pH:3-10) 800.0 pL

IEFJC vakumlanip, filtre edildikten sonra -20°C’de saklanmustir. Ornek ¢dzeltinin
hazirlanmast Naqvi vd. (1994)’ne gore yapilmistir. Yaklastk 70 pg protein
konsantrasyonu igerecek sekilde tartilmis protein drnegi 200 pL IEFJC’de yaklasik 1 sa
siiresince oda sicakliginda ¢oziilmiistiir. Bu siire sonunda 14000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda, siipernatanttan 50 pL alinarak IEFJC’ye
katilmistir. Cozeltiye %2.5°1lik taze olarak hazirlanan amonyum persiilfat (APS)’dan 1.5
puL ve 0.5 puL N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED) katilarak kisa siire

vortekslenmistir.

Karisim i¢ ¢apt 1.5 mm, uzunlugu 18 cm olan izoelektrik fokuslama tiiplerine
mikropipet yardimiyla yiiklenmistir (O’Farrell 1975). Yiikleme sonunda tiipler, bazik
ucu parmak ile kapatilarak, asidik u¢ yukarida kalacak sekilde dikey konumda tutulmus
ve bazik uca 1:1 oraninda distile su ile seyreltilmis IEFJC yiiklenmis ve jelin hava ile

temast kesilerek polimerizasyon saglanmistir.
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Protein 6rnegi icermeyen kor tiip, pH gradientinin belirlenmesi amaciyla aynen 6rnek
tiiplerin hazirlandig1 gibi hazirlanmistir. IEF tiipleri genellikle son tiip doldurulup, tiim

tiiplerdeki jeller polimerlesinceye kadar oda sicakliginda bekletilmistir.

Elektroforez tankinin {ist ¢ozeltisi 20 mM sodyum hidroksit (NaOH, katodik ¢ozelti)
cozeltisiyle, elektroforez tankinin alt ¢ozeltisi ise 100 mM fosforik asit (H3PO,4, anodik
¢oOzelti) cozeltisiyle doldurulmustur (O’Farrell 1975). Yiiriitme, 3 sa 400 voltu takiben
15 sa 800 volt sabit akimda (toplam 13200 volt/sa) gergeklestirilmistir. Yiiriitme
tamamlandiginda tiipler tanktan uzaklastirilip tliplin asidik ve bazik uglar1 parafilm ile
hava almayacak sekilde kapatilmigtir. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez
(SDS-PAJE)’de kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

3.6.7.4 izoelektrik Noktasimin (pl) Belirlenmesi

Elektroforezden sonra kor tiipiindeki jel, IEF tiiplerinden siringa yardimi ile
cikartlmistir. Jelin asidik ve bazik u¢larindan 0.5’er cm kesilerek atilmistir. Geriye kalan
kisim asidikten bazige dogru 1’er cm’lik parcalara kesilmistir. Kesilen pargalar,
igerisinde 1.4 mL 1 M potasyum kloriire (KCI) alindiktan sonra +4°C’de gece boyunca
tutulmustur. pH Olclilmeden 6nce oda sicakliginda 2 sa bekletilen KCIl’deki kor jeli
parcalarinin pH’1, asidikten bazige dogru yine oda sicakliginda belirlenmistir.
Belirlenen pH degerleri, proteinlerin izoelektrik noktalarini (pl) belirlemek i¢in

kullanilmistir.

3.6.7.5 SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAJE)

IEF’de izoelektrik noktalarina gore ayristirilan protein drnekleri elektroforez tankinda
yiirtitiilmisttir. SDS-PAJE, Laemmli (1970)’ye gore gerceklestirilmistir. Buna gore,
10-70 kilodalton (kDa) molekiiler agirliktaki (Cizelge 3.2) polipeptidlerin kolaylikla
ayrilabilecegi %12’lik akrilamid jel kullanilmistir (Copeland 1993).
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Cizelge 3.2 SDS-poliakrilamid jel elektroforez i¢in molekiiler agirlik standartlar

Protein standartlari* Molekiiler agirhiklar: (kDa)
Bovin albumin 66.0
Yumurta albumini 45.0
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz 36.0
Karbonik anhidraz 29.0
Tripsinojen 24.0
Tripsin inhibitor, Soya fasulyesi 20.1
a-Laktalbumin 14.2

* Hazirlanan protein standartlarinin her birinden 5’er pL ¢ekilmis, kaynayan suda 1 dakika

tutulmus ve toplam hacim 1:1 oraninda 0.5 M Tris-HCI, pH:6.8 stok ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

Hazirlanan jel ¢ozeltisi, 1.5 mm kalinlikta bosluk iceren 160160 mm boyutundaki iki
cam plak arasina dokiilmiistiir. Uzerine tek disli tarak yerlestirilmistir. Polimerlesmeyi
takiben tarak cikarilmis ve filtre kagidi ile iki cam arasindaki jelin iist yiizeyindeki sivi

cekilmisgtir.

Izoelektrik fokuslama tiipiindeki jel, sirga yardimi ile parafilm {izerine ¢ikarilmustir.
Iki cam arasindaki slab jelin {izerine asidik ve bazik kisimlari esas alinarak, hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirilmistir. Yiiriitme tamponu olarak tankin alt ve {ist
kismina SDS’1i Tris-Glisin ¢6zeltisi konulmustur. Tek disli tarakla bazik tarafta agilan
kuyucuga standart molekiiler agirlik ¢6zeltisinden 2 pL yiiklenmistir. Elektroforez
tankinin i¢ sogutma sisteminden siirekli olarak ¢esme suyu gecirilmistir. Ayristirma ilk
30 dakika jel bagmna 10 mA, sonra yiirlime izi jelin tabanina yaklagik 1 cm kalincaya
kadar jel basina 25 mA sabit akimda gergeklestirilmistir. Yiriitme isleminin bitiminde
iki cam plak arasindaki jel, fiksatif (sabitleme) ¢ozeltisine [%50 metanol : %12 glasial

asetik asit : %0.05 formaldehit (%37°1ik)] alinmistir.
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3.6.7.6 Proteinlerin Boyanmasi

Jellerin giimiis boyamasi Blum vd. (1987)’a gore yapilmistir:

a) Fiksasyon (Sabitleme): Fiksasyon ¢ozeltisi metanol (%50), glasiyal asetik asit
(%12) ve 0.5 mL formaldehit (%37) ile hazirlanmistir. Jeller en az 1 sa veya 1 gece
fikse edilmelidir.

b) Yikama: Yikama ¢ozeltisi %50’lik etil alkoldiir. Yikama islemi, 3 kez 20’ser dakika
uygulanmalidir.

¢) On-uygulama: Cozeltisi, sodyum tiyosiilfat SH,O (0.2 g/L)’dir. Boyama
zeminindeki artisi engellemek i¢in uygulama fazla uzun siirmemeli, tam 1 dakika
olmalidur.

d) Durulama: Jel yiizeyindeki fazla sodyum tiyosiilfati uzaklastirmak ve AgNOs ile
yiizey boyamasini saglamak i¢in 3 kez 20’ser saniye distile su ile yikanir.

e) Sabitleme: Sabitleme ¢ozeltisi AgNO3 (2 g/L) ve 0.75 mL formaldehit (%37) olup;
uygulama zamani 20 dakikadir.

f) Durulama: AgNOj; ile sabitlenen jelin yilizeyindeki fazla AgNO3’1 ve sodyum
tiyostilfat1 uzaklastirmak i¢in 2 kez 20’ser saniye distile su ile yikanma yapilir.

g) Gelistirme: Gelistirme ¢ozeltisi, sodyum karbonat (60 g/L), 0.5 mL formaldehit
(%37) ve sodyum tiyosiilfat.5H,O (4 mg/L) igerir. Protein benekleri yaklasik 10
dakikada gelisir.

g) Yikama: Uygulama, 2 kez 2’ser dakika distile su ile gergeklestirilir.

h) Durdurma: Durdurma ¢o6zeltisi metanol (%50) ve glasiyal asetik asit (%12) ile
hazirlanir. Uygulama siiresi 10 dakikadir.

i) Yikama: Yikama ¢ozeltisi %50’lik metanoldur ve uygulama siiresi 10 dakikadan

fazladir.
Proteinleri boyama asamalarinin tamami, oda sicakliginda ve sallayici1 {zerinde

gerceklestirilmistir. Boyamanin her asamasinda yeni seffaf eldivenler kullanilmistir.

Boyama bitiminde jeller fotograflanmis ve kurutulmustur.
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3.6.7.7 Jellerin Fotograflanmasi

Boyanmus jeller, Fujitsu S7000 FinePix 19x (6x Optical 3.2x Dijital) fotograf makinesi
takilmis Uvitec-UV marka illiiminatér sisteminde oOzel filtre iizerine konularak

fotograflamustir.

3.6.7.8 Jellerin Kurutulmasi

Jeller, glimiis boyamadan sonra saklanmak iizere kurutulmustur. Kurutma islemi,
Krishnan ve Nguyen (1990)’e gore yapilmistir. Kurutmada, selofan ve kalinligr 6 mm,
dis boyutlar1 35x35 cm, i¢ boyutlart 20x20 cm olan seffaf fleksiglas cergeve
kullanilmistir. Jel, fleksiglas ¢erceve ilizerine yerlestirilen distile su ile 1slatilmis iki
selafon arasina hava kabarci@i kalmayacak sekilde yerlestirilmistir. Jeller oda

sicakliginda kurutulmustur.

3.6.7.9 Jellerin Okunmasi

Kontrol jellerine gore 225 uM Cr(VI) konsantrasyonuna ait jellerde yeni sentezlenen,
sentezi belirgin durumda artan veya azalan proteinlerin izoelektrik noktalari (pl) ve

molekiiler agirliklar (kilodalton, kDa) belirlenmistir.

3.7 istatistiki Analizler

Denemeler, tesadiif parselleri cesitler x Cr(VI) konsantrasyonlar1 faktoriyel diizeninde
gerceklestirilmistir. Biiylime deneyleri, fotosentetik pigment igerigi, ALAD enzim
aktivitesi, prolin igerigi, lipit peroksidasyonu ve antioksidant enzim analizleri i¢in
yapilan denemeler rasgele deneme deseninde 3 tekrarli olacak sekilde diizenlenmistir.
Elde edilen verilerin istatistiksel varyans analizleri SPSS (versiyon 15.0) paket programi1
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen verilere ait ortalamalar arasindaki ©Onemli
diizeydeki farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma testi kullanilarak belirlenmistir

(P<0.05).
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4. BULGULAR

4.1 Arpa Cesitlerinin Govde ve Kok Biiyiimesi Uzerine Krom Stresinin Etkisi

Bu arastirmada, erken fide gelisimi evresinde bazi arpa gesitlerinin (Angora, Avci-2002,
Aydanhanim, Basgiil, Biilbiil-89, Orza-96, Tarm-92, Zeynelaga) govde ve kok
biliylimesi (gévde ve kok uzunlugu, taze ve kuru agirlik) iizerine Cr(VI) stresinin etkisi
incelenmistir. Bu amagla, {ig-glinliik etiyole fideler 7 giin siireyle farkli Cr(VI)
konsantrasyonlarina (kontrol, 75, 150 ve 225 uM) maruz birakilmistir. Bu siire sonunda,
de-etiyole fidelerin gévde ve kok uzunluklar ile govde ve kok taze ve kuru agirliklar:
belirlenmistir. Arpa ¢esitlerinin gévde ve kok uzunluklari, taze ve kuru agirliklar
tizerine g¢esit ve Cr(VI) ana faktor etkileri ve bu faktorlere ait etkilesimler (¢esitxkrom)

onemli diizeyde bulunmustur (P<0.001) (Cizelge 4.1-3).

Erken fide evresindeki arpa g¢esitlerinin govde ve kok wuzunluklari Cr(VI)
konsantrasyonundaki artiga bagli olarak genellikle onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir
(Cizelge 4.1). Arpa gesitlerinin govde ve kok uzunluklarindaki biiyiime inhibisyonu
kontrole gore tiim Cr(VI) konsantrasyonlarinda %50’nin altinda belirlenmistir. Cr(VI)
stresinde arpa cesitlerinin gévde uzunluklarindaki biiylime inhibisyonu %0.3-19.7 (75
uM), %14.7-40.1 (150 uM) ve %31.1-47.9 (225 uM) araliginda degismistir (Cizelge
4.1). Bununla birlikte, kok uzunluklarindaki biiyiime inhibisyonu %15.8-42.2 (75 uM),
%26.1-46.4 (150 uM) ve %30.5-49.5 (225 uM) araliginda saptanmustir (Cizelge 4.1).

Erken fide evresindeki arpa c¢esitlerinin govde ve kok taze agirliklari Cr(VI)
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak genellikle onemli diizeyde (P<0.05) azalmistir
(Cizelge 4.2). Arpa gesitlerinin govde taze agirliklarindaki azalma kontrole gore tiim
Cr(VI) konsantrasyonlarinda %11.9-68.8 araliginda belirlenmistir. Cr(VI) stresinde arpa
cesitlerinin govde taze agirliklarindaki azalma %11.9-41.5 (75 uM), %37.2-54.7 (150
uM) ve 9%52.4-68.8 (225 uM) araliginda degismistir (Cizelge 4.2). Bununla birlikte,
arpa cesitlerinin kok taze agirliklarindaki azalma kontrole gore tim Cr(VI)
konsantrasyonlarinda %3.1-66.2 araliginda belirlenmistir. Arpa ¢esitlerinin kok taze
agirliklarindaki azalma ise %3.1-33.7 (75 uM), %6.3-54.5 (150 uM) ve %22.1-66.2
(225 uM) araliginda saptanmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1 Erken fide evresindeki 8 arpa cesidinin gévde ve kok uzunluklari tizerine Cr(VI)

stresinin etkisi

Arpa cesidi Cr(VI) konsantrasyonu Gévde uzuniugu Kok uzunlulg“u
(uM) (cm bitki™) (cm bitki™)
0 23.2+0.34a 10.1+0.13a
Angora 75 186+0.30b 8.0+0.11b
150 13.9+0.26 ¢ 7.0+0.13¢c
225 12.1+0.30d 7.0+0.12c
0 18.8+0.21a 99+0.11a
75 16.2+0.20b 7.8+0.19b
Aver-2002 150 1474020 ¢ 6.8+0.15¢
225 12.1+0.27d 6.4+0.12d
0 18.7+0.25a 122+0.26a
Aydanhanim 75 16.6 £0.26 b 70+0.11b
150 144+0.27c 6.5+0.13¢c
225 11.3+0.22d 6.1+0.11c
0 229+0.28a 11.0+£0.18a
Basgiil 75 22.0+0.37a 79+0.14b
150 18.2+0.28b 6.3+0.12¢c
225 141+0.39¢c 5.9+0.09d
0 185+0.15a 8.4+0.10a
vt 75 184+0.24 a 71+021b
Biilbil-89 150 1574029 b 6.2+019¢
225 12.7+0.23¢c 56+0.17d
0 21.3+0.15a 104+0.20a
75 19.7+0.21b 75+0.09b
Orza-96 150 14.9+0.29 ¢ 6.7+0.13¢
225 11.9+0.24d 6.3+0.11d
0 20.1+0.22a 11.1+0.28 a
75 18.2+0.32b 8.0+0.09b
Tarm-92 150 149+0.43¢ 75+0.14c
225 11.1+0.35d 7.2+0.10c
0 19.7+0.26 a 11.5+0.21a
Zeynelaga 75 189+0.27b 8.0+0.15b
150 16.0+0.14c 7.3+£0.09¢c
225 13.0+0.15d 6.9+0.13¢c
Ana etkiler ortalamasi
Angora 17.0+£0.42b 8.02+0.13ab
Avci1-2002 154 +0.25cd 7.71£0.15 bc
Aydanhanim 15.3+0.28d 7.96 +0.24 ab
Basgiil 19.3+0.36 a 7.77+0.20b
Biilbil-89 16.3£0.24 bc 6.84 £0.13d
Orza-96 170+0.36 b 7.72 £0.16 bc
Tarm-92 16.1 £ 0.35 bed 8.46 £0.17 a
Zeynelaga 16.9+0.26 b 8.45+0.18a
0 20.2+0.13a 10.4+£0.09 a
75 185+0.13b 7.7+0.05b
150 15.3+0.12¢c 6.7+0.05¢c
225 12.3+0.11d 6.3+0.05d
P degerleri
Cesit (C) <0.001 <0.001
Krom (K) <0.001 <0.001
CxK <0.001 <0.001
a-d

; Bir kritere ait kolondaki farkli harfler, istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki onemli farkliliklari

gostermektedir (P<0.05). Her bir deger, ti¢ tekrarli 12 fidenin (n = 36) ortalamasidir. Standart hata (+SH).
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Cizelge 4.2 Erken fide evresindeki 8 arpa ¢esidinin gévde ve kok taze agirliklar {izerine Cr(VI)

stresinin etkisi

. Cr(VI) konsantrasyonu Gévde taze agirlig Kok taze agrlig
Arpa gesidi (M) (@) (@)
0 3.12+0.08a 1.32+0.01a
Angora 75 235+0.07b 1.21+0.05b
150 1.62+0.11c 0.78+0.03 ¢
225 148 £0.04c 0.75+0.02c¢c
0 2.86 +0.04 a 0.98+0.02a
75 1.67+0.03b 0.78+0.01b
Aver-2002 150 1.45+0.04 ¢ 0.67+0.01¢
225 1.16 £0.04d 0.56+£0.01d
0 3.29+0.09 a 1.18+0.03 a
Aydanhamm 75 2.10+0.04b 0.87 £0.02b
150 1.71+£0.02c¢c 0.73+0.01c
225 1.44 +£0.03d 0.65+0.02d
0 3.65+0.12a 1.11+0.04 a
Basgiil 75 2.90+0.09b 0.91+0.03b
150 2.04+0.09¢c 0.79+0.03 ¢
225 1.61+0.04d 0.59+0.02 d
0 297+0.14 a 1.46 £0.05 a
1y 75 2.62+0.03b 0.97+0.07b
Biilbiil-89 150 1.86+0.04 ¢ 0.66+0.10 ¢
225 1.37+0.01d 0.49 +£0.03d
0 3.69+0.11a 1.45+0.02 a
75 2.70+0.06 b 1.06 £0.03 b
Orza-96 150 1.69+0.08 ¢ 0.71+0.04 ¢
225 1.15+0.01d 0.58+0.02d
0 3.26£0.12 a 1.00 £ 0.06 a
75 2.17+0.08 b 0.88+0.03b
Tarm-92 150 1.48 +0.06 ¢ 0.68 +0.04 ¢
225 1.07 +£0.10d 0.60+£0.02d
0 3.73+0.08 a 0.98+0.04a
Zeynelaga 75 2.83+0.04b 0.95+0.05a
150 2.14+0.03¢c 0.92+0.03a
225 1.67+£0.04d 0.77£0.02b
Ana etkiler ortalamas
Angora 214£0.20b 1.01+£0.08 a
Avci1-2002 1.78 £0.20 ab 0.75+0.05b
Aydanhanim 213+021ab 0.86 £ 0.06 ab
Basggiil 255+0.24a 0.85+0.06 ab
Biilbil-89 2.20+0.19 ab 0.90+0.11 ab
Orza-96 2.31+0.29 ab 0.95+0.10 ab
Tarm-92 2.00£0.25ab 0.79+£0.05 ab
Zeynelaga 259+0.23a 0.91+0.03ab
0 3.23+0.08 a 1.17+0.04 a
75 242 +0.08b 0.97 £0.03b
150 1.76 £ 0.05¢ 0.76 £ 0.02 ¢
225 1.37+£0.04d 0.64 +£0.02d
P degerleri
Cesit (C) <0.001 <0.001
Krom (K) <0.001 <0.001
CxK <0.001 <0.001
a-d

; Bir kritere ait kolondaki farkli harfler, istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki O6nemli farkliliklari
gostermektedir (P<0.05). Her bir deger, her tekrarda 12 fidenin 6rneklendigi ti¢ tekrarin ortalamasidir. Standart hata

(£SH).

52



Cizelge 4.3 Erken fide evresindeki 8 arpa gesidinin govde ve kok kuru agirliklar tizerine Cr(VI)

stresinin etkisi

o Cr(VI) konsantrasyonu Gévde kuru agirlig Kok kuru agirlig
Arpa cesidi (M) (mg) (mg)
0 313.7+6.8a 793+t12a
Angora 75 272.3+10.1b 86.7t4.6a
150 211.7+125¢ 63.3+4.7b
225 189.7+5.0¢c 60.7+1.2b
0 267.7+84a 76.3+2.7a
75 199.0+6.2b 727+18a
Aver-2002 150 202.0+13.1b 68.0+15b
225 177.7+7.4b 55.3+0.9c
0 310.7+14.3a 91.3+1.8a
Aydanhamm 75 236.7+45b 753+18b
150 2353+2.7b 733+22b
225 220.3+5.0b 68.7+2.3b
0 359.0+99a 89.7+19a
Ba@giil 75 309.7+79hb 83.7+29a
150 2487+78¢c 73.3+28b
225 226.3+7.4d 58.7+27¢c
0 376.7£20.8a 105.3+4.1a
1y 75 366.0+9.2a 92.7+35b
Biilbil-89 150 281.3+2.4b 647+13¢
225 2415+53¢c 505+1.3d
0 440.7 £13.3a 105.7+1.2a
75 354.0+7.1b 950+1.7b
Orza-96 150 250.7+7.8¢ 720+36¢
225 220.3+6.4d 62.3+1.8d
0 332.7+9.3a 84.7+3.2a
75 261.7+116b 82.3+2.0a
Tarm-92 150 2230+95¢ 69.0+5.0b
225 186.0+6.4d 56.0+3.1c
0 327.7+22a 86.3+2.3a
Zeynelaga 75 288.3+45hb 90.3+4.1a
150 257.3+23¢c 823+1.8a
225 228.0+7.0d 69.3+28b
Ana etkiler ortalamas
Angora 246.8+153c¢ch 725+3.6ab
Avci1-2002 211.6+109¢c 68.1+25b
Aydanhanim 250.8+11.1cb 77.2+27ab
Basggiil 285.9+16.1ab 76.3+3.7ab
Biilbil-89 316.4+179a 78.3+6.7ab
Orza-96 318.7+26.1a 83.8+53a
Tarm-92 250.8 £16.9 bc 73.0+3.8ab
Zeynelaga 2753+11.3ab 82.1+27a
0 3326+10.6a 879+23a
75 286.0+£10.0b 85.1+16a
150 2419+54¢c 709+13b
225 211.5+4.44d 60.8+1.3c
P degerleri
Cesit (C) <0.001 <0.001
Krom (K) <0.001 <0.001
CxK <0.001 <0.001
a-d

; Bir kritere ait kolondaki farkli harfler, istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki 6nemli farkliliklar:
gostermektedir (P<0.05). Her bir deger, her tekrarda 12 fidenin 6rneklendigi ti¢ tekrarin ortalamasidir. Standart hata

(£SH).
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Erken fide evresindeki arpa cesitlerinin govde ve kok kuru agirliklari Cr(VI)
konsantrasyonundaki artiga bagli olarak genellikle 6nemli diizeyde (P<0.05) azalmistir
(Cizelge 4.3). Arpa ¢esitlerinin govde kuru agirliklarindaki azalma kontrole gore tiim
Cr(VI) konsantrasyonlarinda %2.8-50.0 araliginda belirlenmistir. Cr(VI) stresinde arpa
cesitlerinin gévde kuru agirliklarindaki azalma %2.8-23.8 (75 uM), %21.5-41.1 (150
uM) ve %29.1-50.0 (225 uM) araliginda degismistir (Cizelge 4.3). Bununla birlikte,
arpa ¢esitlerinin  kok kuru agirliklarindaki azalma kontrole goére tim Cr(VI)
konsantrasyonlarinda  %2.8-52.1 araliginda  belirlenmistir. Arpa koék kuru
agirliklarindaki azalma ise %2.8-17.5 (75 uM), %4.6-38.6 (150 uM) ve %19.7-52.1
(225 uM) araliginda saptanmistir (Cizelge 4.3).

4.1.1 Krom(VI) Stresine Maruz Kalan Arpa Cesitlerinde Tolerans Siniflandirmasi

Bu arasgtirmada, daha sonraki calismalarda kullanilmak tiizere Cr(VI) stresine en
toleransli ve en hassas arpa ¢esidinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagcla, her bir
arpa ¢esidine ait konsantrasyonlardaki govde ve kok kuru agirliklart igin tolerans
indeksi (%) degerleri hesaplanmigtir. Her bir konsantrasyon i¢in hesaplanan tolerans
indeksi degerleri arpa ¢esitleri arasinda puanlandirilmistir. Buna gore, tolerans indeksi
degeri en diisiik olan arpa ¢esidine 1 puan, en yliksek olan arpa ¢esidine 8 puan ve diger
cesitlere de 2 ila 7 arasinda puan verilerek degerlendirilmistir (Cizelge 4.4). Her bir
cesidin govde ve kokiine ait tim krom konsantrasyonlarinda aldigi puanlar toplanmaistir.
Toplam puanlara gore arpa cesitlerinin Cr(VI) toleransindaki genotipik farkliliklar
ortaya konulmustur. Bu baglamda, tolerans indeksi temel alinarak yapilan Cr(VI)
toleransi siniflandirilmasinda en toleransh arpa ¢esidi Zeynelaga (45 puan), en hassas
arpa cesidi ise Orza-96 (13 puan) olarak saptanmistir (Cizelge 4.4). Boylece Cr-
toleransli (Zeynelaga) ve Cr-hassas (Orza-96) olarak belirlenen arpa gesitleri daha

sonraki ¢calismalarda kullanilmstir.
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Cizelge 4.4 Farkli Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz birakilan 8 arpa ¢esidinin kuru agirlik
temelinde belirlenen tolerans indeksi (%) degerleri ve puanlari

Govde Kok

Tolerans indeksi (%) Tolerans indeksi (%) TSE;m
éiﬁ?ﬂeri 75uM 150 M 225 M 75uM 150 M 225 M
Angora 86.8 (6)* 675(3) 605 (3) 1092(8) 79.8(3) 76.5(7) 30
Aver2002  744(1) 755(6)  66.4(6) 952(5) 89.1(7) 725(5) 30
Aydanhamm  76.2(2)  75.8(7)  70.9 (8) 825(1) 80.3(4) 75.2(6) 28
Basgiil 86.3(5) 69.3(4)  63.1(4) 93.3(4) 8L8(6) 654 (3) 26
Bilbiil-89  97.2(8) 747(5) 64.1(5) 88.0(2) 6l4(1) 47.9() 22
Orza-96 80.3(4) 589(1) 50.0(1) 80.9(3) 68.1(2) 59.0(2) 13**
Tarm-92 787(3) 67.0(2) 55.9(2) 97.2(6) 815(5 66.1(4) 22
Zeynelaga ~ 88.0(7) 785(8)  69.6(7) 1046 (7) 95.4(8) 80.3(8) 45%*

* Parantez i¢indeki sayilar tolerans indeksi (%) degerlerine gore verilen puanlardir.
** En yiiksek puan en az zarari, en diisiik puan ise en fazla zarar1 ifade etmektedir.

4.2 Kroma Hassas ve Toleransh Arpa Cesitlerinde Cr(VI) Stresinin Etkisi

Bu arasgtirmada, Cr(VI) stresine karsi olusturulan hiicresel cevaplarin belirlenmesi
amaciyla govde ve kok kuru agirlign temel alinarak hesaplanan tolerans indeksi
degerlerine gore belirlenen Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa
cesitlerinde krom birikimi, fotosentetik pigment igerigi (klorofil a, b ve karotenoidler),
O-aminoleviilinik asit dehidrataz aktivitesi, prolin igerigi, malondialdehit icerigi, bazi
antioksidant enzimlerin aktivitesi ve protein sentezi iizerine hekzavalent kromun etkisi

degerlendirilmistir.

4.2.1 Govde ve Kok Dokusunda Krom Birikimi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Cr-toleransh Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin gévde ve kok dokusunda
krom birikimi, Cr(VI) konsantrasyonundaki (75, 150 ve 225 uM) artisa bagli olarak
onemli diizeyde (P<0.05) artmistir (Cizelge 4.5). Kontrole gore en yiiksek Cr(VI)
konsantrasyonunda (225 uM), Orza-96 ¢esidinin govde dokusundaki Cr birikimindeki
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artis 136 kat, Zeynelaga c¢esidinde ise 158 kat olarak belirlenmistir. Kontrole gore 225
uM Cr(VI) konsantrasyonunda, Orza-96 cesidinin kok dokusunda Cr birikimindeki artig
163 kat, Zeynelaga ¢esidinde ise yaklasik 215 kat olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte, 225 uM Cr(VI) konsantrasyonunda maksimum Cr birikimi gévde dokusunda
95 ug g * KA ve kok dokusunda 1825 pug g * KA olarak bulunmustur. Bu baglamda, her
iki ¢esidin kok dokusundaki Cr birikimi gévde dokusuna gore daha yiliksek oranda
saptanmustir. Cr-toleransli Zeynelaga c¢esidi govde dokusunda Cr-hassas Orza-96
cesidine gore daha fazla krom biriktirirken, ters durum kok dokularinda bulunmustur

(225 uM harig) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Farkli Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz birakilan Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-
hassas Orza-96 arpa gesitlerinin gévde ve kdk dokusunda krom birikimi

Arpa cesidi Cr(VI) Govde Ci’lbirikimi Kok Cr girikimi
konsantrasyonu (uM) (19 g~ KA) (19 g~ KA)

Orza-96 0 0.58+0.007 a 10.6+0.04a
75 11.240.025 ¢ 16263 +13.5¢
150 33.2+0.155¢ 1808.8 +15.0d
225 79.7+0.155¢ 17329+ 94c¢

Zeynelaga 0 0.61+0.009 a 8.5+0.03a
75 16.3+0.062 b 1351.8+6.2b
150 36.4+0.144 d 16414 +6.7C
225 95.3+0.554 f 1825.0+8.7 d

Ana etkiler ortalamasi

Orza-96 312+7.8a 1.294+192.2 a

Zeynelaga 37.1+9.3a 1.206+ 183.4 a
0 0.59+0.006 a 95+04a
75 13.7£0.96 b 1.489+52.3 b
150 34.7+0.59 ¢ 1.725+32.5¢
225 87.4+2.97d 1.779+ 183 ¢

P degerleri

Cesit (C) <0.001 <0.001

Krom (K) <0.001 <0.001

CxK <0.001 <0.001

ag.

gostermektedir (P<0.05).
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4.2.2 Fotosentetik Pigment Icerigi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa cesitlerinin yaprak dokularinda

toplam klorofil (klorofil a + b) ve karotenoid igerikleri (kontroliin %’si) Sekil 4.1°de

gosterilmistir. Zeynelaga ve Orza-96 arpa gesitlerinin fotosentetik pigment igeriginde

onemli diizeyde (P<0.05) baz1 farkliliklar belirlenmistir. Orza-96 arpa cesidinde toplam

klorofil igerigi, kontrole gore 75, 150 ve 225 Cr(VI) konsantrasyonlarinda sirasiyla

%9.9, 16.9 ve 29.7 oraninda 6nemli diizeyde azalmistir. Buna karsin, kontrole gore 75

uM Cr(VI) konsantrasyonunda Zeynelaga ¢esidinin toplam klorofil i¢eriginde 6nemli

diizeyde artma (%15.2), 225 uM Cr(VI) konsantrasyonunda ise 6nemli diizeyde azalma
(%4.6) belirlenmistir (Sekil 4.1A).
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Sekil 4.1 Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin klorofil a + b (A) ve
karotenoid (B) igerigi tlizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinin etkisi. Farkli harfler,
Duncan Coklu Kargilagtirma testine gore Cr(VI) konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli
diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 géstermektedir.
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Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin karotenoid igeriginde
krom stresine bagli olarak 6nemli diizeyde (P<0.05) bazi1 degisiklikler belirlenmistir
(Sekil 4.1B). Zeynelaga arpa gesidinde karotenoid igerigi kontrole gore 75 uM Cr(VI)
konsantrasyonunda %11.6 oraninda artarken, 150 ve 225 uM Cr(VI)
konsantrasyonlarinda sirastyla %6.7 ve 23.9 oraninda 6nemli diizeyde azalmistir. Diger
taraftan, Orza-96 arpa ¢esidinin karotenoid igerigi, kontrole gore 75, 150 ve 225 Cr(VI)
konsantrasyonlarinda sirasiyla %5.3, 17.3 ve 39.4 oraninda 6nemli diizeyde azalmistir

(Sekil 4.1B).
4.2.3 8-Aminoleviilinik Asit Dehidrataz Aktivitesi Uzerine Cr(VI) Stresinin EtKkisi

Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin ilk yaprak dokusunda
Cr(VI) konsantrasyonundaki artisa bagli olarak &-aminoleviilinik asit dehidrataz
(ALAD) aktivitesinde 6nemli diizeyde (P<0.05) inhibisyon belirlenmistir (Sekil 4.2).
Zeynelaga arpa ¢esidinde ALAD aktivitesi kontrole gore Cr konsantrasyonlarinda
sirastyla %20.4, 38.2 ve 49.9 oraninda azalirken, Orza-96 arpa c¢esidinde sirasiyla
%15.8, 24.4 ve 51.5 oraninda azalmistir. Bununla birlikte, iki arpa ¢esidinin ALAD
aktiviteleri arasinda ayirt edici bir farklilik belirlenmemistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin §-aminoleviilinik asit
dehidrataz (ALAD) aktivitesi tizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinin etkisi. Farkli
harfler, Duncan Coklu Karsilastirma testine goére Cr(VI) konsantrasyonlari arasinda
onemli diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 gostermektedir.
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4.2.4 Prolin I¢erigi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Cr-toleransh Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin ilk yaprak dokusundaki
prolin igeriginde, kontrole goére Cr(VI) konsantrasyonlarinda 6nemli diizeyde (P<0.05)
baz1 farkliliklar belirlenmistir (Sekil 4.3). Her iki arpa ¢esidinin prolin igeriginde
kontrollerine gore 75 uM Cr(VI) konsantrasyonunda énemli bir farklilik bulunmamaistir.
Zeynelaga arpa c¢esidinde prolin igerigi 150 ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda
yaklasik 2’ser kat artis gostermistir. Buna karsin, Orza-96 arpa ¢esidinin yaprak prolin
icerigi kontrole gore 150 ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda sirasiyla yaklasik 4
ila 6 kat artig gostermistir. Sonug olarak, Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidinin Cr-toleransh
Zeynelaga arpa ¢esidine gore 6nemli diizeyde daha yiiksek prolin igerigine sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.3).

407 Zeynelaga
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Cr(VI) konsantrasyonu (uM)
Sekil 4.3 Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa cesitlerinin yaprak prolin igerigi
tizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinin etkisi. Farkli harfler, Duncan Coklu

Kargilagtirma testine gore Cr(VI) konsantrasyonlari arasinda onemli diizeydeki
(P<0.05) farkliliklar1 gostermektedir.

4.2.5 Malondialdehit Icerigi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa cesitlerinin ilk yaprak dokusunda
Cr(VI) stresine bagli olarak malondialdehit (MDA) igeriklerinde 6nemli diizeyde
(P<0.05) baz1 farkliliklar belirlenmistir (Sekil 4.4). Zeynelaga arpa ¢esidinde MDA
icerigi 150 ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda énemli bir artig gosterirken, Orza-
96 arpa ¢esidinde MDA igerigi Cr(VI) konsantrasyonundaki artisa bagl olarak kademeli
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bir artis gostermistir. Zeynelaga arpa g¢esidinde MDA igerigi 150 ve 225 uM Cr(VI)
konsantrasyonlarinda sirasiyla 1.2 ve 1.3 kat artis gostermistir. Buna karsin, Orza-96
arpa c¢esidinde MDA igerigi kontrole gore Cr(VI) uygulamalarinda sirasiyla 1.6, 2.1 ve
3 kat artig gostermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin yaprak MDA igerigi
tizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinin etkisi. Farkli harfler, Duncan Coklu
Kargilagtirma testine goére Cr(VI) konsantrasyonlari arasinda onemli diizeydeki
(P<0.05) farkliliklar1 gostermektedir.

4.2.6 Baz1 Antioksidant Enzimlerin Aktivitesi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

4.2.6.1 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esitlerinin ilk yaprak dokusunda
Cr(VI]) stresine bagl olarak siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde 6nemli diizeyde
(P<0.05) bir artis saptanmistir (Sekil 4.5). Zeynelaga arpa ¢esidinin SOD aktivitesinde
kontrole gore Cr(VI) konsantrasyonlarinda sirasiyla 1.7, 1.8 ve 2 kat artis belirlenmistir.
Bununla birlikte, Orza-96 arpa ¢esidinde SOD aktivitesi, Cr(VI) konsantrasyonundaki
artisa bagli olarak kademeli bir artis gostermis ve bu artis kontrole gore diger
konsantrasyonlarda (75, 150 ve 225 uM) sirasiyla 1.2, 1.8 ve 3 kat olarak belirlenmistir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin siiperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesi iizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlarimin etkisi. Farkli harfler,
Duncan Coklu Karsilagtirma testine gore Cr(VI) konsantrasyonlar1 arasinda dnemli
diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 gostermektedir.

4.2.6.2 Askorbat Peroksidaz Aktivitesi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin ilk yaprak dokusunda,
Cr(VI) stresi askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinde onemli (P<0.05) degisikliklere
neden olmustur (Sekil 4.6). Zeynelaga arpa ¢esidinde APX aktivitesindeki artig kontrole
gore 75 uM  Cr(VI) konsantrasyonunda  Onemsizken, diger  Cr(VI)
konsantrasyonlarindaki (150 ve 225 upM) artis sirasiyla 1.7 ve 2.1 kat olarak
saptanmistir. Bununla birlikte, Orza-96 arpa c¢esidinde APX aktivitesi, Cr(VI)
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak kademeli bir artis gostermis; bu artis kontrole
gore diger konsantrasyonlarda (75, 150 ve 225 uM) sirastyla 1.4, 2 ve 3.4 kat olarak
belirlenmistir (Sekil 4.6).

4.2.6.3 Guaiakol Peroksidaz Aktivitesi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa cesitlerinin ilk yaprak dokusunda
guaiakol peroksidaz (POD) aktivitesi Cr(VI) konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
onemli diizeyde (P<0.05) artmustir (Sekil 4.7). Bununla birlikte, Zeynelaga arpa
¢esidinde POD  aktivitesi, kontrole gore 75, 150 ve 225 uM Cr(VI)
konsantrasyonlarinda sirasiyla 1.9, 6.9 ve 15.9 kat artis gostermistir. Orza-96 arpa
cesidinde POD aktivitesi, kontrole gore 150 ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda
sirastyla 5 ve 9.3 kat artis gostermistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6 Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esitlerinde askorbat peroksidaz
(APX) aktivitesi iizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlarimin etkisi. Farkli harfler,
Duncan Coklu Karsilagtirma testine gore Cr(VI) konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli
diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 gostermektedir.
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Sekil 4.7 Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinde guaiakol peroksidaz
(POD) aktivitesi tizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlariin etkisi. Farkli harfler,
Duncan Coklu Karsilastirma testine gore Cr(VI) konsantrasyonlar1 arasinda onemli
diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 gostermektedir.
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4.2.6.4 Katalaz Aktivitesi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Cr-toleranshi Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin ilk yaprak dokusunda
Cr(VI) stresi katalaz (CAT) aktivitesinde 6nemli diizeyde (P<0.05) degisikliklere neden
olmustur (Sekil 4.8). Orza-96 arpa c¢esidinde CAT aktivitesi, 75 uM Cr(VI)
konsantrasyonunda 6nemli diizeyde inhibe (%11.5) olurken, Zeynelaga arpa cesidinde
onemli bir fark belirlenmemistir. Zeynelaga arpa ¢esidinde CAT aktivitesi kontrole gore
150 ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda sirasiyla %25 ve 41 artis gosterirken,
Orza-96 arpa ¢esidinde bu oran %17 ve 39 olarak bulunmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa c¢esitlerinde katalaz (CAT)
aktivitesi iizerine farkli Cr(VI) konsantrasyonlarinin etkisi. Farkli harfler, Duncan
Coklu Karsilagtirma testine gore Cr(VI) konsantrasyonlar1 arasinda Onemli
diizeydeki (P<0.05) farkliliklar1 gostermektedir.

4.2.7 Protein Sentezi Uzerine Cr(VI) Stresinin Etkisi

Bu aragtirmada, Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esitlerine ait
fideler, kontrol ve 6rneklenebilecek diizeyde yaprak gelisimine izin veren en yiiksek
Cr(VI) konsantrasyonuna (225 uM) maruz birakilmistir. Arpa gesitlerinin yaprak
dokusundan izole edilen proteinler izoelektrik fokuslama (IEF) yontemiyle izoelektrik
noktalarma (pl) ve sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAJE)
yontemiyle molekiiler agirliklarina (MA, kDa) gore ayristirilmis ve glimiis boyama
metodu ile gorliniir hale getirilerek degerlendirilmistir. Protein profillerinde; yeni

sentezlenen, sentez miktar belirgin sekilde artan veya azalan diisiik molekiiler agirlikli
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(DMA, 15.6-30.1 kDa) proteinler degerlendirilmis ve bu proteinlerin pI degerleri 5.7 ila
7.5 arasinda belirlenmistir (Sekil 4.9 ve 4.10, Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 Kontrole gore 225 uM Cr(VI) konsantrasyonunda, Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-
hassas Orza-96 arpa c¢esitlerinin ilk yaprak dokusundan ekstrakte edilen toplam
¢oziinebilir proteinlerdeki polimorfizm

Protein MA | Arpa Cesitleri
no (kDA) P Zeynelaga Orza-96
1 15.6 6.6 +* 3
2 15.6 7.0 ¥ 3
3 21.0 6.6 - 3
4 21.0 6.9 4 4
5 21.6 6.6 ¥ 3
6 22.0 6.3 ¥ 3
7 22.0 6.6 + +
8 22.1 6.6 o 3
9 22.1 6.9 o 4
10 22.4 7.5 4 4
11 22.5 6.1 4 o
12 22.5 6.9 + +
13 22.6 6.2 o 4
14 22.8 7.5 4 4
15 23.0 5.6 + +
16 23.0 7.0 + +
17 23.0 7.1 + +
18 23.1 6.3 + +
19 23.3 7.0 + +
20 23.4 7.4 ¥ +
21 23.9 6.3 + +
22 23.5 6.6 + +
23 23.9 7.1 4 1
24 25.2 5.8 ¥+ 3
25 25.2 6.3 ¥+ o
26 30.1 5.7 ¥ 3

* ¥ Sentezi azalan protein, 4: Sentezi artan protein, +: Yeni sentez, ©: Degisim gistermeyen
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Cr-toleransli Zeynelaga arpa ¢esidinin ilk yaprak dokusunda, kontrole goére 225 uM
Cr(VI1) konsantrasyonunda 22.0 kDa (pl 6.6, protein no:7) ve 22.5 kDa (pl 6.9, protein
no: 12) molekiiler agirhiginda iki yeni protein sentezi belirlenmistir (Sekil 4.9, Cizelge
4.6). Bununla birlikte, molekiiler agirliklar1 21.0-23.9 kDa ve pI’lar1 6.1-7.5 arasinda
degisen 5 proteinin (protein no: 4, 10, 11, 14 ve 23) sentezinde belirgin bir artis
belirlenmistir. Molekiiler agirliklar1 15.6-30.1 kDa ve pI’lar1 5.7-7.0 arasinda degisen 15
proteinin (protein no: 1, 2, 5, 6, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24, 25 ve 26) sentezinde
belirgin bir azalma belirlenmistir (Sekil 4.9, Cizelge 4.6).

IEF

Sekil 4.9 Kontrol ve 225 uM Cr(VI) uygulanmis Cr-toleransli Zeynelaga arpa c¢esidine ait
fidelerin ilk yaprak dokusundan ekstrakte edilen toplam ¢dziinebilir proteinlerin 2-D
elektroforetik profilleri. Kontrole gore 225 puM Cr(VI) konsantrasyonunda yeni
sentezlenen ve sentez miktarinda belirgin bir artma veya azalma gozlenen proteinler
(Cizelge 4.6) her iki jelde de oklar ile gosterilmistir.

Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidinin ilk yaprak dokusunda, kontrole gore 225 uM Cr(VI)

konsantrasyonunda 22.0 kDa (pl 6.6, protein no:7) ve 22.5 kDa (pl 6.9, protein no: 12)

molekiiler agirliginda iki yeni protein sentezi belirlenmistir (Sekil 4.10, Cizelge 4.6).

Bununla birlikte, molekiiler agirliklar1 21.0-23.9 kDa ve pI’lar1 6.2-7.5 arasinda degisen

6 proteinin (protein no: 4, 9, 10, 13, 14 ve 23) sentezinde belirgin bir artis belirlenmistir.

Molekiiler agirliklart 15.6-30.1 kDa ve pI’lar1 5.7-7.0 arasinda degisen 16 proteinin
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(protein no: 1, 2, 3, 5, 6, 8, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24 ve 26) sentezinde belirgin
bir azalma belirlenmistir (Sekil 4.6 Cizelge 4.10).

IEF

Sekil 4.10 Kontrol ve 225 pM Cr(VI) uygulanmis Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidine ait fidelerin
ilk yaprak dokusundan ekstrakte edilen toplam ¢o6ziinebilir proteinlerin 2-D
elektroforetik profilleri. Kontrole gore 225 uM Cr(VI) konsantrasyonunda yeni
sentezlenen ve sentez miktarinda belirgin bir artma veya azalma gozlenen proteinler
(Cizelge 4.6) her iki jelde de oklar ile gdsterilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitki biiyiime ve gelisimi i¢in gerekli bir element olmayan krom (Cr), yaygin
endiistriyel kullanimindan dolay1 6nemli bir ¢evresel kirleticidir (Shanker et al. 2005).
Cevrede her fazda bulunabilen Cr, dogal olarak olusan topraklarda 10 ila 50 mg kg™
konsantrasyonlarda bulunabilmektedir (Zayed and Terry 2003). Mikromolar araliktaki
Cr(VI) stresi, siddetli fitotoksik semptomlara neden olabilmektedir (Panda and Parta
1997, Choudhury and Panda 2005).

Bitkilerde Cr toksisitesinin, bu elementin tiirline ve besin ortamindaki konsantrasyonuna
bagli oldugu belirtilmistir (Vernay et al. 2008). Bitki biiyiimesi, i¢sel ve dissal biiylime
faktorlerini olusturan genotip ve c¢evrenin bir fonksiyonu olarak diisiiniilmektedir
(Shanker et al. 2005). Bir¢ok ¢aligmada, farkli konsantrasyonlarda uygulanan Cr(VI)’un
bitki biiylimesinde inhibisyona neden oldugu rapor edilmistir (Samantary 2002, Panda
2007, Vernay et al. 2008, Gupta et al. 2009). Mevcut arastirmada, sekiz arpa ¢esidinin
(Angora, Avci-2002, Aydanhanim, Basgiil, Biilbiil-89, Orza-96, Tarm-92, Zeynelaga)
fide gelisimi iizerine Cr(VI) stresinin etkilerinin belirlenmesinin yani sira Cr(VI)
stresine en hassas ve en toleransl arpa ¢esidinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amacla,
arpa cesitlerine ait li¢-giinlik etiyole fideler 75, 150 ve 225 uM Cr(VI)
konsantrasyonlarina 7 giin siireyle maruz birakilmistir. Bu siire sonunda, de-etiyole arpa
fidelerinin govde ve kok uzunluklari ile taze ve kuru agirliklart Cr(VI)
konsantrasyonunun artmasiyla genellikle 6nemli diizeyde (P<0.05) azalmistir. Cr(VI)
stresi, govde uzunluguna gore kok uzunlugunu genellikle daha fazla olumsuz
etkilemistir. Tiim arpa gesitlerinde, kontrole gore Cr(VI) konsantrasyonlarinda govde
uzunluklart %0.3-47.9 aralifinda, kok uzunluklar ise %15.8-49.5 araliginda azalma
gostermistir. Krom stresine bagli olarak biiyiimedeki inhibisyon ve govde dokusuna
gore kok dokusunun daha fazla hassasiyeti Miscanthus sinensis, Sorghum bicolor,
Triticum aestivum, Vigna radiata ve Spinacea oleracea gibi bitki tiirlerinde
belirlenmistir (Shanker and Pathmanabhan 2004, Shanker et al. 2004, Arduini et al.
2006, Gopal et al. 2009). Bununla birlikte, farkli Cr(VI) konsantrasyonlarmin (50-200
uM) Brassica juncea bitkilerinin gévde uzunlugunu etkilemedigi; fakat kok

uzunlugunun yalnizca 200 pM Cr(VI) konsantrasyonunda onemli diizeyde azaldig
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bildirilmistir (Diwan et al. 2010). Besin ortami1 ve toksik elementler ile direkt etkilesim
icinde olan koklerin genel olarak daha duyarli oldugu belirtilmistir (Hagemeyer 1999).
Kok biiylimesindeki azalmanin su ve besin elementlerinin alinimiin yavaglamasina
neden oldugu ve bu durumun tiim bitki biiylimesini inhibe ettigi belirtilmistir (Vernay et
al. 2008). Bununla birlikte, koklerde yiiksek seviyelerde agir metal birikimi ve/veya
herhangi bir agir metal translokasyon mekanizmasinin olmamasindan dolayr koklerde

agir metal miktar1 artmakta ve kok biiylimesi azalmaktadir (Lu et al. 2004).

Hekzavalent kromun govde ve kok taze ve kuru agirliklar iizerine olan olumsuz etkisi
Vigna radiata (Shanker et al. 2004), celtik (Panda 2007), bugday (Subrahmanyam
2008), Datura innoxia (Vernay et al. 2008), bezelye (Pandey et al. 2009a, b), domates
(Henriques 2010) ve arpa (Ali et al. 2011) gibi bitki tiirlerinde de belirlenmistir.
Arastirmamizda, arpa g¢esitlerinin govde ve kok taze ve kuru agirliklart Cr(VI)
konsantrasyonunun artmasiyla genellikle 6nemli diizeyde azalmistir. Gupta vd. (2009),
Cr(V1) stresinin Brassica juncea bitkilerinin gévde taze agirliginda 6nemli diizeyde bir
azalmaya, buna karsin arastirma sonuglarimiza zit olarak Cr(VI) stresinin gévde kuru
agirliginda onemli diizeyde bir artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Bezelye
bitkilerinde 20 uM Cr(VI) uygulamas1 govde ve kok kuru agirliklarinda 6nemli bir
etkiye neden olmadigi, ancak 200 pM gibi yiiksek Cr(VI) uygulamasinin kuru
agirliklarda 6nemli inhibisyona neden oldugu bildirilmistir (Dixit et al. 2002, Pandey et
al. 2009a).

Mevcut arastirmada, Cr(VI) stresi tlim arpa gesitlerinin kokiine gore gévde taze ve kuru
agirliklarini genellikle daha fazla olumsuz etkilemistir. Sonuglarimiza zit olarak, Vernay
vd. (2008), Datura innoxia bitkisinde kok kuru agirliginin gévde kuru agirhgindan daha
fazla etkilendigini bildirmistir. Kok biiylimesindeki bu inhibisyon durumu, fotosentetik
oran lizerine metal iyonlarinin primer etkisi olarak degerlendirilmistir (Panda and Patra
1997, Panda and Choudhury 2005, Choudhury and Panda 2005). Bununla birlikte,
mevcut ¢caligmadan farkli olarak siireye bagli Cr(VI) stresi ¢alismasinda, agir metallere
toleransli Lolium perenne L. bitkisinde, 15 giinliik uygulama sonunda sadece 500 uM,
45 giin sonunda ise tiim Cr(VI) uygulamalarinda toplam kuru agirlikta inhibisyonun

gozlendigi belirtilmistir (Vernay et al. 2007). Krom stresine bagli olarak govde ve
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kokiin taze ve kuru agirlik tiretimindeki azalmanin doku gecirgenligindeki artig, hiicre
boliinmesindeki inhibisyona bagli olarak biliylimedeki azalma veya farkli bitki
dokularindaki Cr birikiminden kaynaklanabildigi bildirilmistir (Dube et al. 2003, Diwan
et al. 2010). Bazi1 arastirmacilar, krom stresinin kloroplast ve mitokondrinin yap1 veya
islevlerinde neden oldugu oksidatif zarar sonucu, Kuru agirlik iiretiminin olumsuz

etkilendigini bildirmislerdir (Dixit et al. 2002, Subrahmanyam 2008).

Potansiyel olarak toksik metallerin varliginda biiylimenin siirdiiriilmesi, bir¢ok
mekanizmay1 kapsayan “agir metal tolerans1” olarak ifade edilmektedir (Clemens 2006).
Bu nedenle, arastirmamizda Cr(VI) stresine toleransli ve hassas arpa c¢esitlerinin
belirlenmesinde biiylime parametreleri degerlendirilmistir. Diwan vd. (2010), kok
biliylimesini agir metal toleransinin siniflandirilmasinda 6nemli bir parametre olarak
degerlendirmislerdir. Rout vd. (1997), farkli Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz
birakilan 8 mung fasulyesi (Vigna radiata L.) genotipini gévde ve kok uzunluklarindaki
inhibisyonlar temel alinarak hesaplanan tolerans indeksi (%) degerlerine gore
smiflandirmistir. Kroma toleransta farklilik gosteren Cr-hassas mung fasulyesi (Vigna
radiata L.) gesitlerinde (PDM-54 ve Sujata) Cr(VI) stresine bagl olarak govde ve/veya
kok uzunluklarindaki azalmanin, Cr-toleranslhi gesitlere (TARM-22 ve K-851) gore daha
fazla oldugu bildirilmistir (Rout et al. 1997, Samantaray 2002). Diger taraftan, Bagci
vd. (2003), strese maruz kalan bir tiire ait bazi ¢esitlerin daha uzun gévde ve koklere
sahip olmalarina karsin yeteri kadar kuru agirlik iiretemediklerini, bazi ¢esitlerin ise
nispeten daha kisa kok ve govdeye sahip olmalarina karsin daha 1yi sekilde kuru agirlik
urettiklerini ve bu nedenle toleransli ve hassas gesitlerin seleksiyonunda kuru agirligin
kullanilmasinin daha uygun bir kriter olacagini ileri siirmislerdir. Benzer olarak
bulgularimiz 15181nda da, Cr(VI) stresinden sadece kok dokusunun degil, ayn1 zamanda
govde dokusunun da olumsuz etkilenmesi nedeniyle govde ve kok kuru agirliklarinin
birlikte degerlendirilmesinin daha uygun oldugu goriilmektedir. Bu nedenle,
aragtirmamizda Cr(VI) stresine maruz birakilan 8 arpa ¢esidinin govde ve kok kuru
agirliklarindaki inhibisyonlar temel alinarak tolerans indeksi (%) degerleri hesaplanmis
ve 8 arpa cesidi Cr(VI) stresine toleranslar1 bakimindan siniflandirilmistir. Bu
siniflandirma temelinde, c¢alisilan mevcut arpa cesitleri arasinda Cr(VI) stresine en

toleransh arpa cesidi Zeynelaga, en hassas arpa ¢esidi ise Orza-96 olarak belirlenmistir.
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En yiiksek Cr(VI) konsantrasyonunda (225 uM), Cr-toleransli Zeynelaga arpa ¢esidinde
govde ve kok kuru agirligindaki azalmalar sirasiyla yaklagik %30 ve 20 olarak
belirlenmistir. Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidinde ise bu degerler sirasiyla %50 ve 41
olarak saptanmistir. Diwan vd. (2010), farkli Cr(VI) konsantrasyonlariin (50-200 uM)
Vigna radiata bitkisinin taze ve kuru agirliklarini azalttigini, Brassica juncea bitkisinde
ise 6nemli bir etkiye neden olmadigini bildirmislerdir. Bu nedenle, B. juncea tiiriinii V.
radiata tiirine gore nispeten Cr(VI)’a daha toleransli genotip olarak
degerlendirmislerdir. Cr(VI) stresi altinda, aliiminyuma toleransta farklilik gosteren Al-
toleransli Gebenia arpa ¢esidinin kuru agirligindaki azalmanin Al-hassas Shang 70-119
arpa ¢esidine gore nispeten daha diisiik oldugu belirtilmistir (Ali et al. 2011).

Krom, bitkiler icin mutlak gerekli olmayan toksik bir element oldugundan bitkiler
herhangi bir spesifik Cr tasinim mekanizmasina sahip olmayabilir (Shanker et al. 2004).
Yiiksek bitkilerde Cr(VI) almimmin muhtemelen siilfat translokasyon tasiyicilari
araciligiyla oldukga hizli ve aktif bir mekanizmayla olustugu belirtilmistir (Barcel6 and
Poschenrieder 1997, Cervantes et al. 2001). Mevcut arastirmada, Cr-toleransh
Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinde Cr  birikimi  Cr(VI)
konsantrasyonundaki artigla artmistir. Samantaray (2002), Cr(VI) konsantrasyonunun
artistyla mung fasulyesinin Cr-toleranshi ¢esitlerinde (TARM-22 ve K-851) Cr
birikiminin azaldigini, buna karsin Cr-hassas ¢esitlerde (PDM-54 ve Sujata) ise Cr
birikiminin arttigin1 bildirmistir. Aragtirmamizda, maksimum Cr birikimi Zeynelaga
arpa ¢esidinin govde dokusunda 95 pg Cr g’1 KA ve kok dokusunda 1825 pg Cr g’1
KA, Orza-96 arpa ¢esidinin govde ve kok dokusunda ise sirasiyla 80 ve 1809 pug Cr g*1
KA olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak, Cr birikiminin gévde dokusuna gore kok
dokusunda daha yiiksek bulunmasi muhtemelen Cr’un kokler tarafindan absorbe
edildikten sonra koklerde tutuldugu ve diisiik oranda govdeye transloke oldugunu
gostermektedir. Benzer sonuclar, farkli Cr(VI) konsantrasyonlarina maruz birakilan
bugday (Subrahmanyam 2008), sorgum (Shanker and Pathmanabhan 2004), bezelye
(Pandey et al. 2009a), Brassica juncea ve Vigna radiata (Shanker et al. 2004, Pandey et
al. 2005, Diwan et al. 2010) gibi bitki tiirlerinde de belirlenmistir. Keza, Cr iyonlarinin
govde dokularina diisiikk orandaki translokasyonunun, kok hiicrelerinin vakuollerinde

alikonmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Diwan et al. 2010). Bununla birlikte,
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kromat seklinde alinan Cr’un kdklerde bulunan Fe(Ill)-rediiktaz enzimi tarafindan daha
az toksik olan Cr(Ill)’a doniistiiriildiigii ileri striilmiistiir. Koklerden govdeye diisiik
orandaki Cr translokasyonunun diger bir nedeni de Cr(IIl)’un hiicre c¢eperlerinin
karboksil (-COOH) gruplari ile kompleksler olusturmasidir (Shanker et al. 2004).
Aragtirmamizda, Cr(VI) konsantrasyonunun artisina bagli olarak Orza-96 arpa ¢esidine
gore Zeynelaga arpa ¢esidinin govde dokusunda Cr birikiminin daha yiiksek seviyede
oldugu belirlenmistir. Zeynelaga arpa cesidi daha yiiksek oranda Cr biriktirmesine
karsin nispeten daha az biiylime inhibisyonu ve malondialdehit (MDA) igerigi
gostermistir. Bu durum, toleransli Zeynelaga arpa g¢esidinin muhtemelen daha etkin
translokasyon islevine ve toprak {istli organlarda i¢sel alikoyma mekanizmalarina sahip

olabilecegini gostermektedir.

Klorofil biyosentezinde d&-aminoleviilinik asidi (ALA) porfobilinojene (PBG)
doniistiiren d-aminoleviilinik asit dehidrataz (ALAD) enzimi Cr(VI) tarafindan degrade
olmasi nedeniyle klorofil biyosentezi olumsuz etkilenmektedir (Vajpayee et al. 2000).
Mevcut aragtirmada, klorofil a + b igerigindeki azalma Cr-hassas Orza-96 ¢esidinde tim
Cr(VI) konsantrasyonlarinda ve Cr-toleransh Zeynelaga cesidinde ise yalnizca 225 uM
Cr(VI]) konsantrasyonunda onemli diizeyde bulunmustur. Bununla birlikte, yalnizca Cr-
hassas Orza-96 arpa ¢esidinin yaprak uglarinda solma ve klorozun oldukga belirgin
oldugu gozlenmistir. Samantaray (2002), mung fasulyesinin (Vigna radiata L.) kroma
hassas ¢esitlerinde (PDM-54 ve Sujata) klorofil iceriginin Cr(VI) konsantrasyonunun
artigina bagli olarak azaldigini, kroma toleransh ¢esitlerde (TARM-22 ve K-851) ise
klorofil igeriginin arttigini bildirmistir. Hekzavalent kromun klorofil icerigi lizerine olan
olumsuz etkisi Lolium perenne (Vernay et al. 2007), Datura innoxia (Vernay et al.
2008), bugday (Subrahmanyam 2008) ve misir (Zou et al. 2009) gibi bitki tiirlerinde de
belirlenmistir. Buna karsin, Cr(VI) stresine maruz birakilan Brassica juncea (cv.
Varuna) kotiledonlarinda klorofil iceriginin kontrol bitkilerine gore daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Gupta et al. 2009). Cr(VI)’a maruz birakilmis sucul niliifer bitkisinde,
klorofil igerigindeki azalmanin sadece ALAD aktivitesindeki azalmadan degil, aym
zamanda agir metal tesvikli reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) membranlarda neden
oldugu oksidatif zarardan da kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Vajpayee et al. 2000).

Bununla birlikte, ALAD aktivitesindeki azalmanin klorofil biyosentezi i¢in gerekli olan
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PBG miktarindaki azalma ile sonuglandigi belirtilmistir (Prasad and Prasad 1987).
Keza, Vajpayee vd. (2000), ALAD enziminin kroma olduk¢a hassas oldugunu
bildirmislerdir. Sonug¢larimiz, hem Cr-toleransli Zeynelaga hem de Cr-hassas Orza-96
arpa ¢esidinde ALAD aktivitesinin dnemli diizeyde azaldigimi gdstermistir. Ustelik Cr-
hassas Orza-96 arpa g¢esidinde tiim konsantrasyonlarda, Cr-toleransli Zeynelaga arpa
cesidinde ise yalnizca 225 uM Cr(VI) konsantrasyonunda klorofil igerigi ile ALAD
aktivitesi arasinda azalan yonde pozitif bir korelasyon belirlenmistir. Bu sonuglar,
incelenen arpa g¢esitlerinde ALAD aktivitesinin Cr(VI) toksisitesine karsi oldukga
hassas oldugunu gostermektedir. ALAD aktivitesindeki azalmanin ALAD enziminin
aktif bolgesindeki Mg iyonlarinin Cr(VI) ile yer degistirmesi (llag et al. 1994) ve
klorofil biyosentezindeki engellenmenin ise Cr(VI) stresinin Fe eksikligine neden
olmasi sonucu (Barcelo et al. 1985) meydana geldigi bildirilmistir. Diger taraftan,
karotenoidler stres kosullar1 altinda klorofillerin korunmasinda 6nemli rol oynayan
fotosentetik pigmentlerdir (Knox and Dodge 1985). Mevcut ¢alismada, Cr-toleransh
Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa cesitlerinin karotenoid igerikleri Cr(VI)
konsantrasyonunun artisiyla genellikle azalmis ve bu azalma Orza-96 arpa cesidinde
daha fazla bulunmustur. Karotenoid icerigi her iki cesitte de klorofil igerigi ile pozitif
korelasyon gostermistir. Her iki arpa ¢esidinde farkli diizeylerdeki klorofil igerigindeki
azalma, karotenoidlerin oksidatif stresin olumsuz etkilerini azaltmadaki roliinden
kaynaklanabilir. Cr-toleransli gesitlerin belirlenmesinde, ALAD enzim aktivitesine gore
fotosentetik pigment igeriginin daha etkili bir markor oldugu sonucuna varilabilir. Bu
bilgiler 15181nda, fotosentetik pigment icerigindeki azalmanin muhtemelen fotosentetik
aktivitede azalmaya neden olarak oOzellikle Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidinin kuru

agirhiginda 6nemli bir inhibisyona yol actig ileri siiriilebilir.

Strese kars1 savunmada rol oynayan bir antioksidant olan prolinin, Cr(VI) stresine cevap
olarak sentezinin arttigi belirtilmistir (Rai et al. 2004, Vernay et al. 2008). Kroma
toleransl soya fasulyesi (Glycine max L. Merr.) genotiplerinde prolin igeriginin yiliksek
oldugu ve krom konsantrasyonundaki artisa bagli olarak prolin iceriginin kademeli
olarak arttig1 bildirilmistir (Ganesh et al. 2009). Arastirmamizda, Cr-toleransh
Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa gesitlerinin yaprak dokusundaki prolin igerigi

Cr(VI) konsantrasyonundaki artisa bagli olarak artmistir. Bu artig, Zeynelaga arpa
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cesidine gore Orza-96 arpa c¢esidinde 150 ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda
strastyla 2 ve 3 kat daha fazla bulunmustur. Bu sonuglar, Cr(VI) stresine maruz kalmis
arpa ¢esitlerinin yapraklarinda prolin birikiminin Cr toleransinin bir gostergesinden
ziyade Cr toksisitesinin bir semptomu olabilecegini ileri siirmektedir. Agir metal stresi
altindaki bitkilerde prolin birikiminin kesin mekanizmasi ve 6nemi heniiz tam olarak
acikliga kavusturulmamistir (Panda et al. 2003). Bununla birlikte, Rout ve Shaw (1998),
prolinin ozmotik diizenleme, serbest radikal temizleme, sitoplazmik enzimlerin
korunmasi, stres sonrasi biiyiime i¢in azot ve karbon kaynagi olma ve redoks
potansiyelinin diizenlenmesi gibi bircok fonksiyona sahip olmasindan dolayi, prolin
birikiminin krom toksisitesinin {istesinden gelebilmede bitkilerin bir adaptasyon
stratejisi olabilecegi belirtmistir. Prolinin selatlama yetenegi sayesinde metal iyonlarini
baglayarak bitkilerin hayatta kalmalarina katkida bulundugu bildirilmistir (Sinha and
Saxena 2006).

Oksidatif stresin bir gostergesi olarak lipit peroksidasyonu, krom toksisitesinin bir
sonucu olarak olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT) tarafindan tesvik edilebilmektedir
(Diwan et al. 2008). Siiperoksit radikalinin protonlanmasi, membranlardaki yag
asitlerini biyolojik membranlar1 parcalayan toksik lipit peroksitlerine doniistiirebilen
hidroksil radikallerini (OH) olusturabilmektedir (Foyer et al. 1994). Lipit
peroksidasyonu {iriinii olan malondialdehit (MDA) seviyesinin belirlenmesi oksidatif
stresin hassas bir indikatorii olarak siklikla kullanilmaktadir (Smirnoff 1993, Metwally
et al. 2005, Diwan et al. 2010). Mevcut arastirmada, Cr-toleransli Zeynelaga arpa
cesidinde MDA igerigi 150 ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda sirasiyla 1.2 ve 1.3
kat artis gosterirken, Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidinde MDA igerigi kontrole gore 75,
150 ve 225 uM Cr(VI) konsantrasyonlarinda sirasiyla 1.6, 2.1 ve 3 kat artig gdstermistir.
Zeynelaga ve Orza-96 arpa gesitlerinin yaprak dokularindaki MDA igerigindeki artis,
Cr(VI) stresi altinda artan ROT iiretiminin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Tiim
Cr(VI) konsantrasyonlarinda, Orza-96 arpa ¢esidinin Zeynelaga arpa ¢esidine gore daha
fazla MDA igerigine sahip olmasi, biiylimede sinirli inhibisyon gosteren Cr-toleransh
Zeynelaga arpa cesidinin daha az oksidatif strese maruz kaldigini ve stresin olumsuz
etkilerini azaltict Ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Ali vd. (2011),

aliminyuma toleransli Gebenia arpa ¢esidine gore hassas Shang 70-119 arpa ¢esidinin
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kok ve yaprak dokularinda MDA igeriginin 100 uM Cr(VI) konsantrasyonunda nispeten
daha yiiksek seviyede oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte, oksidatif stresin bir
gostergesi olan MDA igerigindeki artis Cr(VI) stresine maruz kalan arpa (Ali et al.
2011), bugday (Panda et al. 2002, Subrahmanyam 2008, Dey et al. 2009), Brassica
juncea (Pandey et al. 2005, Diwan et al. 2010), Vigna radiata (Shanker et al. 2004),
Amaranthus viridis (Liu et al. 2008) ve Pistia stratiotes (Sinha et al. 2005) gibi bitki

tiirlerinde de belirlenmistir.

Agir metal stresine bagli olarak meydana gelen oksidatif zarar, ROT {iretiminin
potansiyel olarak yetersiz diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir. Bitki hiicreleri
ROT’larin temizlenmesi i¢in antioksidant savunma mekanizmalarina sahiptir.
Enzimatik mekanizmalar siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX),
guaiakol peroksidaz (POD), katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidant
enzimleri kapsamaktadir (Meloni et al. 2003, Zou et al. 2009, Diwan et al. 2010).
Aragtirmamizda, SOD, APX, POD ve CAT aktiviteleri Cr(VI) stresi altindaki Cr-
toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa c¢esitlerinin yaprak dokularinda kontrole
gore artis gostermistir. Benzer sonuglar, Cr(VI) stresine maruz birakilan arpa ve bugday
gibi bitkilerin yapraklarinda da belirlenmistir (Zou et al. 2009, Ali et al. 2011). Zit
olarak, Subrahmanyam (2008), Cr(VI) stresinin HD 2329 bugday ¢esidinin
yapraklarinda APX ve CAT aktivitesini azalttigin1 bildirmistir. Antioksidant enzimlerin
aktivitesindeki degisimler, yeni izozimlerin sentezinden veya ROT metabolizmasi i¢in
mevcut enzimlerin aktivitesindeki artistan kaynaklanabilmektedir (Kang et al. 1999).
Reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunun ilk asamasinda, siiperoksit radikali (O, ")
SOD aktivitesi ile H,O, ve O;’e doniistiiriillmektedir. Bulgularimiz 1s18inda, her iki arpa
¢esidinde SOD aktivitesinin kontrole gore tiim Cr(VI) konsantrasyonlarinda artmasi,
Cr(VI)’un oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir. Farkli arpa ¢esitlerinin SOD
aktivitesinde varyasyon belirlenmistir. Zit olarak, Dixit vd. (2002), bezelye bitkilerinde
200 pM Cr(VI) konsantrasyonunun SOD aktivitesinde dnemli bir inhibisyona neden
oldugunu belirlemislerdir. Arastirmamizda, en yiiksek Cr(VI) konsantrasyonunda (225
uM), Zeynelaga arpa ¢esidine gore Orza-96 arpa g¢esidinin SOD aktivitesi daha fazla
artmistir. Bu sonug ile SOD aktivitesindeki artisin siliperoksit radikallerinin yeterli

diizeyde detoksifiye edilememesinden dolayr Orza-96 arpa cesidinin Cr(VI) stresine
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kars1 daha hassas oldugu soylenebilir. SOD aktivitesi sonucu olusan H,O; hiicreler igin
toksik olup; APX, POD ve CAT enzimleri tarafindan detoksifiye edilmektedir (Foyer et
al. 1994, Zou et al. 2009). Peroksidazlar ve CAT, H,0, birikimini ve hiicre
membranlarindan H,O;’in diflizyonunu en aza indirerek hiicre bilesenlerini oksidatif
zarardan korumaktadir (Pandey et al. 2005). Mevcut arastirmada, Cr-toleransh
Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa cesitlerinde APX ve POD aktivitesi Cr(VI)
konsantrasyonundaki artisla 6nemli diizeyde artmistir. Cr(VI)-tesvikli oksidatif stres
kosullarinda peroksidazlarin aktivitesindeki artis kroma toleransli Brassica juncea ve
kroma hassas Vigna radiata tiirleri ile aliminyuma toleransh (cv. Gebenia) ve hassas
(cv. Shang 70-119) arpa ¢esitlerinde de gosterilmistir (Diwan et al. 2010, Ali et al.
2011). Bununla birlikte, SOD, POD ve CAT aktivitesinin mung fasulyesinin kroma
hassas ¢esitlerinde (PDM-54 ve Sujata) arttigi, toleransli (TARM-22 ve K-851)
cesitlerinde ise enzim aktivitelerinin azaldig: bildirilmistir (Samantaray 2002). Mevcut
arastirmada, Cr-toleransli Zeynelaga arpa cesidinin Orza-96 arpa ¢esidine gore daha
yilksek POD ve daha diisiik APX aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. H,O;
detoksifiye eden enzimler arasinda CAT aktivitesindeki artiy APX ve POD enzimlerine
gore daha diisiik bulunmustur. Bu sonug, Willekens vd. (1997) tarafindan CAT
enziminin sadece peroksizomlarda bulunmasi ve eszamanli olarak iki molekiil H,O;
gerektirdiginden diisiik substrat afinitesine sahip olmasiyla agiklanmistir. Cr(VI) stresi
kosullarinda, antioksidant enzim aktivitelerinin incelenen Cr-toleransli ve Cr-hassas
arpa ¢esidinde varyasyon gosterdigi belirlenmistir. Bu durum, mevcut arpa ¢esitlerinin
farkli antioksidant cevaplarina iligkin bir gostergedir. Sonu¢larimiza gore Cr-toleransl
Zeynelaga arpa ¢esidinde POD aktivitesinin Cr(VI) stresi altinda H,O;’in detoksifiye

edilmesinde APX ve CAT enzimlerine gore daha etkili oldugu ileri stirtilebilir.

Bitkiler, hiicresel seviyede agir metallerin detoksifikasyonu ve toleransini kapsayan bir
dizi potansiyel mekanizmaya sahiptir (Baker and Brooks 1989). Abiyotik ve biyotik
streslere cevap olarak ifade edilen gen veya proteinlerin teshisi stres toleransi ile iligkili
molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi i¢in temel basamagi olusturmaktadir. Krom
stresine maruz kalan bitkilerde proteomik ¢alismalara az rastlanmaktadir (Labra et al.
2006). Mevcut arastirmada, kontrol ve 225 puM Cr(VI) konsantrasyonuna maruz

birakilmis Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa cesitlerinin yaprak
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dokularindan ekstrakte edilen toplam ¢Oziinebilir proteinler, iki-yonlii (2-D)
elektroforezi (IEF/SDS-PAJE) takiben giimiis boyama kullanilarak analiz edilmistir.
Kontrole gore 225 uM Cr(VI) uygulamasinda yeni sentezlenen, sentez miktar1 artan
veya azalan normal hiicresel proteinlerin molekiiler agirliklart (MA, kDa) ve izoelektrik
noktalar1 (pI) belirlenmistir. Farkli sentez durumlarina sahip olan bu proteinlerin diisiik
molekiiler agirlikli (15.6-30.1 kDa) ve ¢cogunlukla asidik (pI 5.6-6.9) karakterde oldugu
belirlenmistir. Agir metal stresinde, g¢eltik bitkilerinde diisiik molekiiler agirlikli SSP
(16-20 kDa) mRNA seviyelerinin (Tseng et al. 1993) ve Armeria maritima, Silene
vulgaris ve Lycopersicon peruvianum bitkilerinde SSP17’nin (Neumann et al. 1995,
Wollgiehn and Neumann 1999) strese cevap olarak biriktigi bildirilmistir. Agir
metallere maruz kalan bitkilerde sicaklik soku proteinlerinin (SSP'ler) artan tiretiminin
bir agir metal cevab1 oldugu bildirilmistir (Hall 2002). Molekiiler agirliklar: 10 ila 70
kDa arasinda degisen bir¢cok stres proteininin agir metallerce tesvik edildigi
belirtilmistir (Delhaize et al. 1989). Sicaklik soku proteinleri, bir¢ok abiyotik stres
sirasinda zarar goren proteinlerin korunmasi, onarimi ve/veya degradasyonunun yant
sira hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde gorev yapan normal proteinlerin
katlanmasinda molekiiler saperonlar olarak fonksiyon gormekte, supramolekiiler
yapilarin olusturulmasinda veya polipeptitlerin ¢okelmesinin engellenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir (Parsell and Lindquist 1994, Downs et al. 1999, del Razo et al. 2001,
Hamilton and Heckathorn 2001). Bu arastirmada, kontrole gore 225 puM Cr(VI)
uygulamasina maruz birakilan Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa
cesitlerinin iki bagimsiz denemesinden elde edilen ilk yaprak dokularinda toplam
¢ozlinebilir proteinlerin 2-D elektroforetik profillerindeki polimorfizm belirlenmistir.
Zeynelaga ve Orza-96 arpa cesitlerinde ayn1 molekiiler agirlik ve izoelektrik noktasina
sahip yeni sentezlenen iki protein (22.0 kDa, pI 6.6 ve 22.5 kDa, pl 6.9) belirlenmistir.
Cr(VI) stresi altinda, 21.0-23.9 kDa, pl 6.2-7.5 araliginda Zeynelaga arpa ¢esidinde 5,
Orza-96 arpa ¢esidinde ise 6 proteinin sentezinde belirgin artis saptanmistir. Bununla
birlikte, Zeynelaga ve Orza-96 arpa ¢esitlerinde sirastyla 15 ve 16 proteinin (15.6-30.1
kDa, pl 5.7-7.0) miktar1 belirgin sekilde azalmigtir. Labra vd. (2006), 300 ppm K,Cr,05
uygulamasina maruz kalan misir fidelerinde sentezlenen proteinleri fonksiyonlarina
gore antioksidant enzimler, seker metabolizmasinda fonksiyon goren proteinler ve diger

stres proteinleri olarak siniflandirmistir. Bu arastirmacilar, bu proteinlerden bazilarinin
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kromun detoksifiye edilmesinde rol oynadigimi bildirmislerdir (Labra et al. 2006). Bu
baglamda, arastirmamizda farkli sentez durumlarinda belirlenen proteinlerin, incelenen

arpa ¢esitlerinde Cr(VI) toleransinda 6nemli rol oynayabilecegi ileri siiriilebilir.

Sonug olarak, bu arastirmada Cr-toleransli Zeynelaga ve Cr-hassas Orza-96 arpa
cesitlerinin govde ve kok dokularinda 6dnemli miktarlarda Cr agir metalini erken fide
evresinde biriktirdigi saptanmistir. Bununla birlikte, her iki ¢esitte Cr birikimi gévdeye
gore kok dokusunda daha fazla belirlenmistir. Biiylime verileri dikkate alindiginda
Cr(VI) oldukga fitotoksiktir. Bitki hiicre 6liimiine neden olan bir dizi reaksiyonun yol
actig1 morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler, kok ve govde uzamasinin inhibisyonu
ile sonuglanmaktadir. Cr-toleransh gesitlerin belirlenmesinde, ALAD enzim aktivitesine
gore fotosentetik pigment igeriginin daha etkili bir markdr oldugu sonucuna varilabilir.
Cr(VI) stresine maruz kalmis arpa cesitlerinin yapraklarinda prolin birikiminin Cr
toleransinin bir gostergesinden ziyade Cr toksisitesinin bir semptomu oldugu ileri
stiriilebilir. Zeynelaga ve Orza-96 arpa cesitlerinin yaprak dokularindaki MDA
igerigindeki artig, Cr(VI) stresi altinda artan ROT {iretiminin bir gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Tiim Cr(VI) konsantrasyonlarinda, Orza-96 arpa ¢esidinin Zeynelaga
arpa ¢esidine gore daha fazla MDA igerigine sahip olmasi, biiyiimede siirli inhibisyon
gosteren Cr-toleransli Zeynelaga arpa c¢esidinin daha az oksidatif strese maruz kaldigini
ve stresin olumsuz etkilerini azaltict 6zelliklere sahip olabilecegini gostermektedir.
Cr(VI)-tesvikli oksidatif stres, antioksidant savunma sisteminin asir1 aktivitesiyle
incelenen arpa ¢esitleri tarafindan tolere edilmistir. Cr(VI)-tesvikli oksidatif strese baglh
olarak olugmasi muhtemel O, radikali SOD enzimi H,0,’e doniistiiriilmiis ve olusan
H,O, ise muhtemelen APX ve POD aktivitesi ile detoksifiye edilmistir. Bununla
birlikte, ¢alismamizda CAT aktivitesinin Cr(VI) konsantrasyonuna bagli olarak APX ve
POD enzimlerine gore daha az artis gdstermesi, bu enziminin sadece peroksizomlarda
bulunmasinin yani sira eszamanli olarak iki molekiill H,O;’e gereksinim duymasi
nedeniyle detoksifikasyonda daha az etkin oldugu sdylenebilir. Oksidatif stresin boyutu
arpa ¢esidine bagli olarak degisim gostermistir. Bu baglamda, Cr-toleranshi Zeynelaga
arpa c¢esidine gore Cr-hassas Orza-96 arpa ¢esidinde daha fazla oksidatif zarar

gbzlenmistir.
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Kroma toleransl tiir ve gesitlerin belirlenmesi; fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
seviyede tolerans mekanizmalarinin aydinlatilmasi, 6zellikle krom biriktiren bitkilerin
fitoremediasyonda kullanilmasi, kromun geri kazanimi ve bdylece krom Kirlenmesine
bagli toksisitenin onlenmesinde 6nemli rol oynayacaktir. Daha sonraki ¢alismalarda,
krom stresine cevap olarak sentezinde degisiklik belirlenen hedef proteinlerin proteomik
caligmalarla kimliklendirilmesi sonucu Cr toleransina iliskin genotipik farkliliklarin

belirlenmesi 6nemli olacaktir.
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