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ONSOZ

Doktora tez danismanligimi {stlenerek konu secimimde ve ¢alismalarimin
yiiriitilmesinde her zaman yol gosteren, yanimda olan, destek ve yardimlarini esirgemeyen
danisman Hocam Sayin Prof. Dr. Faik Ahmet AYAZ’a saygi ve tesekkiirlerimi
sunuyorum. Tez calismalarimi yliriitebilmem igin ortam ve olanak saglayan Boliim
Baskanlarimiz Saym Prof. Dr. Hiiseyin INCEER ve Sayin Prof. Dr. Bilal KUTRUP’a,
lisans ve yliksek lisans egitimime katkida bulunan ve biyoloji alaninda yetismemi saglayan
tiim KTU Biyoloji Béliimii Hocalarima, bilgi ve goriislerini, laboratuvar imkanlarimi ve
manevi desteklerini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Sema AYAZ’a, Sayin Prof. Dr. Hiiseyin
INCEER’e ve Sayin Prof. Dr. Ahmet COLAK a, ayrica maddi ve manevi desteklerinden
dolayr Saym Yrd. Dog¢. Dr. Hillya TORUN’a, degerli arkadaslarim doktora Ogrencisi
Aynur KURT ve yiiksek lisans 6grencisi Belgizar KARAYIGIT’ e sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum. Calismamda kullandigim bugday tohumlarinin temini i¢in Dogu Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'ne tesekkiir ederim. Doktora egitimim boyunca
2211/E Dogrudan Yurt Ig¢i Doktora Burs Programi kapsaminda bana sagladiklari burs
olanaklarindan dolaynr TUBITAK Bilim Insanim1 Destekleme Daire Baskanligi’na
(TUBITAK BIDEB) tesekkiirii bor¢ bilirim. “Ekmeklik Bugday Cesidinde (Triticum
aestivum L. 'Ceyhan-99') Agir Metal Stresi ve N-asetilsistein’in Agir Metal Toksisitesine
Kars1 Koruyucu Etkisi” baslikli projeyi destekleyerek doktora tez caligmalarima maddi
katki saglayan Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP)’ne tesekkiir
ederim. Lisansiistii egitimim boyunca yaptigim tiim ¢aligmalara katkida bulunan, maddi ve
manevi destegini esirgemeyen, her an yanimda olan, sevgili annem Hiilya SAHIN’e,
sevgili babam Emin SAHIN’e, sevgili esim Davut COLAK a, calismalarimi yiiriitiirken
yaninda olamadigim ¢ok sevgili oglum Yahya Berk COLAK’a ve sevgili kardeslerime tiim

kalbimle tesekkiir ediyorum.

Nesrin COLAK
Trabzon 2017



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Doktora tezi olarak sundugum “Bugday Bitkisinde (7riticum aestivum L.) N-
asetilsistein’in Agir Metal Toksisitesine Kars1 Iyilestirici Etkisinin Arastirilmas1” baslikli
bu calismayr bastan sona kadar danismanim Prof. Dr. Faik Ahmet AYAZ’in
sorumlulugunda tamamladigimi, verileri ve oOrnekleri kendim topladigimi, analizleri
laboratuvarda yaptigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada
eksiksiz olarak gosterdigimi, ¢alisma siirecinde bilimsel aragtirma ve etik kurallara uygun
olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

ettigimi beyan ederim. 16.11.2017

Nesrin COLAK
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Doktora Tezi
OZET
BUGDAY BITKISINDE (Triticum aestivum L.) N-ASETILSISTEIN’IN AGIR METAL

TOKSISITESINE KARSI IYILESTIRICI ETKiISININ ARASTIRILMASI
Nesrin COLAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittst
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Faik Ahmet AYAZ
2017, 106 sayfa

Bu calismada agir metal stresi (Cu, Cd, Hg ve Pb) kosullarinda bugday (7riticum
aestivum L. 'Ceyhan-99') fidelerinin kok ve siirglinlerinde olusan stres zararinin, N-
asetilsistein (NAC) uygulamasiyla iyilestirilmesi, fizyolojik (kok ve siirgiin boyu, kuru ve
taze agirlik, siirglin su potansiyeli, vb.) ve biyokimyasal diizeyde arastirilmistir. Bu
amagla kok ve siirgiinlerin enzimatik olan (POX, CAT, GR, SOD, APX, MDHAR,
DHAR) ve olmayan (TFM, fenolik asit, GSH) antioksidan savunma sistemi bilesenleri,
ozmolit icerigi (prolin, sistein, seker, organik asit ve agir metal igerigi) ve poliamin
diizeyleri belirlenmistir. NAC bugday fidelerinde agir metallerin biiylime parametreleri ve
su potansiyeli lizerinde olusturdugu azalmayi iyilestirdigi belirlenmistir. NAC’1n
antioksidan enzimler iizerinde olusturdugu etkiler enzim ve agir metal ¢esidine bagli olarak
degistigi tespit edilmistir. NAC uygulamasi koke ait agir metal uygulamasi ile artan PAL
aktivitesi ve TFM igeriginde azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Agir metal ve NAC
uygulamalari ile fenolik asit poliamin, seker ve organik asit iceriginde meydana gelen
degisimler agir metal tipine bagl olarak degisiklik gosterdigi kaydedilmistir. Sonug olarak
NAC uygulamasi ile bugday fidelerinin 6zellikle Cd, Hg ve Pb agir metallerine karsi

yiiksek tolerans kazandig1 ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Triticum aestivum, Bugday, N-Asetilsistein, Agir metal stresi,
Antioksidan
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PhD. Thesis
SUMMARY
INVESTIGATION of the AMELIORATIVE EFFECT of N-ACETYLCYSTEINE on
HEAVY METAL TOXICITY in WHEAT PLANT (Triticum aestivum L.)

Nesrin COLAK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program

Supervisor: Prof. Dr. Faik Ahmet AYAZ
2017, 106 pages

This study investigated improvement in damage in the shoots and roots of wheat
seedlings (Triticum aestivum L. 'Ceyhan-99') exposed to heavy metal stress (Cu, Cd, Hg
and Pb) with N-acetylcysteine (NAC) treatment at the physiological (root and shoot length,
fresh and dry weight, shoot water potential, etc.) and biochemical levels. Enzymatic (POX,
CAT, GR, SOD, APX, MDHAR, DHAR) and non-enzymatic (TPC, phenolic acid, and
GSH) antioxidant defense system components, osmolite content (proline, cysteine, sugar,
organic acid and heavy metal content) and polyamine levels of the root and shoots of the
seedlings were determined for this purpose. N-acetylcysteine alleviated heavy metal-
induced decreases in growth parameters and shoot water potential in the wheat seedling.
The effects of NAC on the activity of the antioxidant enzymes varied depending on the
enzyme and heavy metal species. N-acetylcysteine application resulted in decreased TPC
content and PAL activity in the root that increased with heavy metal application. Changes
in phenolic acid forms, polyamines, sugar and organic acid contents with heavy metal and
NAC application varied depending on heavy metal types. In conclusion, wheat seedlings
exhibited high tolerance with NAC application, especially against Cd, Hg and Pb heavy

metals.

Key Words: Triticum aestivum, Wheat, N-Acetylcysteine, Heavy metal stress,
Antioxidant
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1. GENEL BiLGILER

1.1 Giris

Diinya da bir¢ok lilkede artan refah ve tarimsal zenginlige ragmen, 800 milyondan
daha fazla insan hala aclik ve yetersiz beslenme ile miicadele etmektedir. Gida giivenligi,
aktif ve sagliklt bir hayat siirebilmeleri i¢in biitiin insanlarin tiim zamanlarda fiziksel,
sosyal ve ekonomik olarak yeterli gidaya ulasabilme durumudur. Gidanin giivenli ve
giinliik ihtiyacin1 karsilayacak kadar besin degeri yiiksek, kiiltiirel olarak uygun besinler
olmalidir. Bu tanima gore besin glivenligi ile alakali dort dnemli durum mevcuttur. Bunlar;
(1) Yeterli besine ulasabilme (2) Gegici ya da siirekli besine ulasabilme (3) Bireysel olarak
beslenmede alinabilecek uygun gidalar i¢in yeterli kaynaklara erisebilme ve (4) Besin
degeri acisindan giivenli ve kaliteli gida’dir (Schmidhuber ve Tubiello 2007).

Tarimsal bitki {irlinlerinin tiretimi ve tiiketimi ¢esitli cografik dagilimlara baghidir.
Iklim ve bitki ortiisii ile birlikte, iilke ekonomisi tarimsal iiretim diizeyini de etkiler. Bazi
iriinler ¢ok sayidaki iilkede yogunlasirken, bazi firiinler bir¢ok iilkede yaygin olarak
tiretilmektedir. Tarim {irlinleri yalnizca gida eldesi agisindan degil, ayni zamanda
ekonomik agidan da dnemlidir. Tarim iilkelerinden ziyade gida ticaretinin oldugu yerlerde,
gida fiyati onemli derecede distiktiir. Diisiik fiyat gidanin, ticaretin oldugu bolgelerde
herkes tarafindan yeterli miktarda ulasabilir durumda olmasini saglar. Yoksulluk ve diisiik
gida iiretimi, acliga neden olan iki 6nemli faktordiir ve yoksulluk ile yetersiz beslenme siki
bir iliski i¢indedir. Bir biitiin olarak diinya tiim popiilasyona yetecek kadar gida
uretebilmektedir. Ancak yeterli alim giicii olmayan insanlar yerel pazar ya da marketlerden
giinliik enerji ithtiyaglarini karsilayacak giday: temin edemez, aglik ve acligin neden oldugu
problemler ile karsilasirlar. Ornegin Hong Kong ve Singapur tarimsal olarak kendine yeter
degillerdir, ancak popiilasyon i¢in gida giivenligi vardir, Hindistan tarimsal agidan kendine
yeter bir {ilkedir ancak popiilasyonun c¢ogu i¢in gida gilivenligi yoktur (Schmidhuber ve
Tubiello 2007).

Gida ve tarim Orgiitii (FAO)’ne gore, 2002-2004 yillart arasinda yaklagik olarak 864
milyon insan (diinya niifusunun %]14’i) yetersiz beslenmektedir ve zamanla aglik
nedeniyle hastalik ve 6lim oranlar1 artmaktadir (FAO, 2015). Birka¢ on yil igerisinde

diinya niifusunun 9 milyar1 gegmesi beklenmekte ve niifusun gida ihtiyacini karsilamak



icin var olan gidanin %70-100’i kadar fazla gidaya ihtiya¢ duyulacaktir. Bu nedenle var
olan gida tiretim politikalarinda ciddi bir degisim kaginilmazdir (Godfray vd., 2010).

"Giivenli" gidalarin stirekli olarak bulunabilirligini ve herkese erisimini igeren gida
giivenligi, sadece gelismekte olan iilkeler i¢in degil, gelismis lilkeler i¢in de biiyiik bir
sorun teskil eden bir kosuldur. Kiiresel gida iiretimini artirmak i¢in, giiniimiizde yeni
tarimsal uygulamalar (genellikle kisa vadeli ve uzun vadede olumsuz sonuglar elde edilen
kisa stireli ¢oziimler) tasarlanmaktadir. Giinlimiizde daha fazla tarim iiriinii elde edebilmek
i¢cin, tarim alanlarinda uygulanan gecici ve tekrarli degisimler, uzun siireli olmamakla
birlikte gida giivenligi acisindan da dogru degildir. Kentsel, endiistriyel veya kirli
arazilerin son yillarda artmasi, gida {iriinlerine toksin eklenmesine yol agmaktadir. Yagis
rejimindeki degisim ve su seviyesindeki diisiis nedeniyle artan sulama talepleri ve yetersiz
su temini, gida giivenligi acisindan da yine ciddi bir sorun olusturmaktadir. Sulama
taleplerini karsilamak i¢in bazi tarim alanlari, endiistriyel atik sular1 gibi kirli sular
kullanilarak sulanmaktadir. Ancak bu uygulama {iriin ¢iktisin1 artirmasina karsin,
endiistriyel atik sularin veya benzeri diger uygun olmayan kaynaklarin kullanima,
genellikle "gilivenli" gida olarak kabul edilemeyen bir {iriin iiretilmesine neden olmaktadir.
Diinya ¢apinda ylriitiilen ¢esitli aragtirmalar, bu yontemler ile yetistirilen bitkilerin, glinliik
aliminin kabul edilebilir miktardan ¢ok daha yiiksek miktarda agir metal igerdigi ortaya
konulmustur (Sharma vd., 2016; Wuana ve Okieimen, 2011).

Tarim arazileri ve topraklar, hizla genisleyen endiistriyel alanlardan, maden atiklari,
yiiksek metal atiklari, kursunlu benzin, boyalar, hayvan giibreleri, kanalizasyon atig1, zirai
ilaglar, endiistriyel atik sularin arazi sulamasinda kullanilmast gibi durumlardan
kaynaklanan agir metallerin ve metaloidlerin birikimi yoluyla kirlenebilir (Wuana ve
Okieimen, 2011). Agir metaller tehlikeli inorganik kimyasallardan olusan bir gruptur ve
kirli bolgelerde en yaygin olanlar1 kursun (Pb), krom (Cr), arsenik (As), ¢inko (Zn),
kadmiyum (Cd), bakir (Cu), civa (Hg) ve nikel (Ni)’dir. Cogu metal, mikrobiyal veya
kimyasal bozunmaya ugramaz ve agir metal miktar1 azalmaz. Bu nedenle agir metaller ile
kirletilen topraklar ¢cok uzun siire kirli (kontamine) olarak kalir. Ayrica toprakta bulunan
agir metaller, organik maddelerin bozunma siirecini de etkiler (Prasad, 2004).

Topragin agir metaller ile kirlenmesi ekosisteme zarar vermekle birlikte insanlar i¢in
de tehlikeli olmaktadir. Bu tehlikelere; I- dogrudan alma ya da kontamine topraklar ile
temas kurma II- besin zinciri (toprak-bitki-insan veya toprak-bitki-hayvan-insan), III-

kirlenmig yeralt1 sularinin igilmesi, IV- fitotoksisite nedeniyle gida giivenliginin azalmasi,



V- giivenli gidalarin yetistirildigi tarimsal alanlarin azalmasi gibi etmenler neden
olmaktadir (Wuana ve Okieimen, 2011).

Agir metaller ile kirletilmis topraklarin yeterli diizeyde iyilestirilmesi ve korunmasi,
agir metallerin tanimlanmasi ve topraktan uzaklastirilmasina baglidir. Kontamine
topraklardaki toksik agir metallerin kimyasal yapisi, kaynagi ve potansiyel riskleri
hakkindaki bilgiler, agir metallerin topraktan uzaklastirilma ya da risksiz hale getirilmeleri
icin gereklidir. Immobilizasyon, topragi yikama ve fitoremediasyon, topragm agir
metallerden temizlenmesi i¢in kullanilan en iyi ve gelismis yontemlerdir. Ancak bu
yontemler yalnizca gelismis iilkeler tarafindan kullanilabilmektedir. Gelismekte olan
iilkelerde kentlesme ve endiistriyellesme siireci devam etmekte ve bu siire¢ tarimsal
alanlarda kontaminasyona, dolayisiyla tarim veriminde ve giivenliginde azalmaya neden
olmaktadir. Bu nedenle gelismekte olan iilkelerde de etkin bir tarim politikas1 gelistirilmeli
ve kontaminasyon diizeyini azaltma yoluna gidilmelidir (Zhao ve Kaluarachchi, 2002).

Bazi bitkiler agir metallerin alimini azaltarak ya da alinan agir metali baglayip 6zel
alanlarda saklayarak kendini agir metal stresinden koruyabilir ve agir metaller ile
kirletilmis topraklara uyum saglayabilir. Ancak bu durum smirli sayida bitki tiirii igin
gecerli bir durumdur. Bitkiler genellikle agir metalleri topraktan kokleri ile almakta ve
dokularinda biriktirmektedir. Dokularda biriken metaller, reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin
miktarinin artmasina ve sonug¢ olarak oksidatif strese neden olurlar. Ayrica bir¢ok agir
metal Ozellikle proteinlerin siilfidril (-SH) gruplarina baglanarak da yapilarinin
bozulmasina neden olur. Yiiksek miktardaki hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit (O, )
gibi ROS’lar lipid peroksidasyonu, enzim inhibisyonu, kloroplast yapisinda bozulma gibi
oksidatif hasara ve hiicre yapisinda degisimlere neden olur. Bu nedenle hiicre oksidatif
hasardan korunmak i¢in gesitli metabolitlerden ve enzimatik antioksidanlardan olusan bir
savunma sistemi gelistirir (Shaw vd., 2004). Dolayisiyla agir metal stresinden korunmast
istenen tarimsal bitkilere disaridan antioksidan ve selatlayici ajan uygulamasi ¢ok dogru bir
yaklasimdir ve bu dogrultuda uzun yillardir ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve yapilmaya da
devam etmektedir. Yapilan caligsmalar gesitli streslere maruz kalan tarim iirlinlerinde verim
kaybini 6nleyebilmek acisindan 6nemlidir. Tiim diinya {ilkeleri biiyiik bir hizla artan niifus,
kiiresel 1sinma ve tarim arazilerinin giderek azalmasindan dolay: yakin tarihte kiiresel a¢lik
ile kars1 karsiya kalacak olup ve siirdiriilebilir besin temini ve gilivenirligi i¢in bu
calismalarin yapilmasi bu nedenle olduk¢a Onem arz etmektedir. Bu amagla tarim

iriinlerine uygulanabilecek ve liriin kaybin1 azaltacak, verimi artiracak, tarim {iriinlerini



insan saglig1 agisindan daha giivenilir hale getirecek N-asetilsistein (NAC) gibi antioksidan
ve selatlayici ajanlarin literatiire kazandirilmas: 6nemlidir.

N-asetilsistein, sistein amino asitinden tlirevlenir ve miikemmel bir siilfidril grubu
kaynagidir. Antioksidan, serbest radikal temizleyici ve selatlayict ajandir ve uzun yillardir
metal zehirlenmeleri, bronsit gibi hastaliklarda farmasdtik ilag ve besin destegi olarak
insanlar tarafindan kullanilmaktadir. NAC insanlarda Pb ve Hg gibi agir metal
zehirlenmelerini etkisizlestirmek i¢in de kullanilmaktadir (Samuni vd., 2013; Deng vd.,
2010; Sun vd., 2014).

Bu c¢alisma, yerli bugday ¢esidi olan Triticum aestivum L. 'Ceyhan-99"a disaridan
(ekzojenik) uygulanan NAC’1n agir metal (Cu, Cd, Hg ve Pb) stresi ve antioksidan sistem
izerine olan etkisinin fizyolojik ve biyokimyasal diizeyde arastirilmasi amag¢lanmaktadir.
Bu amagla agir metallerin (Cu, Cd, Hg, Pb) ekmeklik bugday fidelerinde (kdk ve siirgiin)
olusturacagr agir metal stresinin olumsuz fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin disaridan
NAC uygulamasi ile iyilestirilmesi, ¢esitli biiylime parametreleri ve enzimatik olan (SOD,
POD, APX, MDHAR gibi) ve enzimatik olmayan (toplam fenolik madde ve flavonoid

gibi) antioksidan sistem bilesenleri diizeyinde incelenmistir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Stres Lichtenthaler (1996)’e gore “bir bitkinin metabolizmasini, gelisimini veya
biiylimesini etkileyen veya engelleyen herhangi bir olumsuz durum veya madde” olarak
tanimlanmistir. Stres kosullarinda bitkinin hayatta kalabilme ve hayatin1 devam ettirebilme
kapasitesi de strese dayaniklilig1 ifade etmektedir. Stres etmenlerinin etkisi, bu etmenlerin
miktar ve siiresine gore degisiklik gosterir. Kisa siireli ve siddeti orta derecede olan stres
kosullarinda, bitkide olusan hasar gecici olabilir. Stres biyotik ve abiyotik stres olmak
tizere iki ana gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.1). Abiyotik stres ise sicaklik, su, radyasyon,

kimyasal ve mekanik stres olmak {izere bes gruba ayrilmaktadir.
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Sekil 1.1. Baslica ¢evresel stres ¢esitleri (Gill ve Tuteja, 2010).
1.3. Agir Metal Stresi

Periyodik tabloda bulunan 110 element, metaller ve ametaller olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. Metaller elektron alma-verme istekleri ile ametallerden ayrilirlar (Nagajyoti
vd., 2010). Genellikle diisiik konsantrasyonlarda bile toksik etki gosteren, yogunlugu cm’
basina 5 gramdan fazla olan ¢inko [Zn (7,1 g/cm3)], krom [Cr (7,2 g/cm3)], kadmiyum [Cd
(8,6 g/cmS)], nikel [Ni (8,7 g/cm3)], bakir [Cu (8,9 g/cmS)], kursun [Pb (11,4 g/crnS)], civa
[Hg (13,5 g/cm’)] gibi elementler agir metal olarak isimlendirilir (Ayhan vd., 2006).

Bazi agir metal sinifina giren metaller (demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn) gibi)
insanlar ve hayvanlar icin belirli diizeyde alinmasi zorunludur (Wintz vd., 2002). Ancak
demir (Fe), mangan (Mn), molibden (Mo), bakir (Cu), kobalt (Co) gibi elementlerin
ortamdan bitkinin ihtiyacindan daha fazla alinmasi durumunda, bitkilerde toksik etkiler
goriiliir. Bu elementler ¢cevrede de az miktarda bulunurlar ve bulunma miktarlarina gore iz
(eser) element (10 mg kg veya mg L) veya ultra iz (eser) element (1 pg kg™ veya pg L™)
olarak adlandirilirlar. Baz1 agir metaller (Cu, Fe, Mn, Mo ve Zn) bitkilerde ve hayvanlarda
fizyolojik ve biyokimyasal olaylarda rol alirlar (Nagajyoti vd., 2010).



Dogal olarak g¢evrede bulunan agir metallerin en 6nemli kaynagi jeolojik ana
kayaglardir (Tablo 1). Agir metallerin igerigi ve miktar1 kayag tipine ve ¢evresel kosullara
bagl olarak degismektedir. Olivin, ojid ve hornblend gibi volkanik kayaglar Mn, Co, Ni,
Cu ve Zn gibi agir metaller icin 6nemli bir dogal kaynaktir. Balgik ya da kilden olusan
sedimenter kayaclar da agir metalleri yiiksek oranda barindiran kayag tiirleridir (Nagajyoti
vd., 2010). Tablo 1.1’de dogal su, toprak ve sedimentelerde bulunan bazi agir metallerin
iist sinir degerleri verilmistir. Tabloya gore belirlenen alanlarda agir metaller arasinda Hg,

en diisiik diizeyde bulunan agir metaldir.

Tablo 1.1. Dogal su, sediment ve kirletilmemis topraklarda bulunan bazi agir metallerin tist
siir degerleri (Prasad, 2004)

Dogal su, pg L™ Toprak, pg g Sediment, pg g
Metal Deniz suyu | Tath | Kumlu Killi Gol Deniz
su toprak | toprak
Kadmiyum (Cd) 0,01-0,07 0,07 1 1 0,14-2,5 0,02-0,43
Krom (Cr) 0,08-0,15 0,5 15 30 7-77 11-99
Kobalt (Co) 0,04 0,05 5 15 0,1-74
Bakir (Cu) 0,04-0,1 1,8 15 25 16-44 4-250
Civa (Hg) 0,01 0,01 0,15 0,15 | 0,004-0,2 | 0,001-0,4
Manganez (Mn) 0,2 <5 500 800 390-6700
Molibden (Mo) 10 1 5 5 0,2-27
Nikel (Ni) 0,2-0,7 0,3 1 1 34-55 2-225
Kursun (Pb) 0,001-0,015 | 0,2 50 50 14-40 7-80
Cinko (Zn) 0,01-0,62 10 100 150 7-124 16-165

1.3.1. Agir Metal Kirliligine Neden Olan Etmenler

Cevre kirliligine neden olan agir metallerin farkli kaynaklari vardir; (I) dogal

kaynaklar, (II) tarimsal kaynaklar, (III) endiistriyel kaynaklar, (IV) evsel atiklar, (V)
atmosferik kaynaklar ve (VI) diger kaynaklar. Inorganik ve organik giibreler, kire¢ serpme,

lagim, sulama suyu ve pestisitler tarim alanlarinda agir metal kirliligine neden olan en



onemli etmenlerdir. Tarim alanlarinda miktar1 disik olan agir metaller, sayilan
etmenlerden herhangi biri ya da birilerinin tekrarli kullanimlart durumunda, tarim yapilan
topraklarda birikerek toksik konsantrasyona ulasabilmektedir (Prasad, 2004). Agir
metallerin endiistriyel kaynaklar1 ¢ogunlukla madencilikten ve ¢ikarilan madenin rafine
islemlerinden kaynaklanmaktadir. Agir metal gesitleri, ¢ikarilan maden c¢esidine gore
degisiklik gosterir. Ornegin altin madenleri Hg, komiir madenleri As, Cd, Fe gibi agir
metallerin toksik diizeyde topraga karismasina neden olur (Lacerda, 1997). Ayrica
metallerin, eritme ya da kaliba dokme gibi islemler sirasinda yiiksek sicakliga maruz
kalmalar1 buhar ya da parcacik halinde yayilmalarina neden olur. Buhar formundaki Cd,
Pb, Cu gibi metaller su ile aerosol formunda birlesir. Olusan bu yap1 ya riizgarin etkisi ile
kuru olarak ya da yagmurlarla birlikte su ve toprak yiizeyine dagilir. Kémiiriin yakit olarak
kullanilmasi, petrol {iriinleri, niikleer enerji santralleri ve yiiksek gerilim hatlar1 da yine
onemli agir metal kaynaklaridir. Evsel atik sular deniz, nehir ve gollerin agir metal
kirliligine maruz kalmasinda en 6nemli faktordiir. Biitiin evlerde suyun kalitesini 6nemli
derecede etkileyen deterjanlar kullanilir ve 6zellikle enzim iceren deterjanlar Fe, Mn, Cr,

Co, Zn, stronsiyum (Sr) ve bor (B) kaynagidir (Prasad, 2004).

1.3.2. Bitkilerde Agir Metal Alinmasi ve Tasinmasi

Bitkiler toprakta bulunan agir metalleri kokleri ile alirken, havada bulunan metalleri
ise stomalar1 aracilifi ile aldiklar1 yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Marschner, 1995).
Topraktan metal alabilme kapasitesi bitki tiiriine gore degisiklik gosterir. Metaller toprakta
¢ farklh sekilde bulunur; (I) toprak ¢ozeltisinde iyon halinde, (II) organik maddelere bagh
olarak (III) kolloidlere bagli olarak. Bitkiler bu metal formlarindan ancak iyon halinde olan
metalleri alabilir. Sicaklik, mikroorganizmalar, pH, diger metallerin varlig1 ve organik
madde miktar1 gibi kosullarin degismesi, bagli olarak bulunan metallerin iyon haline
doniismesine neden olur, bdylece alinabilir metal konsantrasyonu da degismis olur. Bazi
bitkiler topraga malat, sitrat, musilaj salarak ya da toprak pH’sin1 degistirerek aldiklar
metal miktarin1 degistirebilirler (Ayhan vd., 2006). Diisiik pH, metal alinimin1 artirir ¢linkii
hidrojen iyonlar1 (H") kolloidler iizerindeki negatif yiikler i¢in yiiksek afiniteye sahiptir ve
metal iyonlar1 ile bu alanlar i¢in yarigirlar. Boylece metaller serbest birakilirlar, sonug

olarak toprak ¢ozeltindeki metal konsantrasyonu artmis olur.



Canlilarin taksonomik gruplarina goére agir metallerin toksik etkileri degismektedir.
Cicekli bitkilerde genellikle agir metaller icerisinde Hg en yiiksek toksik etkiye sahiptir ve
siralama Hg>Pb>Cu>Cd>Cr>Ni>Zn seklindedir. Ayrica ayni1 bitkinin kok ve siirgiinleri de
agir metallerin toksik etkilerine kars1 farkli cevaplar vermektedir (Shaw vd., 2004).

Koklerden alinan agir metaller ¢ogunlukla apoplastik alanlar ile ksileme kadar
taginirlar. Ancak kokte ksileme girebilmeleri i¢in endodermi ve siiberinden olusan kaspari
seridini agsmak zorundadirlar. Cogu metal kaspari seridinin tam olarak gelismedigi geng
kisimlardan alinir (Marschner, 1995). Metallerin ksilemde tasinma formu ise bitki tiiriine
ve metal cesidine gore farklilik gostermektedir. Ornegin Cd iyonik formda tasir, Ni ise

proteinlere baglanarak tasinmaktadir.

1.3.3. Baz1 Agir Metallerin Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Agir metallerin canlilarda olusturduklar1 zararli etkiler fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore {i¢ grupta toplanabilir;
1- Otooksidasyon ve Fenton reaksiyonu (1) ile ROS olusumuna neden olanlar
2- Protein ve niikleik asit gibi biyomolekiillerin temel fonksiyonel gruplarini bloke
edenler. Enzimlerde 6zellikle aktif bolgede yer alan —SH gruplarina baglanarak
enzimleri inhibe ederler.

3- Temel elementlerin yerine gegerek bitkilerde agir metal hasarina yol acanlar

(Michalak, 2006).

Fenton reaksiyonu
H,0, + Fe*"(Cu") — Fe* (Cu*") + 'OH + OH ™~ (1.1)
0, + Fe’*(Cu*") — Fe*'(Cu") + 0,

1.3.3.1. Bakir (Cu)’1n Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Fizyolojik kosullar altinda bakir, Cu** ve Cu’ formunda bulunur. Fonksiyonel
proteinlerin yapilarinda bulunur, fotosentetik elektron taginiminda, mitokondride elektron
transport zincirinde, oksidatif stres cevabinda, hiicre ¢eperi metabolizmasinda ve hormon
sinyalinde gorev alir. Ayrica Cu/Zn siiperoksit dismutaz (SOD), sitokrom c oksidaz, amino

oksidaz, lakkaz, plastosiyanin ve polifenol oksidaz gibi enzimlerin yapilarinda kofaktor



olarak bulunur. Bitkilerdeki tiim bu rolleri goz 6niine alindiginda Cu, bitkiler i¢in esansiyel
(zorunlu) mikronutrient olarak kabul edilir, yani bitkilerin normal biiylime ve gelismeleri
i¢cin alinmas1 mutlak gereklidir (Yruela, 2005).

Bakirin bitki tarafindan alinmasi ve tasinmasi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Bitkilerde birkag metal tastyici tanimlanmistir. Bunlar; (I) P-tipi ATPaz Cu-tastyicilari, (II)
COPT bakaur tastyicilari, (IIT) Bakir saperonlari, (IV) N-rampa tastyicilart (Yruela, 2005).

Cu®" ile Cu' arasindaki redoks reaksiyonlarinda toksik etkisi ¢ok yiiksek olan
hidroksil radikali (OH) iiretilir ve bu radikal DNA, lipid ve proteinler gibi biyomolekiiller
icin yiiksek derecede toksiktir. Bu nedenle yiiksek derisimde Cu alimi bitkide klorozis,
nekrozis, bodurluk, yaprak renginde solma ve kok biiyiimesinde gerileme gibi toksik
etkilere yol acar (Van Assche ve Clijsters, 1990). Ayrica hiicresel seviyede (I) enzim
aktivitesi ya da protein fonksiyonlarinin inhibisyonuna neden olan siilfidril gruplarina
baglanma, (II) diger temel elementlerin eksikliklerine neden olma, (III) hiicre tasima
stireglerine zarar verme, (IV) oksidatif hasar gibi etkilere yol acar (Van Assche ve
Clijsters, 1990; Meharg, 1994).

Yiiksek derisimde Cu iceren topraklarda yetisen bitkilerde Cu toleransi genellikle; (I)
mikorizal hareket ya da hiicre dis1 ekslidalar yoluyla metal alimin1 azaltma, (II) plazma
membraninda metallerin disar1 pompalanmasinin  aktivasyonu, (III) metallerin
fitoselatinler, metalotiyoneinler, organik asit ya da 1s1 sok proteinleri (hsp) yoluyla
selasyonu, (IV) metallerin vakuole taginarak orada tutulmasi seklinde olmaktadir (Yruela,

2005).

1.3.3.2. Kadmiyum (Cd)’un Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Bitki biiylime ve gelisimini olumsuz etkileyen Cd, bitki biiyiime ve gelisimi i¢in
esansiyel olmayan elementler arasinda yer almaktadir. Cevreye enerji istasyonlari, 1sitma
sistemleri, metal endiistrisi ve sehir trafigi ile yayilmakta ve kirlilige neden olmaktadir.
Ozellikle elektro kaplama, plastik stabilizorlerinde, boyalarda, nikel-kadmiyum
bataryalarinda kullanilmaktadir. Kirletilmemis toprak ¢ozeltisi 0,04-0,32 mM arasinda Cd
igerirken, kirletilmis toprak ¢ozeltisi 0,32-1 mM arasinda Cd igerir. Suda ¢ok iy1 ¢oziiniir
ve ¢ok yiiksek toksik etkilerinden dolay1 son derece onemli kirletici olarak kabul edilir

(Pinto vd., 2004).
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Kadmiyum toksisitesinde klorozis, yaprak kivrilmasi ve yaprak biliylimesinde
gerileme gozle goriilebilir en temel belirtilerdir. Kadmiyum bitkilerin topraktan mineral
alma kapasitelerini degistirir. Bu nedenle bitkide Fe, fosfor (P) ve Mn eksikligi olusabilir
ve bu durum klorozise yol agar. Ayrica stomalarin agilmasi, transpirasyon ve fotosentez de
Cd toksisitesinden etkilenir. Koklerdeki Fe (III) rediiktaz aktivitesi Cd tarafindan inhibe
edilir ve bitkide Fe(Il) eksikligi olusmasi sonucu fotosentez ciddi sekilde hasar alir.
Kadmiyum koklerden nitrat alimimini azaltir, siirgiinlerde nitrat rediiktaz aktivitesini
azaltarak koklerden siirgiinlere nitrat tasinmasinin azalmasina da yol acar (Hernandez vd.,
1996). Hiicre membraninin gecirgenligini etkileyerek hiicre iginde suyun azalmasina yol
acar. ATPaz aktivitesini inhibe eder. Lipid peroksidasyonunu tesvik ederek membran
fonksiyonlarimi degistirir, klorofil biyosentez ve CO, fiksasyon enzimlerinin aktivitesinin
inhibisyonuna yol acar. Oksidatif strese yol agarak enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlarin aktivitelerinde azalmaya yol acar (Pinto vd., 2004).

1.3.3.3. Civa (Hg)’min Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Civa bitki bliylime ve gelismesi i¢in gerekli olmayan, diisiik derisimlerde ¢ok yiliksek
toksik etki gosteren bir agir metaldir. Farkli formlarda (HgS, Hg**, Hg® ve metil-Hg)
bulunabilme 6zelligi ile diger agir metallerden ayrilir. fyonik form (Hg”") tarim alanlarinda
baskin olarak bulunan formudur (Prasad, 2004). Kiikiirte (S) kars1 ¢ok giiclii bir ilgisi
vardir, bu nedenle enzimlerin ve proteinlerin -SH gruplarina baglanarak aktivitelerinde
azalma ve inhibisyona neden olarak canli organizmalarda toksik etki gosterir. Ayrica yash
yapraklarda absisyon, biiyiimede indirgenme, kok ve yaprak gelisiminde indirgenme,
klorofil igeriginde ve nitrat rediiktaz aktivitesinde azalma gibi etkilere yol agar.
Membranda akuaporin yapisini etkileyerek su alimimini inhibe eder (Shrivastava vd.,

2015).
1.3.3.4. Kursun (Pb)’un Bitkiler Uzerindeki Etkileri
Kursun tiim toprak tiplerinde en fazla bulunan agir metaldir. Sulama sulari, maden ve

maden eritme islemleri, boyalar, benzin, patlayicilar, atik sular1 Pb yoniinden zengindir ve

cevrede Pb’nin toksik seviyeye ¢ikmasina neden olurlar. Genellikle Pb endiistriyel alanlara



11

yakin tarimsal topraklarda toksik seviyeye cikar. Topragin yiizey kisminda kalma
egilimindedir ve toprak derinligi arttikca Pb miktar1 azalir (Sharma ve Dubey, 2005).
Topraktan kokler araciligiyla kolaylikla alinan Pb, bitkinin farkli organlarinda
biriktirilir. Kokler araciligiyla alinan Pb, kok>yaprak>goévde>¢icek tomurcugu>tohum
seklinde kokten tohuma ilerledik¢e derisimi diiser. Herhangi bir sebeple tarimsal
topraklarin Pb ile kirletilmesi sonucu, tarimsal iiretimde ciddi disiisler gozlenir.
Tohumlarda proteaz ve amilaz aktivitesinin inhibisyonuna neden olarak tohumlarin
¢imlenme oranimi diistiriir. Kok ve siirgiin uzamasini, yaprak genislemesini inhibe eder.
Ayrica klorozise, fotosentetik inhibisyona, membran gegirgenligini degistirerek su
dengesizligine, mineral besin aliminin aksamasina ve enzimlerin siilfidril gruplarina
baglanarak enzim aktivitelerinin inhibisyonuna neden olur. Yiiksek oranda kursun alan
bitkilerde ROS’larin {retiminin artmas: ile birlikte oksidatif stres hasar1 da goriiliir

(Sharma ve Dubey, 2005).

1.4. Agir Metallerin Bitkiler Uzerinde Olusturdugu ikinci Etki: Oksidatif Stres

Molekiiler oksijenin yiiksek enerjiye maruz kalmasi ya da elektron (e) aktarim
reaksiyonu sonucu basamak basamak indirgenmesi ile yiiksek reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusur. Oksijenli solunum yapan canlilarda ROS’larin olusumu kag¢inilmazdir. Bitkilerin
normal biiylime ve gelisimleri boyunca ROS’lar iiretilirler ve normal biiylime, gelisme ve
savunma sisteminde diizenleyici rolleri bulunmaktadir. Ancak stres kosullarinda ROS
tretimi ile ROS’larin antioksidan sistem tarafindan siipiiriilmeleri arasindaki dengenin
bozulmas1 ve hiicrelerde ROS’larin seviyelerinin artmasi ile birlikte hiicrede oksidatif
hasar meydana gelir ve bu durum oksidatif stres adin1 alir (Mittler vd., 2004). Agir metaller
bitkiler tarafindan alindiktan sonra direk ya da dolayli olarak serbest radikallerin
olusumuna sonug olarak da oksidatif hasara yol acarlar (Ruciniska-Sobkowiak, 2010).

Agir metaller asagidaki yollar ile dokularda oksidatif stresi tesvik ederler;

1- Tekli- e reaksiyonlarinda, e“larin1 direk olarak aktarirlar. Eglesmemis ¢ lara
sahip Fe, Cu, Mn gibi ge¢is-elementi olarak adlandirilan metaller, tek e alir ve
verirler, boylece O;’e tek e aktarimi ile ROS olusumu tesvik edilir.

2- Metaller ozellikle tilakoid membranlar gibi alanlarda gerceklesen metabolik
yollarin bozulmasina yol agarlar, boylece ROS olusumu artar ve oksidatif stres

olusur.
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3- Hiicrelerde ROS’in temizlenmesinden sorumlu enzimlerin (POX, SOD, CAT
gibi) aktivitelerini engelleyerek ROS seviyesinin artmasina neden olurlar.

4- Agir metal birikimi GSH gibi diisiik molekiil agirlikli antioksidan bilesiklerin
azalmasina yol agarak hiicrelerde ROS miktarinin artmasina yol agarlar

(Michalak, 2006).
1.4.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Bitkilerde solunum ve fotosentez gibi hiicresel siire¢lerde ya da mitokondri,
kloroplast ve plazma membraninin ¢ taginim aktivitelerinde, ¢ ‘larin molekiiler oksijene
sizmasi sonucu, hiicrelerde devamli olarak ROS’lar iiretilir. Yiiksek derecede reaktif olan
stiperoksit (O, ), hidroksil radikali ("OH), hidrojen peroksit (H,O,) ve singlet oksijen
('0,) gibi ROS’lar, membran lipidleri, proteinler, klorofil ve niikleik asitler gibi
molekiillere oksidatif olarak hasar verir ve organizmanin i¢ dengesinin bozulmasina yol
acarlar (Sharma ve Dubey, 2005; 2007).

Temel durumda O,, paralel spinlerde iki eslesmemis elektronu oldugundan dolayi
reaktif degildir. Ancak iki farkli mekanizma ile O, reaktif hale gelir; (I) monovalent
indirgenme, (II) eslesmemis elektronlardan biri {lizerine yeterli enerji absorbsiyonu ile.
Monovalent indirgenme ile O," , ‘OH ve H,O, gibi ROS’lar olusurken enerji aktarimi ile
'0, olusur. Hiicrelerde normal bliylime kosullar1 altinda ROS iiretimi diisiiktiir
(kloroplastlarda 240 uM st 0;", 0,5 uM H,0,). Ancak stres kosullarinda ROS {iretimi
artar (720 uM s O,™, 5-15 uM H,0,) (Polle, 2001). Elektriksel olarak nétral olan H,O,,
reaktif degildir ancak hiicresel membranlardan gecerek olustugu alanlardan ¢ok daha uzak
mesafelerdeki hiicresel alt birimlere ulasabildiginden dolay: risklidir. H,O, ve O,” birlikte
HaberWiess reaksiyonu (2) ile yiiksek oranda reaktif olan ‘OH’ni olustururlar (Mithofer
vd., 2004). Bu nedenle stres kosullar1 altinda oksidatif hasardan kacgabilmek i¢in H,O;’in
temizlenmesi Onemlidir. Ayrica Cu" ve Fe* gibi metallerin varliginda H,O, Fenton

reaksiyonu (1) ile OH’e doniisiir (Inzé ve Van Mantagu, 1995).

Haber-Wiess reaksiyonu

H,0,+0,” - OH+OH +O0, (1.2)
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Tablo 1.2. Oksidatif strese neden olan bazi reaktif molekiil tiirleri
(Manoj ve Padhy, 2013)

Tiirler Sembol
Alkil peroksit ROOH
Alkoksil radikali RO’
Alkil peroksinitrit ROONO
Peroksil radikali ROO’
Ferril iyon Fe'"O
Hidrojen peroksit H,0,
Hidroperoksil radikali HOO’
Hidroksil radikali HO'
Hipobromoz asit HOBr
Hipokloroz asit HOCI1
Nitrik oksit radikali NO'
Azot dioksit radikali NO,
Nitronyum katyonu NO,"
Nitrosil katyonu NO"
Nitroksil anyonu NO
Periferril iyonu Fe’"O
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitroz asit ONOOH
Singlet oksijen '0,
Stiperoksit radikali 0,

1.5. Agir Metallerle Kirletilmis Topraklarda Remediasyon (Giderim) Metodlar:

Remediasyon kisaca; toprak, su (hem yeralti hem de yiizey suyu) ve havadan,
ekolojik risk olusturabilecek ya da canlilar iizerinde olumsuz bir etkiye yol acabilecek
zehirli ya da kirletici maddelerin uzaklastirilmasidir. Remediasyon siirecinde oncelikle agir

metal ile kirletilmis alanlarda istenilen metal derisimleri, agir metalin risk olusturmayacak
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diizeyi ya da toprak kalite standardlart géz oniinde bulundurularak belirlenir (Martin ve
Ruby, 2004). Kullanilacak remediasyon metodu total metal derisimi, kontamine alanin
blytikligl, maliyet, istenilen arindirma siiresine gore degisiklik gosterir. Remediasyon ii¢

ana baglik altinda toplanabilir.

1.5.1. Fiziksel Remediasyon

Fiziksel remediasyon toprak degisimi ve termal desorpsiyon yontemlerinden olusur.
Toprak degisiminde agir metal icerigi bakimindan temiz toprak kirli alanda bulunan
topragin ya tamami ya da bir kismi ile yer degistirilir. Boylece agir metal derigimi
diisiiriilmiis olur. Ancak bu yontemin maaliyeti ¢ok yiiksektir ve ancak kiiciik alanlar i¢in
uygundur (Nicholson vd., 2003).

Termal desorpsiyon yonteminde ise kirli toprak buhar, mikrodalga ve kizilGtesi
radyasyon kullanilarak isitilir ve negatif basingli vakum kullanilarak Hg ve As gibi
buharlasan kirleticiler topraktan wuzaklastirilir. Ancak bu yodntem, pahali cihazlar
gerektirmesi, desorpsiyon zamaninin uzun olmast ve kullanim alanlarin simirh

olmasindan dolay1 kullanigli degildir (Li vd., 2010).

1.5.2. Kimyasal Remediasyon

1.5.2.1. Kimyasal Yikama

Kimyasal yikamada kirli toprak taze su, ayiwra¢ ve diger sivi ve gazlar kullanilarak
yikanir ve kirletici agir metaller topraktan uzaklastirilir. Iyon degisimi, ¢okelme, tutunma
ve selasyon ile agir metaller topraktan siviya gegerler. Ornegin bazi alanlarda As(V)’in
topraktan uzaklastirilmas: i¢in cevre dostu ve maliyeti diisiik olan potasyum fosfat
kullanilir.  Arsenik 300 mM potasyum fosfat ¢ozeltisi (pH 6,0) ile 40°C’de topraktan
uzaklastirilir (Yao vd., 2012).

1.5.2.2. Kimyasal Baglama

Kimyasal baglama isleminde, agir metaller ile kirletilen topraga ayira¢ ya da baska

materyaller eklenerek agir metallerin ¢oziinemeyen ya da hareketsiz bir hale gelmesi
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saglanir. Boylece agir metallerin bitki, su ya da diger ¢evresel ortamlara gegisi engellenmis

olur (Yao vd., 2012).

1.5.2.3. Elektrokinetik Remediasyon

Elektrokinetik remediasyon yeni bir teknolojik yontemdir. Bu yontemde topragin iki
yanina voltaj uygulanir ve elektrik alan gradiyenti olusturulur. Agir metaller iki kutba
dogru hareket eder. Diisiik gecirimli topraklar i¢in uygun bir yontemdir. Kurulumu ve
uygulanmasi kolay ve maliyeti diisiiktiir. Cevreye herhangi bir zarar1 yoktur ancak topragin

pH’sin1 kontrol edemediginden uygulama etkinligi dusiiktiir (Yao vd., 2012).

1.5.2.4. Vitrifiye Teknolojisi

Vitrifie teknolojisi topragin 1400~2000 °C’de 1sitilarak organik maddelerin
buharlasma ya da ayrismasi islemlerini kapsar. Buhar halindeki {iriinler toplanir ve

sogutularak agir metaller topraktan alinmis olur (Yao vd., 2012).

1.5.3. Biyolojik Remediasyon

1.5.3.1. Fitoremediasyon

Agir metaller ile kirletilmis alanlarda bitkiler kullanilarak agir metallerin
temizlenmesi ya da risk seviyelerinin disiiriilmesi saglanir. Fitostabilizasyon,
fitovolatilizasyon ve fitoekstraksiyon olmak iizere ii¢ tip fitoremedasyon bulunmaktadir
(Shen ve Chen, 2000).

Fitostabilizasyonda, bitki koklerinin yiizeyde tutulma, ¢cokeltme ve indirgemesi ile
sabitlenirler ve bdylece agir metallerin hareketi ve alinabilirlikleri azalir. Sonug¢ olarak
yeralt1 sularina ve besin zincirine katilamazlar (Yao vd., 2012).

Fitovolatilizasyonda, bitki kokleri tarafindan salinan 6zel maddeler ile adsorbe edilen
metaller gaz formuna dontistiiriiliir. Bu alanda en fazla ¢alisilan agir metal Hg’dir (Yao vd.,

2012).
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Fitoekstraksiyonda, agir metallere karsi toleranst yliksek olan ve agir metalleri
yiiksek oranda biriktirebilen bitkiler kullanilir, kokler araciligi ile aliman agir metaller

toprak lstii organlarda biriktirilir (Wang ve Wen, 2001).

Tablo 1.3. Baz1 agir metalleri yiiksek oranda biriktiren taksonlar (Scragg, 2006)

Takson Metal Konsantrasyon (mg kg ™)
Cd 309
Co 2667
Cytus ladanifer L. Cr 2667
Ni 4164
Zn 7695
Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Cd 10,000-15,000
Presl Zn 10,000-15,000
Arabidopsis halleri (L.) O’Kane & Cd 5900-31,000
Al-Shehbaz
Alyssum L. Ni 4200-24,400
Brassica juncea (L.) Czern. Pb 10,000-15,000
Zn 2600
Betula L. Zn 528
Vetiveria zizanioides (L.) Nash
Paspalum notatum Fliiggé
Stenotaphrum secundatum (Walter) Zn 0,03
Kuntze
Pennisetum glaucum (L.) R. Br.

1.5.3.2. Biyolojik Remediasyon

Mikroorganizmalar agir metalleri indirgeyemez ya da yok edemezler ancak onlarin
fiziksel ve kimyasal oOzelliklerini degistirerek yer degistirmelerini engelleyebilirler.
Mikroorganizmalar remediasyon amagli 6zellikle maden alanlarina, endiistriyel atiklarin

bulundugu alanlara, atik sular ve agir metallerin yogun oldugu sedimentlere uygulanma
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potansiyeli yiiksektir. Ancak mikroorganizmalar sicaklik, oksijen, nem ve pH gibi
faktorlerden kolayca etkilendiginden dolayr biyolojik remediasyonun uygulanabilirligi

diisiiktiir (Bosecker, 2001).

1.6. Bitkilerin Agir Metallere Kars1 Korunma Mekanizmalar

Bitkiler maruz kaldiklar1 metal ¢esidine, maruz kalma siiresine ve maruz kalinan
metal derigsimine bagli olarak, kendilerini agir metal stresinden koruyabilmek i¢in ¢esitli

savunma mekanizmalar gelistirmiglerdir.

1.6.1. Bitkilerde Agir Metal Alinimim1 Azaltma Yontemleri

Genellikle toprak ¢ozeltisinde, agir metaller diisik pH’da serbest iyonik formda
bulunurlar, yiiksek pH’da karbonat, oksit, hidroksit hatta silikatlar ile kati ¢okelek
olustururlar. Boylece hareketlilikleri azalmis olur. Baz1 bitkiler kokleri ile toprak pH’sin
artirarak agir metallerin alinabilirliklerini azaltarak stres etkisinden korunmaya calisirlar.
Triticum aestivum azot kaynagini amonyumdan nitrata degiserek toprak pH’sin1 yiikseltir
(Jackson vd., 1990). Baz1 bitkiler kok sapkast ya da apikal zonda musilaj salgilayarak Al
gibi bazi agir metallerin kompleksler halinde tutulmasimi ve kok igerisine alinimini
engeller (Ayhan vd., 2006).

Zea mays gibi baz1 bitkiler organik asitler ve karbohidratlar gibi farkli icerige sahip
eksilidalar1 ortama salarak agir metalleri baglayabilir ve topraktan alimimlarimi azaltarak
kendini agir metale karsi toleran hale getirebilir. Organik asitlerin Zn biriktirilmesinde rol
aldig1, organik asit saliniminin Zn alinimini kisitladigt yapilan ¢aligmalar ile gdsterilmistir
(Jackson vd., 1990). Baz1 bitkiler de almis oldugu agir metali serbest formda ya da bagka
molekiiller ile kompleks yapmis halde topraga geri vererek kendini agir metal stresine karsi

korur (Jackson vd., 1990).

1.6.2. Bitkilerde Agir Metallerin Biriktirilmesi

Bitkiler kokler araciligiyla aldiklari agir metalleri vakuol ve hiicre ¢eperi gibi

hiicresel yapilara zarar vermeyecek bolgelerde depo edebilirler. Boylece agir metallerin,
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enzim, protein, niikleik asit ve lipidler gibi molekiillere zarar vermelerini engellemis
olurlar (Ayhan vd., 2006).

Merkez metal atomuna ve iyonuna elektron cifti verebilen molekiillere ligand adi
verilmektedir. Metaller iki ya da daha fazla liganda baglanabilirler ve “selat” adi verilen
yapilart olustururlar (Pohlmeier, 1999). Ligandlar elektron verici atomlarina goére (I)
oksijen verici ligandlar, (IT) azot verici ligandlar ve (III) kiikiirt verici ligandlar olmak
lizere ii¢ gruba ayrilir (Ayhan vd., 2006).

Oksijen verici ligandlar arasinda, en iyi bilinen grup organik asitlerdir. Organik
asitlerin sahip olduklar1 karboksilik asit (-COOH) gruplari metaller ile kararli yapilar
olusturur. Yapilan bazi c¢alismalarda metal uygulamasinin ardindan bazi bitkilerde malat,
okzalat ve sitrat gibi organik asitlerin miktarinin arttigt ve selatér gibi davrandiklari
belirlenmigstir (Rauser, 1990). Agir metal stresi altindaki bitki hiicrelerinde, kokler
aracilifiyla topraktan alinan Zn, sitoplazmada malata baglandigi, olusan kompleksin
vakuole tasindigi ve vakuolde serbest kalan Zn okzalata baglanip malik asitin de
sitoplazmaya geri dondiigii yapilan caligsmalar ile ileri siiriilmiistiir (Harmens vd., 1994).

Amino asitler baslica azot verici ligandlara 6rnek olmakla birlikte, hem amino
grubu hem de karboksilik asit grubu tasidigindan oksijen verici ligandlar grubuna da dahil
olmaktadir. Amino asitlerin metallere baglanabilme kapasiteleri, onlarin fizyolojik
kosullarda iyonlasabilme kapasiteleri ile dogru orantilidir (Ayhan vd., 2006). Ayrica amino
asit-metal kompleksi organik asit-metal kompleksine gore daha yiiksek bir kararlilik
gostermektedir (Pohlmeier, 1999). Oksijen verici ve azot verici liganlar hiicrelerde farkli
amaglar ile sentezlenirler, agir metal stresinde metal zararim1 azaltmak ikincil gorevleridir
(Ayhan vd., 2006).

Yapilarinda kiikiirt grubu iceren ve bu gruplar ile metallere baglanan ligandlar
kiikiirt verici ligandlardir. En Onemli kiikiirt verici ligandlar metalotiyoneinler ve
fitoselatinlerdir. Birincil gorevleri agir metal stresinde metallere baglanarak metal zararin
onlemektedir. Metalotiyoneinler sistein-X-sistein yapisinda, yiiksek oranda sistein amino
proteinik yapilardir (Rauser, 1990). Fitoselatinler (PCs) glutamat, sistein ve glisin amino
asitlerini 2:2:1 ile 11:11:1 arasinda bir oranda bulunduran peptidlerdir. PCs agir metal
stresinde, y-glutamil sistein dipeptidil transferaz enzimi ile glutatyondan sentezlenir (Grill

vd., 1989). Agir metal stresi altinda hiicrede olusan metal-PC kompleksi vakuollere taginir.
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Diisiik vakuol pH’sindan (3,5-5,0) dolayr kompleks kararliligini koruyamaz ve PC
komplekten ayrilarak sitoplazmaya geri doner (Ayhan vd., 2006).

1.6.3. Bitkilerde Antioksidan Savunma Sistemi

Agir metaller dogrudan etkilerinin yaninda ROS iiretimini tesvik ederek oksidatif
strese yol acarlar. Antioksidan sistem enzimatik olan (SOD, CAT gibi) ve olmayan
antioksidanlar (GSH gibi) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidanlarin
dogrudan agir metallere bir etkileri yoktur ancak agir metal etkisi ile artan ROS’lar1 ¢esitli
dontigiimler ile etkisiz hale getirirler (Alsher vd., 1997). Enzimatik olmayan antioksidanlar
ise ROS’lara baglanarak onlar1 etkisiz hale getirmenin yaninda agir metallere baglanarak

metal derisimini diisliriir ve metal zararinin azalmasinda rol oynarlar (Dietz vd., 1999).

1.6.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

1.6.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) Enzimi

Tim oksijenli solunum yapan canlilarda bulunan SOD, O, ‘i O, ve H,0, ye
dontstiiriir. Bundan dolay1 oksidatif strese karsi ilk savunma hattin1 olusturur ve hiicreyi
savunmada merkezi bir role sahiptir. Metaloenzimler grubuna dahil olan SOD’un Cu/Zn-
SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD olmak {izere ii¢ izoenzimi bulunmaktadir. Bu ii¢ formdan
Cu/Zn-SOD mitokondri ve kloroplastlarda, Mn-SOD mitokondri ve peroksizomlarda, Fe-
SOD kloroplastlarda yogun olarak bulunur (Sharma vd., 2010; Arora vd., 2002).

02'_4‘ 02'_ + 2HJr SOD

H,O, + O, (1.3)

1.6.3.1.2. Guaiakol Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enzimi

Peroksidazlarin bitkilerde H,O, detoksifikasyonu, oksin (IAA) bozunmasi, yaralarin
tyilesmesi, etilen biyosentezi, hiicre uzamasi, hiicre ceperi lignifikasyonu ve hiicre
farklilagsmas1 gibi bircok fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonu bulunmakla beraber,
peoksidazlar ayni zamanda bitki hiicrelerinin antioksidatif cevabinda onemli bir role

sahiplerdir. Indirgeyici substrat olarak guaiakolii (o-metoksifenol) kullanan peroksidazlara
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guaiakol peroksidaz (GPOX) ad1 verilmektedir. Sitozol, vakuol, hiicre ¢eperi ve apoplastik

alanda bulunur ancak organellerde bulunmaz (Sharma, 2010).

1.6.3.1.3. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) Enzimi

Hem grubu igeren ve tetramerik bir yapiya sahip olan CAT, tiim oksijenli solunum
yapan canlilarda iki molekiil H,O,’in H,O ve O,’e donilismesini saglar. Stres kosullarinda
yiiksek miktarda olugsmakla beraber H,O,, mitokondriyal elektron taginmasi boyunca, yag
asitlerinin B-oksidasyonunda ve ayrica fotorespirasyonda olusmaktadir. Hiicrelerde olusan
H,0,’in dontisiimiinde hiicresel indirgeme esdegerliklerini tiiketmediginden CAT, hiicreler
enerji acgisindan strese girdiklerinde hizlica olusan H,0,’1 etkin bir sekilde doniistiirebilir
(Scandalios vd., 1997).

CAT
H,0, —> H,0+ %0, (1.4)

1.6.3.1.4. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enzimi

Askorbat-glutatyon (AsA-GSH) dongiisii kloroplastlarda H,O,’1 indirgeyen temel
sistemdir. Iki molekiil askorbik asiti (AsA) kullanarak H,O,’i iki molekiil
monodehidroaskorbat (MDHA)’a ve H,O’ya indirgeyen APX, AsA-GSH dongiisiiniin
anahtar enzimlerinden biridir (Sharma vd., 2010). Hem grubu iceren peroksidazlar sinifina
dahildir ve substrat olarak askorbik asiti kullanir. AsA-GSH dongiisii kloroplastlarla
birlikte sitozol, mitokondri ve peroksizomlarda da ROS’larin siipiiriilmesinde gorev alir.
Cevresel strese yanit olarak APX aktivitesi genel olarak CAT, SOD ve glutatyon rediiktaz
(GR) gibi diger enzim aktiviteleri ile birlikte artar (Caverzan vd., 2012).

1.6.3.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Enzimi

Hiicrelerin oksidatif stres hasarindan korunmalarinda kilit bir rolii olan AsA-GSH
dongiisiinlin diger bir 6nemli enzimi GR’dir. Elektron verici olarak NADPH’1 kullanir ve
yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalizler.
Agir metal stresi ve diger streslerin birincil etkilerinden ve neden olduklar1 oksidatif

hasardan korunmada o6nemli gorevleri olan GSH’in devamliligi, hiicrenin antioksidan
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kapasitesinin korunmasi agisindan ¢ok Onemlidir (Sairam vd., 1997). Ayrica e verici
olarak NADPH’1n kullanilmasi, CO, fiksasyonunun azalmasi durumunda NADPH/NADP"

oraninin ayarlanmasina yardimci olmaktadir (Creissen vd., 1996).

1.6.3.1.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR; EC 1.6.5.4) Enzimi

Oksidorediiktazlar smifina dahil olan MDHAR, AsA-GSH dongiisiine ait
enzimlerden biridir. Kloroplast, sitozol, mitokondri, glioksizom ve yaprak
peroksizomlarinda bulunmaktadir ve e  vericisi olarak NAD(P)H’1 kullanir.
Kloroplastlarda iki 6nemli gorevi bulunmaktadir; (I) MDHA tan indirgenmis askorbatin
yeniden olusumu, (II) MDHA yoklugunda dioksijenin siiperoksit radikallerine

indirgenmesine aracilik etmektir (Leterrier vd., 2005).

1.6.3.1.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR; EC 1.8.5.1) Enzimi

Monomerik tiyol enzim olan DHAR, indirgeyici substrat olarak GSH’1 kullanir ve
dehidroaskorbat (DHA)’in AsA’a indirgenmesini katalizler. Bitkilerde stres cevabinda
AsA-GSH dongiisiine ait bir enzim olarak énemli bir yeri vardir (Sharma ve Dubey, 2005;

2007).

1.6.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.6.3.2.1. Glutatyon (GSH)

Tripeptid yapisinda (y-glutamil-sisteinil-glisin, GSH) diisiik molekiil agirlikli bir
bilesiktir. Sitozol ve kloroplastlarda y-glutamil-sisteinil sentaz (y-ECS) ve glutatyon
sentetaz (GS) enzimleri ile sentez edilir. Fitoselatinlerin sentezinde onciil molekiildiir,
ksenobiyotiklerin etkisizlestirilmesinde rol oynar, agir metalleri selatlayip vakuollerde
biriktirilmesine yardimci olarak agir metal derisiminin hiicrede kritik noktada tutulmasinm
saglar (Yadav vd., 2010). Direk olarak ‘OH, 0, ve H,0, gibi radikallerin
temizlenmesinde rol oynayan GSH, AsA-GSH dongiisiiniin de 6nemli bir elemanidir.
Stres kosullarinda, sitozol, mitokondri ve kloroplastlarda GR enzim aktivitesi ile GSSG

GSH’a indirgenir. Agir stres kosullarinda ise GSH yiikseltgenmesi GSSG
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indirgenmesinden fazla olur ve GSH/GSSG oranmi1 azalir (Foyer vd., 2001; Yadav vd.,
2010).

1.6.3.2.2. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerde pentoz fosfat, sikimat ve fenilpropanoid yollarindan
tiirevlenen, hem normal gelisim boyunca hem de enfeksiyon, yaralanma ve radyasyon gibi
stres kosullarinda genis ve ¢esitli iirlin yelpazesinde iiretilen sekonder metabolitlerdir. En
yaygin fitokimyasal gruplardan biri olan bu bilesikler, bitkilerde morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal acgidan Onem tasimaktadirlar. Meyve ve sebzelerin renk ve duyusal
ozelliklerine katkida bulunmanin yani sira besinlerin oksidatif kararliligini1 korumasina da
katkida bulunurlar (Shahidi ve Naczk, 2004). Ayrica fenolik bilesikler, anti-allerjik, anti-
arterojenik, anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal, antioksidan, anti-trombotik,
kardiyoprotektif ve vazodilator etkiler gibi genis bir fizyolojik 6zellik sergilemektedirler.
Bu o6zelliklerinden dolayi, gidalarda fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi, gidanin antioksidan fonksiyonu, gida kalitesi ve potansiyel saglik yararlari ile
ilgili bilgi saglayabilir (Balasundram vd., 2006).

Fenolik bilesikler, dogrudan bir aromatik hidrokarbon (C6) grubuna bagli hidroksil
grubu (-OH) iceren bir kimyasal bilesik sinifidir ve basit fenolik molekiillerden yiliksek
derecede polimerize bilesiklere kadar degisiklik gosterirler. Sahip olduklar1 fenol
gruplariin sayisina gore siniflandirilirlar ve genel olarak fenolik bilesikler, basit
fenolikler, fenolik asitler, kumarinler, flavonoidler, stilbenler, hidrolizlenebilir ve kondense
taninler, lignanlar ve ligninlerden olusur. Aromatik halka ile -OH grubuna ait oksijen (O)
arasindaki bagin giiclii, O ile H arasindaki bagin zayif olmasindan dolay1, fenolik bilesikler
asidik ozellik gosterirler. Fenolik gruplardan birine veya daha fazlasina bagli mono- ve
polisakaritler ile eslenikler halinde bulunabilir ve esterler ve metil esterler gibi fonksiyonel

tiirevler olusabilir (Balasundram vd., 2006).

1.6.3.2.3. Fenolik Asitler

Fenolik asitler (fenolkarboksilik asit), fenolik grubunun alt smifidir ve bitkilerde

serbest olarak veya flavonoid, alkol, hidroksiyag asitler, sterol ve glikozitlerle ester ya da

glikozit konjugatlar1 olarak bulunur (Shahidi ve Nacsk, 1995). Bir fenolik halka ve en az



23

bir karboksilik asit grubundan olusurlar. Fenolik halkaya bagli yan karbon birimlerine
bagli olarak C6-C3, C6-C2 ve C6-C1 olmak tiizere li¢ gruba ayrilir. En 6nemli iki fenolik
asit grubu hidroksibenzoik asit (C6-C1 grubundan tiirevlerirler) ve hidroksisinamik asit
(C6-C3 grubundan tiirevlenirler)tir. Fenolik asitlerin tiim ¢esitlerinde temel iskelet yap1
aynidir ancak aromatik halkaya bagli -OH grubunun say1 ve pozisyonuna gore birbirinden

farkli fenolik asitler olusur (Goleniowski vd., 2013).

Tablo 1.4. Fenolik asitler: hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler (Robbins, 2003)

Hidroksibenzoik Asitler

Fenolik asit R1 R2 R3 R4
Benzoik asit H H H H
R4 H p-hidroksibenzoik asit | H H OH H
~ COO ['Vanilik asit H OCH; [OH |H
Gallik asit H OH OH OH
/ f Protokatesik asit H OH OH H
R3 Syringik asit H OCH; | OH OCH;
R Gentisik asit OH H H OH
Veratrik asit H OCH; | OCH; |H
Salisilik asit OH H H H
Hidroksisinamik Asitler
COO | Sinamik asit H H H H
H / o-kumarik asit OH H H H
R4\ | m-kumarik asit H OH H H
p-kumarik asit H H OH H
/ - Ferulik asit H OCH; | OH H
R3 Sinapik asit H OCH; |OH | OCH;
R Kafeik asit H OH OH H

Bitkilerde yaygin olarak buluna fenolik asit ¢esitleri Tablo 1.4’te verilmistir. Besin
alimi, protein sentezi, enzim aktivitesi, fotosentez, yapisal icerik ve allelopati gibi islevleri

bulunmaktadir (Shahidi ve Nacsk, 1995). Ayrica bitkilerde biyotik ve abiyotik stres
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altinda, strese kars1 bitki savunmasina yardimer olurlar ve ayrica bazi fenolik asitler sinyal

iletiminde rol oynarlar (Mandal vd., 2010).

1.6.3.2.4. Flavonoidler

Fenolik bilesiklerin en genis alt gruplarindan biri olan flavonoidlerin simdiye kadar
6,500°den fazla ¢esidi tanimlanmustir. Sitozolde sentezlenirler ve sentezde anahtar onciil
maddeler fenilalanin (sikimat yolu ile) ve malonil-CoA [trikarboksilik asit dongiisii
(TCA)]’dir. Hidrofilik son iiriinler vakuollerde, lipofilik son iiriinler ise epidermal
hiicrelerde biriktirilir veya son {rlinler kokler araciligi ile dis ortama verilirler.
Flavonoidler kimyasal yapilarina gore ii¢ ana gruba ayrilir; (I) Flavonoller (kuersetin vb.),
(IT) Flavanoller (katesin vb.), (III) Antosiyaninler (Samanta vd., 2011).

Flavonoidlerin biyolojik etkileri onlarin kimyasal yapilarina bagl olarak degisiklik
gosterir. Flavonoidler bitkiler ile cevreleri arasindaki iligkiyi diizenlemenin yaninda,
bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere kars1 korunmasinda bitkilere yardimei olur (Pourcel
vd., 2007). Ayrica sinyal molekiilii, fitoaleksinler, tozlasmaya yardimci, UV-filtesi, tohum
¢imlenmesinde ve oksinin taginmasinda yardimci olarak goérev yaparlar (Samanta vd.,

2011).

1.7. N-Asetilsistein (NAC)

N-asetil sistein, N-asetil-L-sistein olarak da bilinen N-asetilsistein (NAC)’in
1950’lerden beri klinik kullanimlar1 bulunmaktadir. Ik olarak kistik fibréz ve kronik
bronsit gibi fazla mukus salgilanan akciger hastaliklarinda mukolitik ajan olarak
kullanilmaya baslanmistir. Daha sonra asetaminofen (parasetamol) intoksikasyonunda,
kemotarepinin neden oldugu toksikasyonda, kanser, kalp hastaligi, HIV enfeksiyonu
tedavisinde, agir metal toksisitesinde, sizofreni, bipolar bozukluk ve bagimlilik gibi
psikiyatrik rahatsizliklarin tedavisinde de kullanilmaya baslanmistir (Kelly, 1998; Samuni
vd., 2013).
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1.7.1. N-Asetilsistein (NAC)’in Biyokimyasal Ozellikleri

Kimyasal formiili CsHyNO;S olan diisiik molekiil agirlikli (MA: 163,20 g/mol)
bilesiktir. L-sistein amino asidinin asetillenmis bir formudur ve zayif asidik 6zellik (pKa:
3,24) gosterir. Miikkemmel bir stilfidril grubu (-SH) kaynag1 oldugundan antioksidan tiyol
bilesikler grubunda yer alir (Kelly, 1998). N-deasilasyon ile hiicrenin sistein igerigi artar.
Sistein aminoasidi igermesinden ve glutatyon-s-transferaz aktivitesini arttirdigindan dolayi
hiicrede GSH artisin1 tesvik eder. Giiglii bir tiyol antioksidandir ¢linkii ‘OH ve O,  gibi

ROS’lar ile direk reaksiyona girerek hiicrede ROS’larin temizlenmesine yardimci olur.

‘OH + NAC-SH ——> NAC-S’ + H,O

2 NAC-S° ——> NAC-S-S-NAC (1.5)
NAC-SH+0,” S<—5 [NAC(OOH) ]
[NAC(OOH) ]——> NAC-SO + OH (1.6)

HS OH

I
HNW‘/ CH
O
N-asetil-L-sistein

Sekil 1.2. N-asetil-L-sisteinin kimyasal yapis1 (Kelly, 1998)
1.7.2. N-Asetilsisteinin Bitkilerdeki Fizyolojik ve Biyokimyasal Rolleri

Transkripsiyon faktorleri, ¢evresel uyaranlara bir sinyal selalesi yoluyla yanit veren
proteinlerdir ve direkt fiziksel etkilesim veya diger proteinlerle kombinasyon halinde bir
diizenleyici ag olusturan genlerin istiindeki spesifik diizenleyici alanlara baglanirlar.
Sonug olarak, transkripsiyon faktorii genlerinin ekspresyonundaki degisim, bitkide birden
fazla genin ekspresyonunda garpici farkliliklara neden olabilir. NAC proteinleri bitkilerde
bulunan transkripsiyon faktorleridir. NAC proteinlerinin son derece korunmus N-terminal

ve C-terminal uglar1 bulunmaktadir. Bitkilerde siirglin apikal meristemin korunmasinda,
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hormon sinyali ve embriyo gelisimi gibi 6nemli gorevlerinin oldugu bilgisi literatiirde yer
almaktadir. Ayrica biyotik ve abiyotik ¢evresel faktorler ile de NAC genlerinin
ekspresyonunun iligkili oldugu rapor edilmistir. Stres tesviki ile ifade edilen NAC
transkripsiyon faktorleri, stres cevabi akisinda yer alan baska genlere baglanirlar ve
ifadelerinin aktive ederler. NAC transkripsiyon faktorleri, piring, bugday, soya fasulyesi,
domates ve Arabidopsis thaliana bitkilerinde ¢alisilmistir (Ganesan vd., 2008).

Distan uygulanan NAC’1n biyotik ve abiyotik cevresel bazi streslerin bitkilerdeki
olumsuz etkilerinin azaltilmasinda etkili bir molekiil oldugu yapilan ¢esitli ¢alismalar ile
belirlenmistir (Deng vd., 2010; Malanga vd., 1999; Sun vd., 2014; Iriti vd., 2009;
Muranaka vd., 2013). Bitki-patojeni Xylella fastidiosa ile enfekte edilen tatli portakal
bitkisinde, NAC’1n bakteri popiilasyonunu azalttig1 tespit edilmistir (Muranaka vd., 2013).
Ayrica NAC, Cd stresine maruz birakilmis Solanum nigrum L. (Deng vd., 2010) ve
Hordeum vulgare L. (Sun vd., 2014) bitkilerinde , UV-B uygulanmis Chlorella vulgaris
algi ve Glycine max var. Hood bitkisinde (Malanga vd., 1999) ve Anabeana sp.
siyonobakterisinde , herbisit uygulanan Callitriche obtusangula bitkisinde (Iriti vd., 2009)

abiyotik stres etkilerinin hafifletilmesinde 6nemli rol oynadig1 kaydedilmistir.

1.8. Bugday (Triticum L.)

Tahil ve tahil {irtinleri insan topluluklarinin vazgecilmez bir o kadar da temel besinini
olusturmaktadir. Tahillar tarim {irlinleri arasinda diinyada ekim alani ve {iretim miktar1 en
yiiksek olan tarimsal {riin grubudur. Diinyadaki c¢ogu iilkede niifusun beslenmesinde
kullanilan en temel gida durumundadir. Tarim {irtinleri arasinda ekim alani ve tiiketimde
birinci sirada yer almalarinin en biiylik nedeni igerdigi %60-70 oranindaki nisastadan
dolayr miikemmel bir enerji kaynagi olmalari ve insanlarin giinliik 50-60 g protein
ihtiyaclarinin ¢ogunu tahil tiiketerek karsilayabilmeleridir. Ayrica tahillar vitamin,
kalsiyum (Ca), Zn, selenyum (Se), Cu gibi giinliik alinmas1 gereken mineraller, fenolik
bilesikler gibi antioksidanlar i¢inde son derece Onemli bir kaynak olusturmaktadirlar.
Ayrica hayvan yemi olarak ve endiistriyel olarak kullanilmalar1 da ekonomik degerlerini
arttirmaktadir (Sarwar vd., 2013; Dyson, 1999). Diinyada tahil iiretimi 2011 sezonunda
yaklagik 2.587 milyon ton iken tiiketim 1.840 milyon tondur. Tiirkiye’de ise 2011 yil1 tahil

tiretimi ve tliketimi yaklasik 35 milyon ton olup; Tiirkiye tahil iiretiminde kendine yeten
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bir lilkedir. Diinyada iiretimi en fazla yapilan tahillar sirasiyla bugday, piring, misir, arpa,
cavdar ve yulaftir (FAO, 2013).

Bugday, tahil ve diger ticari tarim iirlinleri arasinda en genis ekim alanina sahiptir.
Poaceae familyasina dahil olan bugdayin Diinya’da ve Tiirkiye’de ticari boyutta Triticum
aestivum (ekmeklik), Triticum durum (makarnalik) ve Triticum compactum (biskiivilik,
topbas) olmak {izere {i¢ tiir icinde bugday tarim1 yapilmaktadir. 7. aestivum tiirii bugdaylar
sert ve yumusak endosperm yapisina sahip olabilirler. Sert endosperme sahip olanlar
cogunlukla maya ile kabartilarak hazirlanan unlu mamullerden olan ekmek, pogaga ve
simit gibi unlu mamullerin iretiminde kullanilmaktadir. Yumusak endosperme sahip
olanlar ise genellikle kimyasal kabarticilar kullanilarak {iretilen biskiivi, kraker, gofret ve
kek gibi unlu mamullerin iiretiminde kullanilmaktadir. 7. durum tiirii bugdaylar makarna
ve spaghetti gibi irmik {riinleri ile bulgur ve kuskus gibi granule gidalarin iiretiminde
kullanilmaktadir. Biskiivi iiretimine en uygun bugdaylar olan 7. compactum tiirleri ise
diinyada ve Tiirkiye’de ¢ok az miktarda iretilmektedir (Yuksel vd., 2011). Diinyada
tiretilen bugdaym %90-95’in1 (550-600 milyon ton/yil) ekmeklik tiirii bugdaylar, yaklasik
%35’ini de (30-40 milyon ton/yil) durum tiirii bugdaylar olusturmaktadir. Ekmeklik tiirii
bugdaylar Tiirkiye’de iiretilen toplam bugdaym %85-90’m1 (16 milyon/ton/yil),
makarnalik tlirii bugdaylar ise %10-15’ini (2-3 milyon ton/yil) olusturmaktadir.
Makarnalik (durum) bugdaylar tetraploid (2n=4x=28, AABB) bugdaylar olup, kalite
ozellikleri ve kullanim alanlar1 bakimindan hekzaploid (2n=6x=42, AABBDD) ekmeklik
ve topbas bugdaylardan ¢ok farkli ve 6zel bir konuma sahiptir (Yuksel vd., 2011). Farkli
iklim bolgelerine kolay uyum saglayabilmesi, tanelerinin kolay depolanabilmesi, bugday
ununun sahip oldugu vizkoelastik gluten proteininden dolayr mayali ekmek yapimina
uygun olmasi, makarna, bulgur, biskiivi, gofret gibi lezzetli ve tatmin edici yiyeceklerin
tiretiminde bugdaydan elde edilen unun kullanilmasindan dolay: bugday, insan hayatinda
alternatifsiz ve vazgecilmez bir tarim {iriiniidiir (Yuksel vd., 2011). Ulkemizde yillik
ortalama 10 milyon ton bugday unu iiretilmekte ve kisi basina yillik un tiikketimi 150 kg
olup, diinya tiiketiminde ikinci sirada yer almaktadir (Elgiin vd., 2009).

Bugday 6nemli bir besin kaynagi olmasinin yani sira 6nemli dl¢iide antioksidanlara
da sahiptirler. Ozellikle yapisinda bulunan fenolik bilesikler hidroksil ve peroksil
radikallerini temizleyerek lipid peroksidasyonu gibi zararli tepkimeleri sinirlar. Son
yillarda saglikli besin tiiketimine olan talep giderek artmaktadir. Icerdigi faydali

fitokimyasallar sayesinde artan bu talebi karsilamada bugday, diger tarim iiriinleri arasinda
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onemli bir yere sahiptir (Hodzic vd., 2009). Diinyada yilda yaklasik 648 milyon ton
bugday iiretilmekte olup bu da tiretilen tahillarin yaklasik %35’ini olugturmaktadir. Yillik
elde edilen bugdayin %3’liik kism1 ise Tiirkiye’de tiretilmektedir (FAO, 2013).

Bitkilerde N-asetilsisteinin agir metal toksisitesine karsi iyilestirici etkisi ile ilgili
literatlirde ¢ok az calisma yer almaktadir. Bu calismalarda Cd agir metal toksisitesi ve
NAC iligkisi enzimatik olan ve enzimatik olmayan bazi antioksidanlar (GSH) ¢alisilmstir.
Ancak agir metal ve NAC uygulamalarinin fenolik havuz bilesenlerine (toplam fenolik
bilesik, fenolik asitler gibi) etkileri ile ilgili literatiirde yapilmis bir calisma
bulunmamaktadir. Ayrica NAC’in Cu, Hg ve Pb agir metal toksisitesine karsi iyilestirici
etkisi ile ilgili de yni literatiirde herhangi bir ¢calisma yer almamaktadir. Bu tez ¢alismasi
NAC’m Cu, Cd, Hg ve Pb agir metallerinin toksik etkilerine kars1 iyilestirici etkisinin
enzimatik olan (POX, CAT, SOD, APX, GR, MDHAR, DHAR) ve olmayan antioksidan
bilesenleri (GSH, AsA, TFM, fenolik asitler) diizeyinde karsilastirilmali olarak ¢alisilmast

amaclanmstir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitki Materyalinin Saglanmasi ve Tohumlarin Cimlendirilmesi

Triticum aestivum L. 'Ceyhan-99' bugday cesidine ait tohumlar (karyopsis) Dogu Akdeniz
Tarimsal Arastirma Enstitiisii (Adana)’nden temin edilmistir. Tohumlar 6nce %1 sodyum
hipoklorid (%4,6, domestos) ile 15 dakika muamele edildi ve distile su ile iyice yikandi.
Daha sonra tohumlar nemli iki kurutma kagidi arasinda petri kaplarina esit araliklarla
yerlestirildi ve 24°C sicaklik ve %65 nem igeren kontrollii sartlarda iklim dolabinda
(BINDER KBWF 720, Germany) bir giin karanlia maruz birakilarak ¢imlenmeleri
saglandi. Birinci giinlin sonunda deney asagidaki protokole gore kontrol ve uygulama
gruplar1 halinde diizenlenerek Hoagland (Hoagland ve Arnon, 1950) yetistirme ortamina
(24°C sicaklik ve %65 nem ortam sartlarinda BINDER KBWF 720, Germany) aktarildilar.
Besinci giin sonunda morfometrik olgiimler icin 3 farkli yetistirmeden secilen 50’ser
ornegin kok ve siirgiin boylar1 6l¢iilerek fotograflandi. Biyokimyasal analizler i¢in kdk ve
siirgin 6rnekleri ayri ayri olmak {iizere hasat edilerek sivi azotla (-196°C) muamele
edildikten sonra -80°C’de saklandi. Kontrol ve uygulama gruplarina ait uygulama ve

zamanlama protokolii Tablo 2.1°de yer almaktadir.

2.2. Siirgiin Su Potansiyelinin Belirlenmesi

Siirgiin su potansiyeli (¥w) basing odasi cihaz1 (Wesco, USA) kullanilarak 6l¢iildii.
Siirglinlerin koleoptil kisimlar1 uzaklagstirildiktan sonra, siirgiinlerin en dis yapragindan
yaklagik olarak 6 mm uzunlugunda parcalar c¢ikarildiktan sonra psikometre odalarina

kapatildi ve 60 dk. sonunda 6l¢iim alindi. Sonuglar MPa olarak ifade edildi.
2.3. Kok ve Siirgiinlerin Mineral i¢eriginin Belirlenmesi
Mineral analizi i¢in 95°C’de kurutulmus her bir gruba ait 1’er g kok ve siirgiin

ornekleri, 4 ml H,O, ve 10 ml nitrik asit (HNOs3) i¢cinde mikrodalga ¢6zlindiirme sistemi

(120°C’de 10 dk., 200°C’de 10 dk.) ile ¢oziindiiriildiikten sonra Cu, Cd, Hg ve Pb ICP-MS



Tablo 2.1. Kontrol ve uygulama gruplarina ait uygulama ve zamanlama protokolii

Deney gruplari 0. giin 1. giin 2. giin 3. giin 4. giin 5. glin
Cimlendirme Agir metal ve Agir metal ve Agir metal ve Agir metal ve
NAC uygulamasi | NAC uygulamasi1 | NAC uygulamasi | NAC uygulamasi
Kontrol distile su - - - - hasat islemi
NAC (1 mM) A 7 NAC NAC NAC NAC oo
Cu (100 uM) "oon Cu Cu Cu Cu oo
Cd (100 pM) noon Cd Cd Cd Cd oo
Hg (100 uM) "oon Hg Hg Hg Hg oo
Pb (100 uM) noon Pb Pb Pb Pb oo
Cu (100 uM) + NAC (1 mM) "o Cuve NAC Cuve NAC Cuve NAC Cuve NAC oo
Cd (100 uM) + NAC (1 mM) "o Cd ve NAC Cd ve NAC Cd ve NAC Cd ve NAC oo
Hg (100 pM) + NAC (1 mM) "o Hg ve NAC Hg ve NAC Hg ve NAC Hg ve NAC neoon
Pb (100 uM) + NAC (1 mM) noo Pb ve NAC Pb ve NAC Pb ve NAC Pb ve NAC oo

0¢
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(Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer) cihazi ile belirlendi. Metal analizi

deneylerinde ultra saf su (Mllipore Simplicity Ultra Saf Su Sistemi) kullanilmistir.

2.4. Kok ve Siirgiinlerde Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.4.1. Enzim Oziitlerinin Hazirlanmasi

Besinci giinii sonunda kok ve siirglin 6rnekleri sivi azot yardimiyla havanda toz
haline getirildikten sonra 1 mM etilendiamintetraasetikasit (EDTA) ve polivinilpirolidon
(PVP, %]l) iceren fosfat tamponu (50 mM; pH 7,0) ile homojenize edildi. APX enzim
ekstraksiyonu i¢in 2 mM askorbik asit iceren fosfat tamponu kullanildi. Elde edilen 6ziit
+4 °C’de 20,000 rpm’de 20 dk. santrifiijlendi ve siipernatant enzim aktivitelerinin

Olclilmesinde kullanildi.

2.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Dhindsa ve Matowe (1981) yontemine gore
belirlendi. SOD aktivite tayini i¢in 0,1 mM EDTA, 13 mM metionin, 75 uM nitro blue
tetrazolyum (NBT) ve 2 uM riboflavin iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0)’na 50 pl
enzim Oziitl ilave edildi. Raksiyon karisimina riboflavin ilave edildikten sonra karisim 16
W lamba altina yerlestirilerek reaksiyon baglatildi. Reaksiyon 15 dk. sonra 151k kaynag:
uzaklagtirilarak durduruldu. Olusan reaksiyon {iriini 560 nm dalga boyunda UV-Vis
spektrofotometre (Thermo e-201, England)’de 6l¢iildii. Spesifik aktivite enzim Oziitiindeki

1 mg protein basina {inite enzim olarak ifade edildi.

2.4.3. Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi, 10 mM H,0; igeren 25 mM sodyum asetat (pH 5,0) tamponu ve 10
mM guaiakol iceren 1 ml’lik reaksiyon karigimimin 470 nm’de 1 dk. siire ile UV-Vis
spektrofotometrede Slgiilmesi ile belirlendi. Aktivite sonuclari, 26,6 mM™' cm-'
ekstinksiyon (€) katsayisi kullamlarak dakikada tiketilen umol mL™ H,O, olarak ifade
edildi (Mika ve Liithje, 2003).
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2.4.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981)nin
yontemine gore yapildi. Reaksiyon karistmi 5 mM H,0, iceren 50 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7,0) ve 250 uM askorbat ile enzim Oziitiinden olugmaktadir. Askorbatin
yiikseltgenmesiyle beraber absorbansta meydana gelen diisiis 3 dk boyunca 290 nm (€ =
2,8 mM cm’')’de UV-Vis spektrofotometrede izlendi. Bir enzim initesi dakikada

yiikseltgenen 1 mmol mL™ askorbat olarak ifade edildi.

2.4.5. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesi tayini 0,5 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7,6),
100 ul enzim o6ziitii, 50 mM NADPH ve 10 mM yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) igeren
reaksiyon karisimindaki GSSG miktarindaki azalmanin 3 dk. boyunca 340 nm (€ = 6,2
mM cm™)’de UV-Vis spektrofotometrede 6l¢iilmesi sonucu belirlendi. Enzim aktivitesi,
dakikada indirgenen 1 mmol ml" GSSG miktar1 olarak ifade edildi (Foyer ve Halliwell,
1976).

2.4.6. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesini Belirlenmesi

Katalaz enziminin tayini Aebi (1984)’nin metoduna gore belirlendi. Aktivite tayini
i¢cin, 30 mM H,0,; iceren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0) ve enzim 6ziitiiniin
bulundugu 1 ml’lik reaksiyon karisimi 240 nm (€ = 39,4 mM cm™')’de 3 dk siireyle UV-
Vis spektrofotometrede Olciilerek belirlendi. Bir {initesi dakikada harcanan gmol H,O,

olarak ifade edildi.

2.4.7. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR) Enzim Aktivitesinin
Belirlenmesi

Monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi, Hossain vd., (1984)’nin metoduna gore
belirlendi. Enzim aktivitesi tayini i¢in dncelikle 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.,8),
150 uM NADH, 500 uM AsA ve 100ul enzim ekstrakti iceren 1 ml’lik reaksiyon karigimi
340 nm’de UV-Vis spektrofotometrede o6lgiildii. Elde edilen degerler askorbat oksidaz



33

(AO)’mn yoklugunda elde edilen verilerden ¢ikarildi. Enzim aktivitesi, NADH igin 6,22

mM 'cm™ € katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.4.8. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

2.4.8.1. Enzim Oziitiiniin Hazirlanmasi

Kok ve siirgiin ornekleri (0,5 g) 50 mM Tris-HCI, (pH 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) ve 1 mM magnezyum kloriir (MgCl,) iceren
tamponda 6ziitlendi. Oziit +4 °C’de 15,000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Elde edilen

siipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildi.

2.4.8.2. DHAR Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Dehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi, Hossain ve Asada (1984)’nin tanimladig
sekliyle belirlendi. Aktivitesinin belirlenmesi i¢cin 50 mM fosfat tamponu (pH 6,5), 0,5 mM
dehidroaskorbik asit (DHA), 1 mM GSH ve 100 ul enzim ekstrakti iceren 1 ml’lik
reaksiyon karisimi UV-Vis spektrofotometrede 265 nm’de absorbanstaki artisa bagli olarak

belirlendi. Aktivite 14 mM™ cm™ € katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.5. Kok ve Siirgiinlerde Fenilalanin Amonyum Liyaz (PAL) Enzim
Aktivitesinin Belirlenmesi

Enzim 6ziitliniin elde edilebilmesi i¢in 1 g yas kok ve siirgiin 6rnekleri 2,5 ml 50 mM
Tris-HCI1 tamponu (pH 8,8) ile havan igerisinde siv1 azot kullanilarak 6ziitlendikten sonra
30 dk 10,000 rpm’de santrifiijlendi. Elde edilen silipernatant enzim aktivitesinin
belirlenmesinde kullanildi.

Bir ml ekstraksiyon tamponu, 0,5 ml L-fenilalanin (Sigma, >98%), 0,4 ml distile su
ve 0,1 ml enzim 6ziitlinden olusan reaksiyon karisimi 37 °C’de 1 saat bekletildikten sonra,
reaksiyon 0,5 ml 6M HCI eklenerek durduruldu. Reaksiyon sonucu olusan sinamik asit 15
ml etilasetat ile ekstre edilerek alindi ve organik faz rotari evaporator kullanilarak
uzaklastirildi. Kalan sinamik asit 3 ml 0,05 M NaOH ile ¢6ziindiikten sonra 290 nm’de
UV-Vis spektrofotometrede sinamik asit [Sigma, >98.0% (HPLC)] standardina karsi
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okutuldu. Aktivitenin bir iinitesi dakikada olusan 1 pmol sinamik asit olarak belirlendi

(Wang vd., 2006).

2.6. Kok ve Siirgiinlerde Protein Miktarimin Belirlenmesi

Her bir enzim aktivite tayini i¢in hazirlanan 6ziitlerin ayr1 ayr1 ¢oziinebilir protein
igerikleri belirlendi. Protein tayini i¢in 1 ml’ sinde 250 ug protein ihtiva eden standart BSA
(Bovin Serum Albumin) stok ¢dzeltisinden tiiplere 20; 40; 60; 80; 100 ve 200 ul alindi.
Her bir tiipiin hacmi distile su ile 200 u1’ye tamamland1 ve tiipler vortekslendi. Uzerlerine
1 ml reaktif (Coomassie Brillant Blue G-250, Sigma) eklendi ve tekrar vortekslendikten
sonra ornek karigimlar1 karanlikta 15 dk. bekletildi. Siire sonunda 595 nm’de kore karsi
orneklerin absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometrede okundu ve absorbanslara
karsilik gelen ug protein degerleri belirlendi. Sulandirilan enzim 6ziitlerinin 200 ul’si

tizerine 1 ml reaktif eklendi ve hazirlanan standarda karsilik okutuldu (Bradford, 1976).

2.7. Kok ve Siirgiinlerin Toplam Fenolik Madde (TFM) ig:eriginin Belirlenmesi

2.7.1. Fenolik Madde Oziitiin Hazirlanmasi

Yas kok ve siirgiin 6rnekleri (1 g) %80 (v/v) metanol igerisinde 5 dk. kaynatildi.
Ornekler havanda homojen haline getirildikten sonra 10,000 rpm’de 15 dk. oda
sicakliginda santrifiijlendi. Siipernatan toplam fenolik madde, bireysel fenolik asit

analizinde ve antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanildi.

2.7.2. Toplam Fenolik Madde (TFM) iceriginin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde igerigi Slinkard ve Singleton (1977)’un yoOntemine gore
Folin-Ciocalteu (FC) ayirac1 kullanilarak belirlendi. Belirli oranlarda sulandirilmis 0,5 ml
ornek iizerine 0,5 pl distile su, 100 x4l FC ve 1,9 ml sodyum karbonat (Na,COs) eklendi ve
hazirlanan karisim UV-Vis spektrofotometrede 750 nm’de gallik asit standardina karsi

okutuldu. Toplam fenolik madde igerigi mg GaAE/100 g 6rnek olarak ifade edildi.
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2.8. Kok ve Siirgiinlerin Fenolik Asit (FA) Iceriginin Belirlenmesi

Fenolik asitler ACQUITY Ultra Performance LC™ system (Waters, Milford, MA,
USA)’e adapte edilmis Micromass Quattro Micro™ API bench top triple quadrupole kiitle
spektrometresi (Waters MS Technologies, Manchester, UK) ile belirlendi. Ornekler 30°C
ters fazli kolona (BEH C8, 1,7 um, 2,1 x 150 mm, Waters, Milford, MA) enjekte edildi.
Mobil faz sirasiyla linear gradient ve 7,5 mM HCOOH (solvent A) ile dengelenmis solvent
B (asetonitril)’nin izokratik akis’in 9,5 dakikalik akisindan olustu. Akis hiz1 250 ul dak-1:
5% B 0,8 dak, 5-10% B 0,4 dakika, izokratik 10% B 0,7 dak, 10-15% B 0,5 dk., izokratik
15% B 1,3 dak, 15-21% 0,3 dak, izokratik 21% B 1,2 dak, 21-27% B 0,5 dk., 27-50% B
2,3 dak, 50-100% B 1 dak, ve 100-5% B 0,5 dakikadir. Bu siranin sonunda kolon 2,5
dakikada baslangic kosullarinda dengelendi. Akan maddeler negatif iyon modunda (kaynak
blok sicakligr 100 °C, desolvasyon sicakligi 350 °C, kapillar voltaj 2,5 kV ve cone voltaj
25 V) elektrosprey kaynak uygulamasi ile tanimlandi. Carpisma (carpisma enerjisi 16 eV)
gazi olarak argon kullanildi ve (500 L h-1) solventi uzaklastirmak icin azot gaz1 kullanildu.
Fenolik asitler 4-hidroksibenzoik (2,3,5,6-D4) ve salisilik asit (3,4,5,6-D4) doéteryum
isaretli i¢ standart olarak kullanilarak hesaplandi (Gruz et al., 2008).

2.9. Kok ve Siirgiinlerin Antioksidan Kapasite (AK) Degerlerinin Belirlenmesi

2.9.1. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Temizleme Aktivitesinin
Belirlenmesi

Saf metanol ile bir gece 6nceden hazirlanan 1 ml DPPH (1 mg/30 ml), saf metanol
ile sulandirilmis 100 wl Ornek {izerine eklendi ve reaksiyon karisimi 30 dk. oda
sicakliginda bekletildi. Hazirlanan 6rnekler 520 nm’de UV-Vis spektrofotometrede Trolox
(Sigma, >98.0%, 0 — 200 pM) standardina karsilik 6l¢iildii ve icerik umol TE g'1 olarak
ifade edildi (Blois, 1958).

2.9.2. FRAP (Ferrik iyon indirgeme Antioksidan Kapasite) Analizi
FRAP analizleri Benzie ve Strain (1996)’nin yontemine gore belirlendi. Asetat

tamponu (300 mM, pH 3,6), 10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyle-s-triazine) ve 20 mM
FeCl.6H,O igeren ve 10:1:1 oraninda hazirlanan stok soliisyonun 2900 u1’si 100 ul 6rnek
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ile karistirildi ve 30 dk 37°C’de karanlikta bekletildi. Reaksiyon sonucu olusan mor renkli
demir tripiridiletriazin kompleksi 593 nm’de UV-Vis spektrofotometrede olgiilerek

sonuclar gmol Trolox g olarak ifade edildi.

2.9.3. CUPRAC (Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite) Analizi

CUPRAC’1in belirlemesi i¢in 1 ml 6ziit lizerine 1 ml 10 mM CuCl,, 7,5 mM
neocuproine ve 1 M amonyum asetat tamponu (pH 7,0) eklendi ve son hacim distile su ile
4 ml’ye tamamlandi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra 450
nm’de UV-Vis spektrofotometrede kore karsi okutularak kaydedildi. Standard olarak
Trolox kullanildi ve sonuglar uM Trolox g'1 olarak verildi (Apak vd., 2004).

2.10. Kok ve Siirgiinlerin Hidrojen Peroksit (H,0,) iceriginin Belirlenmesi

Birer gram yas kok ve siirgiin ornekleri %5 (w/v) triklorasetik asit (TCA) igerisinde
oziitlendikten sonra +4 °C 10,000 rpm’de 30 dk. santrifiijlendi. Elde edilen 6ziit iizerine
500 wul %0,1 (v/v) TiCly (Titanyum kloriir) ilave edildi ve 410 nm’de UV-Vis
spektrofotometrede reaksiyon karisimimin absorbans degeri alindi. Sonuglar gmol H,0, g™

taze agirlik (TA) olarak ifade edildi (Liu vd., 2000).

2.11. Kok ve Siirgiinlerin Lipid Peroksidasyonunun (LPO) Belirlenmesi

TBARS (Tiyobarbiitirik Asit Reaktif Uriinleri) igerigi Madhava-Rao ve Stresty
(2000)’nin metoduna gore belirlendi. Bir gram kok ve siirgiin 6rnekleri %1 TCA igerisinde
homojenize edildikten sonra homojenat 10,000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Elde edilen
siipernatanin 1 ml’sine 4 ml %0,5 TBA (tiyobarbitiirik asit) eklendikten sonra ¢ozelti
95°C’de 30 dk inkiibe edildi. Siire sonunda reaksiyonun durmasi i¢in karisim buzda 10 dk.
bekletildi ve 10,000 g de 5 dk. 25 °C’de santrifiij edildi. Elde edilen siipernatan UV-Vis
spektrofotometrede 520 nm’de Ol¢iildii ve TBARS konsantrasyonu MDA’nin 155 mM’

'em™ yok olma katsayis kullanilarak belirlendi.
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2.12. Kok ve Siirgiinlerin Glutatyon (GSH) iceriginin Belirlenmesi

Taze 0,5 g kok ve siirglin 6rnekleri 1 mM EDTA igeren %5’°lik metafosforik asit
icinde homojenize ettikten sonra homojenat 10,000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendi. Elde
edilen siipernatanin 25 ul’si lizerine 250 mM K,HPO4, 200 uM NADPH, 600 uM DTNB,
0,3 U glutatyon rediiktaz iceren karistma son hacim 1 ml olacak sekilde eklendi.
Absorbans degisimi UV-Vis spektrofotometrede 412 nm’de 3 dakika boyunca ol¢tildii ve
Olcim sonucu GSH + GSSG miktar1 elde edildi. Glutatyon konsantrasyonu 0-5 uM
konsantrasyonlarda GSH’in (Sigma, United States Pharmacopeia (USP) Reference
Standard) kullanilmasiyla elde edilen standard grafik {izerinden hesaplandi. Sonuglar

umol/ 100 g'1 TA olarak ifade edildi (Griffith, 1980)

2.13. Kok ve Siirgiinlerin Prolin (pro) iceriginin Belirlenmesi

Prolin igerigi Bates vd. (1973)’in tanimladig1 yonteme gore belirlendi. Kuru kok ve
stirglin ornekleri (0,1 g) 10 ml siilfosalisilik asit igerisinde (%3 v/w) Oziitlendikten sonra
5,000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Elde edilen siipernatanttan 1 ml alindiktan sonra iizerine
1 ml glasial asetik asit ve 1 ml ninhidrin eklendi. Reaksiyon karisimi 1 saat 100°C etiivde
bekletildikten sonra 10 dk buza alinarak reaksiyon sonlandirildi. Soguyan 6rnek tizerine 3
ml toluen eklendikten sonra karistm UV-Vis spektrofotometrede 520 nm’de prolin (Sigma,

>99%) standardina kars1 okutuldu ve sonuglar pg/g kuru agirlik olarak ifade edildi.

2.14. Kok ve Siirgiinlerin Sistein (cys) Iceriginin Belirlenmesi

Kok ve siirgilinlerin sistein igerigi Gaitonde (1967)’nin fotometrik yontemine gore
belirlendi. Tris-HCI tamponu (20 mM, pH 8,0) ile oziitlenen 1’er g taze Ornek 10 s
sonikatorde bekletildikten sonra 10,000 rpm’de 10 dk. santrifiijlendi. Siipernatanin 60 ul’si
tizerine 60 ul 50 mM DTT (1,4-dithiothreitol) eklendi ve reaksiyon karisimi oda
sicakliginda 15 dk. bekletildi. Siire sonunda ¢ozelti lizerine 120 ul asetik asit, 120 ul asit-
ninhidrin ¢ozeltisi eklenerek 95 °C’de 10 dk bekletilen karigim iizerine 840 ul soguk etanol
eklendi. Sistein igerigi reaksiyon karisiminin UV-Vis spektrofotometrede 560 nm’de
sistein standardina karsi okutularak belirlendi ve sonuglar nmol 100 g'1 TA olarak ifade

edildi.



38

2.15. Kok ve Siirgiinlerin Poliamin I¢eriginin Belirlenmesi

Serbest poliaminler Hwang vd. (1979) ve Petiivalsky vd. (2007) nin yonetmine gore
belirlenmistir. Kurutulmus 150 mg 6rnek siv1 azot ile pulvarize edildikten sonra %5 (v/w)
trikloroasetik asit ile 6ziitlendi ve benzoil kloriir ile tiirevlendirildi. Standard ¢ozelti olarak
putresin, spermidin ve spermin kullamldi. Ornekler dietileter ile ekstrakte edildi ve
orneklerin sivi kismi 50 °C’de azot altinda ucgurularak kurutuldu. Kuruyan ornekler
HPLC’nin 120 pl mobil fazda ¢oziildii. Pump 1000 eklenmis Knauer Smartline-Manager
HPLC, PDA detector 2800, Autosampler, and a GraceSmart™ RP 18 kolon (5 um
particles; 4,6 x 250 mm) kullanilarak 6rnekler anazliz edildi. Mobil faz solvent A (su) and
solvent B (metanol) igcermektedir ve gradiyent akis %55-70 B 20 dk., %70 B 5 dk., %70-55
B 1 dk. ve son olarak 10 dk baslangi¢ kosullar1 seklindedir. Kolon sicakligi 40 °C, ve akis
0.8 ml/dk. seklindedir.

2.16. Kok ve Siirgiinlerin Coziinebilir Seker iqeriginin Belirlenmesi

Seker analizi i¢in bugday fidelerine ait 2 g kdk ve siirgiin 6rnegi Giiney vd. (2013)’e
gore Oziitlendi. Analizler; Refraktif Indeks Dedektorii (RID), dortlii bir HPLC pompasi,
mikro vakum degazorii (MVD), UV/VIS dedektor, termostatik kolon bolmesi (TTC) ve
standart mikro ve hazirlayict oto 6rnekleyici ile donatilmis bir Agilent 1100 HPLC (Palo,
Alto, CA, USA) ile yapildi. Kolon sicakligi 25 °C olan Niikleosil C18 karbohidrat analitik
kolon (250 x 4,0 mm i¢ ¢ap, 10 pm pargacik boyutu) kullanildi. Izokratik eliisyon i¢in akis
hiz1 2 ml/dk.’ya ayarlandi ve mobil faz olarak asetonitril:su (79:21) kullamildi. Tim
sekerlerin standard kalibrasyon egrileri her bir seker i¢in (glukoz, fruktoz, siikroz) kendi
standardinin alikonma zaman ile karsilagtirilarak hesaplandi. HP ChemStation (Hewlett-
Packord, Palo, Alto, CA, USA) yazilim1 pik alanlarini hesaplamak i¢in kullanildi. Toplam

seker icerigi, tantmlanan bireysel sekerlerin toplami seklinde ifade edildi.
2.17. Kok ve Siirgiinlerin Organik Asit I¢eriginin Belirlenmesi
Organik asit ekstraksiyonu Ayaz vd. (2011)’e gore yapildi. Analizler seker

analizinde oldugu gibi; Refraktif Indeks Dedektérii (RID), dértlii bir HPLC pompast,
mikro vakum degazorii (MVD), UV/VIS dedektor, termostatik kolon bolmesi (TTC),
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standart mikro ve hazirlayict oto 6rnekleyici ile donatilmis bir Agilent 1100 HPLC (Palo,
Alto, CA, USA) kullanilarak yapildi. Analizler i¢in kolon sicakligi 25 °C’de olan bir Ace 5
C18 (Advenced Chromatography Technologies, Aberdeen, Scotland) kolonu (25 cm x 4,6
mm i¢ ¢ap, 10 um parcacik boyutu) kullanildi. Mobil faz olarak potasyum fosfat ¢cozeltisi
(0,02 M, pH 2,04), akis hiz1 dakikada 0,8 ml olacak sekilde ayarlandi. Dedektor olarak 254
nm’ye ayarlanmis HP 1100 Serisi ¢ok degiskenli dalga dedektorii kullanildi. Standard
soliisyonlarin kalibrasyon egrileri her bir organik asit i¢cin (malik asit, askorbik asit, sitrik
asit) kendi standartlarmmin alikonma zamanlar1 karsilastirilarak  hesaplandi. HP
ChemStation (Hewlett- Packord, Palo, Alto, CA, USA) yazilim1 pik alanlarin1 hesaplamak
icin kullanildi. Toplam organik asit i¢erigi, tanimlanan bireysel organik asitlerin toplami

seklinde ifade edildi.

2.18. istatistiksel Analizler

Biitlin analizler li¢ (n = 3) tekerriirlii olarak yapilmis ve sonuglar aritmetik ortalama +
standard hata (SEM) olarak verilmistir. Elde edilen veriler Statistical Package for Social
Sciences (SPSS for Windows 10,0) paket programi igerisinde yer alan tek-yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) ile analiz edilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Duncan

¢oklu karsilastirma testi kullanilarak P < 0,05 6nemlilik derecesinde belirlenmistir.



3. BULGULAR

Bu calismada agir metal ve NAC uygulamalarinin, bugday fidelerinin kok ve
stirgiiniine ait morfometrik dl¢limlere (uzunluk, taze ve kuru agirlik), agir metal igerigine,
siirglin su potansiyeline, antioksidan enzim aktivitelerine (POX, CAT, SOD, APX, GR,
MDHAR, DHAR), PAL aktivitesine, TFM igerigine, antioksidan kapasite (DPPH, FRAP
ve CUPRAC) degerlerine, H,O, igerigine, fenolik asit igcerigine, toplam GSH, sistein ve
prolin igerigine, TBARS esdegerine, poliamin, seker ve organik asit icerigine olan etkileri

belirlenmistir.

3.1. Agir Metal ve NAC Uygulamas1 Yapilan Bugday Bitkisinin Kok ve
Siirgiinlerine Ait Biiyiilme Parametreleri

Agir metal (100 uM Cu, Cd, Hg ve Pb) ve NAC (1 mM) uygulamalarina maruz
birakilmig ¢imlenen Ceyhan-99 bugday cesidinin kok ve siirglin uzunlugu, taze ve kuru
agirlik degerleri Tablo 3.1 de gosterilmistir.

Agir metal uygulanan gruptaki bitkilerin kok uzunlugu kontrol grubuna kiyasla
(10,34 cm) istatistiksel olarak onemli derecede (P < 0,05) azalma (ortalama 2,06 cm)
gostermistir. Ayn1 gruplarda kok taze ve kuru agirliklart kok uzunluklarina benzer sekilde
azalmis ve en fazla diisiisiin Cu uygulanan grupta (sirastyla 6,30 ve 0,95 mg) oldugu
belirlenmistir.

Agir metaller ile birlikte yapilan NAC uygulamasi kok uzunlugunu, taze ve kuru
agirhigini tim gruplarda istatistiksel olarak onemli diizeyde (P < 0,05) artirmistir. Kok
uzunlugu ve kuru agirlik artisi en fazla Hg + NAC uygulama grubunda (sirasiyla 8,96 cm
ve 2,98 mg) belirlenirken, taze agirlik artis1 ise en fazla Pb + NAC (33,85 mg) uygulama
grubunda belirlenmistir.

Sekil 3.1’de kontrol, agir metal ve NAC uygulama gruplarina ait morfolojik
goriiniimler yer almaktadir. Bu fotografta agir metal uygulamalarinin hem kok hemde
stirgiin boylarinda kontrol grubuna kiyasla bir azalmaya neden oldugu ve NAC uygulanan
gruplarda ise bu azalma durumunun iyilestigi ve kok ve siirgiin boylarinin, Cu + NAC

hari¢ diger gruplarda arttig1 agikca goriilmektedir.
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Tablo 3.1. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirgiin
uzunluguna, taze agirlik ve kuru agirligina olan etkisi. Her deger ortalama +
standard hata olarak belirtilmistir (n = 3). Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Her kolon kendi icinde
karsilagtirilmistir ve aynmi harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

Kok
Uygulamalar Uzunluk (cm) Taze agirhk (mg) Kuru agirhik (mg)
Kontrol 10,34 +0,12" 31,33 +£0,75% 3,00+ 0,147
NAC 10,40 + 0,19" 36,35 + 1,80 3,25+0,138
Cu 1,10 = 0,09 6,17 + 0,48" 0,95 + 0,06
Cd 2,57 +£0,41° 13,90 £ 1,92¢ 1,50 + 0,29
Hg 0,85 + 0,06" 6,77 + 0,20* 1,18 +0,05"
Pb 3,70 £ 0,23¢ 24,40+ 0,58° 2,48 +0,05°
NAC + Cu 1,24 +0,03" 8,16+ 0,75" 1,20 + 0,08"
NAC + Cd 4,10 +0,26° 20,23 + 1,441 2,18 £ 0,221
NAC + Hg 8,96 + 0,368 29,23 +1,25' 2,98+ 0,17
NAC + Pb 7,18 0,107 33,85+ 1,100 2,90 + 0,017
Stirgilin
Kontrol 9,34 + 0,128 68,70 + 1,00® 8,55 + 0,48%
NAC 9,36 + 0,128 69,22 + 2,68% 8,95+ 0,31%
Cu 435+0,19° 40,87 + 1,03¢ 5,40 + 0,08°
Cd 2,87 +0,24° 27,45+ 1,86 438 +0,52°
Hg 2,22 +0,34° 21,95 + 1,34* 3,33+ 0,42°
Pb 6,40 = 0,10° 4530 +0,12° 6,70 = 0,01°
NAC + Cu 5,41 + 0,521 44,03 + 0,66° 5,91 +0,149
NAC + Cd 5,14 + 0,361 37,15+ 0,68° 5,53 + 0,39
NAC + Hg 8,64 + 0,47 59,83 + 1,06 7,70 £ 0,27
NAC + Pb 8,79+ 0,11 58,00 + 0,69" 7,85+ 0,06

Caligmada kullanilan bugday ¢esidinin siirgin uzunlugu agir metal uygulama
grubunda kontrol grubuna kiyasla (9,34 cm) istatistiksel olarak énemli derecede azalma
gostermis ve en fazla diisiis Hg uygulama grubunda (2,22 cm) belirlenmistir. Agir metal
gruplarinin siirgiinlerine ait taze ve kuru agirliklarda da uzunluklarina benzer sekilde
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P < 0,05) azalma kaydedilmis ve en fazla diisiisiin yine
Hg grubunda (sirastyla 21,95 ve 3,33 mg) oldugu belirlenmistir. Agir metaller ile birlikte
NAC uygulamasinin, siirglinlerin uzunluk, taze ve kuru agirliklarinda yalnizca metal
uygulamalarina gore istatistiksel olarak énemli diizeyde (P < 0,05) artislara neden oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 3.1. Ceyhan-99 bugday cesidinin agir metal ve NAC uygulama gruplarina ait
morfolojik goriiniim. Gruplar soldan saga: 1-Kontrol, 2-NAC, 3-Cu, 4-Cu +
NAC, 5-Cd, 6-Cd + NAC, 7-Hg, 8-Hg + NAC, 9-Pb, 10-Pb + NAC

3.2. Agir Metal ve NAC Uygulamas1 Yapilan Bugday Bitkisinin Kok ve
Siirgiinlerinin Agir Metal Icerigi

Kontrol, agir metal ve NAC uygulama kosullarinda biiyiitiilen bugday fidelerinin kok
ve siirgiinlerinde agir metal icerigi Tablo 3.2 de verilmistir.

Agir metal igerigi sonuglar1 degerlendirildiginde uygulanan tiim agir metallerin (Cu,
Cd, Hg ve Pb) bitkilerin kokleri tarafindan su kiiltiirii ortamindan alindiklar1 ve ayni
zamanda siirgiinlere de yiiksek miktarlarda iletildikleri belirlenmistir. Kontrol grubuna ait
fidelerde Cu miktar1 kok ve siirgiinlerde sirasiyla 1,69 ve 0,80 mg 100 g olarak
belirlenmis, Cu uygulamasi ile bu igerik 69,64 ve 1,59 mg 100 g'’a yiikselmis ve
sonrasinda NAC uygulamasi ile 53,72 ve 1,34 mg 100 g"’a azalmistir. Kontrol grubuna ait
fidelerin kok ve siirgiinlerinde Cd icerigi sirastyla 0,06 ve 0,01 mg 100 g olarak tespit
edilmis, Cd uygulamasi ile bu icerik kok ve siirglinlerde sirasiyla 20,50 ve 1,66 mg 100 g’
"a yiikselmis, NAC uygulamasi ile bu igerik yalmizca Cd uygulanan gruba kiyasla
(sirastyla 14,42 ve 0,97 mg 100 g) azalmustir.
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Bugday fidelerinin kontrol grubunda kok ve siirgiinlerinde 0,13 ve 0,04 mg 100 g
olan Hg miktar1 Hg grubunda sirasiyla 36,10 ve 0,92 mg 100 g'’a yiikselmis ve NAC
uygulamasi ile bu miktar kdk ve siirgiinlerde sirastyla 9,10 ve 0,12 mg 100 g olarak
belirlenmistir. K&k ve siirgiinlerin kontrol grubunun Pb icerigi 0,10 ve 0,02 mg 100 g’
olarak tespit edilmis, Pb uygulamast ile igerik sirasiyla 62,35 ve 1,72 mg 100 g a kadar
yiikkselmis ve Pb miktari NAC uygulamasi ile yalnizca Pb uygulanan gruba kiyasla
(strastyla 57,32 ve 1,15 mg 100 g) diismiistiir.

Tablo 3.2. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerinde
agir metal icerigine olan etkisi. Her deger ortalama + standard hata (SEM)
olarak belirtilmistir (n=3). Karsilagtirma icin tek yonlii varyans analizi (one-
way ANOVA) kullanilmistir. Her kolon kendi ic¢inde karsilastirilmistir ve

ayn1 harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05 seviyesinde fark yoktur.

Kok (mg 100 g
Uygulamalar Cu Cd Hg Pb
Kontrol 1,69 +0,03* | 0,06+0,00° 0,13 + 0,00 0,10 + 0,00
NAC 1,38 £0,06° | 0,07 +0,00° 0,05 £ 0,007 0,06 £0,01°
Cu 69,64 +2,55° | 0,01 +0,00° 0,57 + 0,03 0,09 + 0,00
Cd 1,98+ 0,06 | 20,50+0,03° | 0,01 =0,00° 0,09 + 0,01°
Hg 0,76 £ 0,02° | 0,06+0,00° | 36,10+ 0,22° 0,04 £ 0,00°
Pb 0,85+0,01° | 0,03+0,01° 0,38 £ 0,017 62,35 + 0,48°
Cu+NAC 53,72+ 037° | 0,01 0,00 0,81 £ 0,04° 0,12 +0,02°
Cd + NAC 0,97+0,19° | 14,42+0,18° | 0,21 £0,01 0,07 + 0,00
Hg + NAC 0,76 £0,02* | 0,03 +0,00° 9,10 +0,15° 0,15 +0,02°
Pb + NAC 0,53+0,01° | 0,03+0,01° 0,81 +0,01° 5732+ 1,35°
Siirgiin (mg 100 g)
Kontrol 0,80 £0,02" | 0,01 + 0,00 0,01 = 0,00° 0,02 + 0,00°
NAC 0,59+0,01° | 0,01 +0,00° 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00
Cu 1,59 £0,08" | 0,01=+0,00° 0,01 = 0,00° 0,04 + 0,00°
Cd 0,74 +0,02° | 1,66+0,07° 0,01 £ 0,00 0,01 + 0,00
Hg 0,65+0,01° [ 0,01 +0,00° 0,92 + 0,02° 0,01 = 0,00°
Pb 0,69 +0,01% | 0,01 + 0,00 0,01 +0,00° 1,72 + 0,06°
Cu+ NAC 1,34 0,065 | 0,01=+0,00° 0,01 £ 0,00 0,01 0,007
Cd + NAC 0,61 £0,03* | 0,97+0,01° 0,00 + 0,00° 0,01 + 0,00°
Hg + NAC 0,43+0,01° | 0,010,007 0,12 +0,01° 0,03 £0,00°
Pb + NAC 0,65+0,01 | 0,01+0,00° 0,01 +0,00° 1,15+0,02°
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3.3. Agir Metal ve NAC Uygulamalarinin Bugday Fidelerinin Siirgiinlerinde Su
Potansiyeline (Yw) Olan Etkisi

Bugday c¢esidinin siirgiinlerine ait su potansiyel (W¥y) sonuclar1 Sekil 3.2°de
verilmektedir.

Agir metal uygulamasi yapilan fidelerin siirglinlerinde su potansiyeli (-0,83 ila -1,07
MPa arasinda degismektedir) kontrol grubuna kiyasla (-0,70 MPa) daha diisiik oldugu belirlenmis ve
en fazla diisiis Hg uygulanan grupta oldugu belirlenmistir. Siirgiin su potansiyeli NAC
uygulamasi yapilan agir metal gruplarinda, yalnizca agir metal uygulamasi yapilan

gruplara gore istatistiksel olarak énemli (P < 0,05) artis (r = -0,78 MPa) géstermistir.

Siirgiin Su Potansiyeli (‘)
(MPa)

Sekil 3.2. Kontrol, agir metal ve NAC uygulama kosullarinda biiyiitiilen bugday
fidelerinin siirgiinlerinde su potansiyeli degisimi. Her dikey ¢ubuk
ortalama =+ standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3).
Karsilagtirma icin tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Aymi harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

3.4. Agir Metal ve NAC Uygulamalarimin Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde Antioksidan Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

3.4.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Degisimi

Agir metal ve NAC uygulama kosullarinda bugday fidelerinin kdk ve siirgiinlerinde
SOD enzimi aktivitesindeki degisim Sekil 3.3’de gosterilmistir.

Koklerde, tiim agir metal uygulamalarinda SOD enzimi aktivitesinde istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde (P < 0,05) artis belirlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla (148,79 U
mg' protein) en yiiksek artis Pb uygulama grubunda (192,04 U mg™ protein) oldugu tespit
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edilmistir. Stres kosullarnda Cu + NAC uygulama grubunda (185,56 U mg"' protein)
kontrol ve Cu uygulama grubuna (173,76 U mg™ protein) kiyasla enzim aktivitesinde artis
belirlenirken, Hg + NAC ve Pb + NAC uygulama gruplarinda (sirastyla 117,38 ve 107,08
U mg”' protein) ise enzim aktivitesinde kontrol ve agir metal gruplarina gore istatistiksel
olarak dnemli diizeyde (P < 0,05) diisiis belirlenmistir.

Caligmada kullanilan bugday cesidinin siirgiinlerinde de koklerde oldugu gibi agir
metal uygulamalarinin SOD enzimi aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla énemli derecede
(P < 0,05) artisa neden oldugu belirlenmistir. En fazla enzim aktivite artis1 Hg uygulama
kosullarinda (1,9 kat artig) kaydedilmistir. Enzim aktivitesinde Cu + NAC ve Cd + NAC
uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla artis (sirastyla 69,32 ve 55,08 U mg’
protein) gozlenirken Hg + NAC ve Pb + NAC uygulama gruplarinda azalma (sirastyla
31,11 ve 31,24 U mg'1 protein) tespit edilmistir.
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Sekil 3.3. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve
siirgtinlerinde SOD enzim aktivitesine olan etkisi. Her dikey ¢ubuk
ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3).
Karsilagtirma i¢in tek yoOnlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.
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3.4.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Degisimi

Kontrol, agir metal stresi ve NAC uygulamalarinda katalaz enzim aktivitesindeki
degisimler Sekil 3.4’te verilmistir.

Katalaz aktivitesi ekmeklik bugday ¢esidine ait fidelerin koklerinde Cu (120,40 ve
122,73 U mg" protein) ve Cd uygulanmasi ile kontrol grubuna (102,21 U mg™" protein)
kiyasla istatistiksel olarak onemli (P < 0,05) diizeyde artis saglarken, Hg ve Pb
uygulanmasi (sirastyla 5,68 ve 69,45 U mg”' protein) aktivitede belirgin bir azalma
sergilemistir. Ayn1 agir metal grubuna NAC uygulandiginda Cu, Cd ve Pb gruplarinda
CAT aktivitesi kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli ( P < 0,05) diizeyde artis
gosterirken aksine Hg + NAC grubunda 3,5 kat azalma tespit edilmistir.

Siirgiinlerde CAT aktivitesi, yalmzca agir metal uygulanan (322,26 ile 505,91 U mg™'
protein arasinda) ve agir metal ile birlikte NAC uygulanan gruplarda (328,85 ve 564,89 U
mg' protein arasinda) kontrol grubuna kiyasla (625,34 U mg™ protein) 6nemli derecede (P

< 0,05) azalma belirlenmistir.
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Sekil 3.4. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kdk ve
stirglinlerinde CAT enzim aktivitesine olan etkisi. Her dikey ¢ubuk
ortalama =+ standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3).
Karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.
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3.4.3. Guaiakol Peroksidaz (POX) Enzim Aktivitesi Degisimi

Agir metal stresine maruz birakilan bugday koklerinde POX aktivitesi tim agir metal
uygulanan gruplarda kontrol grubuna (643,45 U ng” protein) kiyasla istatistiksel olarak
onemli (P < 0,05) diizeyde azalma gostermistir (en fazla Cd ve Hg, sirasiyla 121,67 ve
115,33 U ug” protein). POX aktivitesi NAC uygulanan agir metal gruplarinda 157,20 ile
338,53 U pg' protein arasinda degistigi ve agir metal uygulanan gruplarda arttigi ve
belirlenmistir (Sekil 3.5).

Bugday koklerininkine kiyasla siirgiinlerde daha diisiik POX aktivitesi belirlenmistir.
Agir metal stresi uygulanan deney gruplarinda stirgiinlerin POX aktivitesi koklerinkinin
aksine kontrol grubuna (5,27 U pg” protein) kiyasla artis gostermis ve en yiiksek POX
aktivitesi Hg uygulama grubunda (25,94 U pg™' protein) belirlenmistir. Ayni sekilde NAC
+ agir metal uygulama gruplarinda da POX aktivitesi kontrol grubu bitkilerininkine kiyasla

istatistiksel olarak 6nemli (P < 0,05) derecede artig kaydedilmistir.
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Sekil 3.5. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kdk ve
stirglinlerinde POX enzim aktivitesine olan etkisi. Her dikey ¢ubuk
ortalama =+ standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3).
Karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Aynm1 harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

3.4.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesi Degisimi

Agir metal ve NAC uygulamalarina maruz birakilan ekmeklik bugday cesidine ait

kok ve stirglinlerindeki APX enzim aktivitesindeki degisimler Sekil 3.6’te verilmistir.
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Kok uygulama gruplarma ait APX aktivitesi, Cu ve Cd uygulama gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla (1544,93 U mg™ protein) yaklasik olarak 2 katlik bir artis gdstermistir.
Benzer sekilde Cu + NAC (2 kat) ve Cd + NAC (1,6 kat) uygulama gruplarinda da APX
aktivitesinde istatistiksek olarak onemli (P < 0,05) diizeyde artis kaydedilmistir.
Siirgiinlere ait APX aktivitesi Cd ve Hg uygulama gruplarinda (958,37 ve 1016,09 U mg™
protein) kontrol grubuna (729,37 U mg™' protein) kiyasla artis gdstermistir. Yalnizca Pb ve
Pb + NAC uygulamasi yapilan uygulama gruplarinda APX aktivitesinde bir azalma
(strastyla 413,1 ve 460,09 U mg™' protein) belirlenmistir.

W kok surglin

Askorbat Peroksidaz Aktivitesi
(U mg protein’! TA)

Sekil 3.6. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve
sirglinlerinde APX enzim aktivitesine olan etkisi. Her dikey
cubuk ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3).
Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Ayn1 harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

3.4.5. Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesi Degisimi

Ceyhan-99 ekmeklik bugday ¢esidinin kok ve siirgiinlerinde agir metal ve NAC
uygulamalarina bagl olarak degisen GR aktivitesi Sekil 3.7 da gosterilmistir.

Koklerde GR aktivitesi, Cu uygulamasi ile kontrol grubuna (533,20 U mg™' protein)
kiyasla 2,5 kat bir artig gsterirken, Hg uygulamasi (132,75 U mg™ protein) ile istatistiksel
olarak 6nemli (P < 0,05) diizeyde azalma belirlenmistir. GR aktivitesi kontrol grubu
bitkilerine kiyasla Cu + NAC uygulanan grupta 2,7 kat oraninda bir artig gosterirken, Cd +
NAC ve Hg + NAC uygulanan gruplarda ise (sirastyla 290,45 ve 348,99 U mg™' protein)

azalma tespit edilmistir.
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Siirgiinlere ait GR aktivitesinin, kontrol grubuna kiyasla (466,12 U mg™' protein) Pb
grubunda azaldigi (394,97 U mg" protein), diger agir metal gruplarimda ise arttig:
kaydedilmistir. En yiiksek GR aktivitesi Hg uygulama grubunda (653,98 U mg™ protein)
kaydedilmistir. GR aktivitesi agir metal + NAC uygulama gruplar1 arasinda kontrol
grubuna kiyasla yalnizca Cu + NAC uygulamast ile (657,23 U mg™ protein) artmustur.
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Sekil 3.7. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve
stirgiinlerinde GR enzim aktivitesine olan etkisi. Her dikey
cubuk ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir
(n=3). Karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) kullanilmigtir. Ayni harf ile gosterilen degerler
arasinda P < 0,05 seviyesinde fark yoktur.

3.4.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR) Enzim Aktivitesi Degisimi

Caligmada kullanilan bugday bitkisinin kok ve siirgiinlerinde agir metal ve NAC
uygulamalarina bagli olarak MDHAR enzim aktivitesindeki degisimler Sekil 3.8’de
gosterilmistir.

MDHAR aktivitesi bugday koklerinde Cu (40,86 U mg™ protein), Cd (40,10 U mg™
protein) ve Pb (49,94 U mg™' protein) uygulamasi yapilan agir metal stres gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla (35,97 U mg™ protein) istatistiksel olarak Gnemli (P < 0,05)
diizeyde bir artis kaydedilmistir. Fakat Hg uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla 2,8
katlik bir azalma belirlenmistir. Tiim agir metal + NAC uygulama gruplarinda, MDHAR
aktivitesinde kontrol grubuyla kiyaslandiginda (47,14 U mg™ protein), istatistiksel olarak
onemli derecede (P < 0,05) kabul edilebilecek artis (37,28 — 47,14 U mg'1 protein arasinda
degismektedir) tespit edilmistir.
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Calismada kullanilan bugday cesidine ait siirgiinlerin MDHAR aktivitesinde, agir
metal uygulama gruplarinda (13,45 — 16,97 U mg™' protein arasinda degismektedir) kontrol
grubuna kiyasla (18,26 U mg™ protein) azalma belirlenmistir. MDHAR aktivitesi yalmzca
Hg + NAC uygulama grubunda (23,02 U mg" protein) kontrol grubuna kiyasla artig
kaydedilmistir.
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Sekil 3.8. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kdk ve
sirglinlerinde MDHAR enzim aktivitesine olan etkisi. Her dikey
cubuk ortalama + standard hata olarak belirtilmistir (n=3).
Karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Aynmi harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

3.4.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR) Enzim Aktivitesi Degisimi

Kok ve siirgiinlerde, agir metal ve NAC uygulamasinin DHAR enzim aktivitesinde
neden oldugu degisimler Sekil 3.9’de gdsterilmistir.

DHAR enzim aktivitesi, Cu ve Pb agir metal uygulama gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla (11,35 U mg™' protein) artis (sirasiyla 13,54 ve 17,52 U mg™' protein), aksine Cd ve
Hg uygulamasinda (sirasiyla 8,53 ve 1028 U mg' protein) azalma gosterdigi
belirlenmistir. Agir metal gruplarina NAC uygulandiginda ise DHAR aktivitesinin Hg ve
Pb uygulama gruplarinda (ortalama 2,30 U mg'1 protein) kontrol grubuna kiyasla azalma
gosterdigi kaydedilmistir.

Stirgiinlerde agir metal uygulamasinin  tiim uygulama gruplarinda DHAR

aktivitesinin kontrollerine kiyasla istatistiksel olarak dnemli (P < 0,05) diizeyde artirdigi,
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ve aktivite artisinin en fazla 3,6 kat ile Hg grubunda oldugu tespit edilmistir. Kontrol
grubuna ait siirgiinlerle kiyaslandiginda, agir metal + NAC gruplar arasinda yalnizca Cu +
NAC ve Cd + NAC uygulama gruplarinda (sirastyla 11,43 ve 12,36 U mg™ protein)
DHAR aktivitesinde artis belirlenmistir.
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Sekil 3.9. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve
siirglinlerinde DHAR enzim aktivitesine olan etkisi. Her dikey
cubuk ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3).
Karsilagtirma icin tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Ayn harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

3.5. Agir Metal ve NAC Uygulanan Bugday Fidelerinin Kok ve Siirgiinlerinin
Toplam Fenolik Madde (TFM) Icerigi ve Fenil Alanin Amonyum Liyaz
(PAL) Aktivitesi

Agir metal ve NAC uygulanan Ceyhan-99 bugday ¢esidine ait kok ve siirgilinlerin
toplam fenolik madde igerikleri Tablo 3.3’te verilmistir.

Calismada secilen agir metaller ile muamele edilen bugday fidelerinin koklerinde
TFM igerigi kontrol grubuna kiyasla (22,13 mg 100 g') istatistiksel olarak énemli (P <
0,05) diizeyde arttig1 saptanmistir. TFM igerigi agir metal uygulanan gruplarda 46,79 —
86,88 mg 100 g arasinda oldugu ve en yiiksek artisin Cd uygulanan grupta (86,88 mg 100
g") oldugu tespit edilmistir. Yalnizca NAC uygulanan kontrol grubunda TFM igerigi
(34,81 mg 100 g") hicbir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, agir metal uygulanan gruplarda NAC uygulamasinin

yapilmasi ile TFM igerigi [39,19 (Pb + NAC) — 70,97 mg 100 g"' (Cd + NAC)] kontrol
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grubuna kiyasla artis gosterdigi, ancak agir metal uygulanan gruplara kiyasla azaldig:
kaydedilmistir.

Uygulama yapilmayan bugday fidelerine ait siirgiinlerde TFM icerigi 82,94 mg 100
g ve yalnizca NAC uygulamasinin yapildigi kontrol grubunda ise 76,10 mg 100 g™' olarak
belirlenmistir. Yalnizca agir metal uygulanan bitkilere ait koklerde benzer sekilde TFM
igeriginin (101,67— 125,81 mg 100 g') kontrol grubuna kiyasla artis gosterdigi tespit
edilmistir. En yiiksek artisin da Hg grubunda oldugu belirlenmistir. Agir metal + NAC
uygulama gruplarinda, TFM iceriginin [77,23 (Cd + NAC) — 84,24 mg 100 g' (Hg +
NAC)] kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak énemli (P < 0,05) diizeyde bir degisim
olmadig1 ancak yalnizca agir metal uygulamasmin yapildigi gruplara kiyasla azaldigi
belirlenmistir.

Kokteki agir metal uygulama gruplarinda PAL aktivitesi TFM igerigine benzer
sekilde kontrol grubuna kiyasla (0,45 U mg™' protein) daha yiiksek oldugu belirlenmistir ve
en yiiksek PAL aktivitesi Cd uygulama grubunda (1,14 U mg™ protein) kaydedilmistir.
PAL aktivitesi Pb + NAC grubu (0,50 U mg™ protein) hari¢ diger agir metal + NAC
uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak oénemli (P < 0,05)
diizeyde artis gosterdigi tespit edilmistir.

Bugday fidelerine ait siirglinlerin PAL aktivitesi Tablo 3.3’te goriildiigii gibi agir
metal ve agir metal + NAC uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla (0,23 U mg”
protein) istatistiksel olarak onemli (P < 0,05) derecede arttig1 belirlenmis ve en yliksek
artislar sirastyla Cu (0,33 U mg™ protein) ve Cd + NAC (0,34 U mg™' protein) uygulama
gruplarinda oldugu kaydedilmistir.

3.6. Agir Metal ve NAC Uygulanan Bugday Fidelerinin Kok ve Siirgiinlerine Ait
Antioksidan Kapasite (AK) Degerleri ve Hidrojen Peroksit (H,0,) Icerigi

Agir metal ve NAC uygulamalarina maruz birakilan Ceyhan-99 bugday c¢esidine ait
kok ve siirgiinlerin farkli yontemler ile belirlenen AK (DPPH, FRAP ve CUPRAC)
degerleri ve H,O, igerigi Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Bugday fidelerine ait koklerde AK degerlerinin agir metal uygulamalar ile kontrol
grubuna kiyasla (DPPH 0,23, FRAP 0,85 ve CUPRAC 0,94 pmol Trolox g') arttig1 tespit
edilmis, en yiiksek artisin DDPH ve CUPRAC i¢in Cu grubunda (1,08 ve 2,92 pumol
Trolox g"), FRAP icin Cd uygulama grubunda (FRAP 4,83 umol Trolox g') oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde agir metal + NAC gruplarinda da AK degerleri kontrol
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grubuna kiyasla arttig1 ve en yiiksek artisin Cu + NAC uygulama grubunda (DPPH 0,80,
FRAP 3,99 ve CUPRAC 2,45 pmol Trolox g) oldugu kaydedilmistir.

Stirglinlerde de AK degerleri agir metal ve NAC uygulamalar ile artmis ve en
yiiksek AK degerleri agir metal gruplar1 arasinda Hg uygulama grubunda (DPPH 1,24,
FRAP 7,55 ve CUPRAC 5,30 pumol Trolox g'), agir metal + NAC uygulama gruplar
arasindan da Hg + NAC grubunda (DPPH 1,11, FRAP 7,24 ve CUPRAC 4,26 pmol
Trolox g) belirlenmistir.

Tablo 3.3’te goriildiigii gibi agir metal stresi altinda koke ait tiim uygulama
gruplarinda H,0, igeriginin 62,40 (Pb) ile 113,54 nmol 100 g’ (Cu) arasinda degistigi ve
kontrol grubuna kiyasla (50,10 nmol 100 g™) istatistiksel olarak énemli diizeyde (P < 0,05)
arttigr belirlenmistir. H,O, igerigini kokte en fazla Cu uygulamasiin arttirdig tespit
edilmistir. NAC muamelesinin kokte agir metal + NAC uygulama gruplarinda H,O,
iceriginde, yalnizca agir metal uygulama gruplarina kiyasla azalmaya neden oldugu
belirlenmistir. Ancak Cu + NAC (106,61 nmol 100 g™') ve Cd + NAC (66,62 nmol 100 g)
gruplarinda H,O, igeriginin kontrol grubuna kiyasla arttig1 belirlenmistir.

Siirglinlere ait agir metal uygulama gruplarinda H,O, igeriginin kontrol grubuna
kiyasla (77,00 nmol 100 g) arttig1 ve 104,33 (Hg uygulama grubu) — 137,90 nmol 100 g’
(Cu uygulama grubu) arasinda degistigi belirlenmistir. Agir metal + NAC uygulama
gruplarinda ise H,0, iceriginin [83,23 (Cd + NAC grubu) — 122,10 nmol 100 g (Cu +
NAC grubu) arasinda degismektedir] agir metal uygulama gruplarina kiyasla azaldigi,
ancak kontrol grubuna kiyasla artti1 kaydedilmistir.



Tablo 3.3. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerinde TFM (mg GA 100 g') icerigine, AK
(DPPH, FRAP ve CUPRAC, pmol Trolox g') degerlerine, PAL (U mg™ protein) aktivitesine ve H,O, (nmol 100 g™)
igerigine olan etkisi. Her deger ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma i¢in tek yonlii
varyans analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Her kolon kendi iginde karsilastirilmistir ve ayni harf ile gdsterilen
degerler arasinda P < 0,05 seviyesinde fark yoktur.

Kok
Uygulamalar PAL TFM DPPH FRAP CUPRAC H,0,
Kontrol 0,45+ 0,02° 22,13 +0,25° 0,23 +0,02° 0,85+0,01° 0,94 + 0,04° 50,10 = 2,24°
NAC 0,50 +0,01° 34,81+ 1,82° 0,43+0,01° 1,55+0,17° 1,37+0,11° 54,20 + 0,65°
Cu 0,66 + 0,04 74,80 + 2,69° 1,08 + 0,028 476 +0,15" 2,92 +0,03" 113,54 +0,71"
Cd 1,14 + 0,03 86,88 + 3.41" 0,97 + 0,02 483 +0,11" 2,70 +0,16% 81,13 +0,88"
Hg 1,04 +0,06° 72,12+ 5,19° 0,97 +0,07" 427+ 026" 2,74 +0,11% 78,06 + 1,80°
Pb 0,81 + 0,04¢ 46,79 + 2,95° 0,68 + 0,04¢ 3,80 + 0,22 2,02 + 0,087 62,40 + 0,50°
Cu+NAC 0,60 +0,01° 58,62 + 3,294 0,80 + 0,03° 3,99 + 0,06 2,45+ 0,08 106,61 + 1,718
Cd+NAC 1,06 +0,02° 70,97 + 2,69 0,79 + 0,03° 3,59 + 0,09% 2,18 +0,09° 66,62 + 0,77¢
Hg+NAC 0,70 + 0,05° 45,79 + 3,68° 0,50 £ 0,01° 1,84 +0,08° 1,65 +0,02¢ 53,64 +0,25"
Pb+NAC 0,50 £ 0,08* 39,19+ 1,97 0,53 £0,01° 3,45 + 0,029 1,66 + 0,08° 55,92 + 1,50°
Siirgiin
Kontrol 0,23 +0,03" 82,94 + 3,69 0,66 +0,01° 5,09 £0,03® | 3,40+0,08" | 77,00+ 1,73°
NAC 0,19 +0,02° 76,10 + 2,65° 0,65+0,01" | 4,98+0,14%" 3,17+0,14* | 69,57 +0,38"
Cu 0,33 +0,01% 101,67 + 2,92° 1,07 +0,02¢ 5,70 + 0,09¢ 3,97 £0,06% | 137,90 + 3,38"
Cd 0,26 +0,01° 111,21 +2,11¢ 1,20 +0,02° 5,24 +0,24° 3,60+ 0,17 | 127,46 + 11,13°
Hg 0,32 +0,01% 125,81 £2,19° 1,24 + 0,02 7,55+ 0,247 530+040" [ 104,33 +0,95°
Pb 0,27 +0,01° 109,61 + 2,991 1,08 +0,02¢ 6,26 0,190 | 4,05+0,21% | 128,00+ 3,00°
Cu+NAC 0,31 +0,01° 80,49 + 3,36™ 0,75 +0,01° 492 +0,12° 3,61 £0,13" | 122,10 +2,79°
Cd+NAC 0,34 + 0,02° 77,23 £0,72° 1,02 +0,01° 5,79+ 0,19 3,78 +0,17° | 83,23 +0,72°
Hg+NAC 0,28 £0,01° 84,04 + 3,827 1,11 +0,02¢ 7,24 +0,01° 426 +0,09° | 94,00+ 1,00°
Pb+NAC 0,26 + 0,02° 83,71 £2,65° 0,75 +0,02° 5,91 +£0,26° 3,88+ 0,17 | 91,63 +0,25°

125
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3.7. Agir Metal ve NAC Uygulamasi Yapilan Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerine Ait Fenolik Asit (FA) I¢erigi

Bugday fidelerine ait kok ve siirgiinlerde, agir metal ve NAC uygulamasi etkisinde
FA igerigine ait degisimler sirasiyla Tablo 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7’de verilmistir.

Bugday cesidinin koklerinde p-hidroksibenzoik asit (»-HBA), vanilik asit (VaA), p-
kumarik asit (p-KuA) ve ferulik asit (FeA) olmak iizere 4 farkli serbest formda fenolik asit
belirlenmistir. Hi¢bir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubunda yalnizca p-KuA (2,3 -
0,8 ng g')in varhg tespit edilmistir. Serbest toplam FA (ZFA) iceriginin koke ait agir
metal uygulama gruplarinda 193,6 (Cu) — 2961,3 ng g (Hg) arasinda, agir metal + NAC
uygulama gruplarinda ise 6,4 (Hg + NAC) - 2486,5 ng g"' (Cd + NAC) arasinda degistigi
ve her iki uygulama gruplarina ait serbest ZFA igeriklerinin kontrol grubuna (2,3 ng g™')
kiyasla daha yiiksek oldugu kaydedilmistir.

Stirgiin gruplarinda p-HBA, VaA, p-KuA, FeA, siringik asit (SrA) ve salisilik asit
(SaA) olmak tiizere 6 farkli serbest formda FA varligi tespit edilmistir. Serbest formda
FA’ler arasinda yalnizca p-KuA (0,4 ng g') ve FeA (1,2 ng g) hicbir uygulamanin
yapilmadig1 kontrol grubunda tespit edilmistir. Agir metal uygulama gruplarinda p-HBA
iceriginin 21,0 — 107,2 ng g, VaA igeriginin 35,0 — 289,3 ng g, SrA igeriginin 43,1 —
1173,9 ng g, p-KuA igeriginin 11,2 — 5,8 ng g, FeA igeriginin 83,3 — 585,0 ng g, SaA
iceriginin 87,7 — 881,7 ng g' arasinda degistigi belirlenmistir. Agir metal + NAC
uygulama gruplarinda ise p-HBA igeriginin 42,2 — 159,73 ng g, VaA igeriginin 63,7 —
3552 ng g, SrA igeriginin 80,6 — 1924,2 ng g”', p-KuA igeriginin 17,5 — 73,1 ng g”', FeA
iceriginin 184,9 — 1096,4 ng g, SaA igeriginin 74,9 — 169,8 ng g arasinda degistigi
kaydedismistir. Serbest formda XFA igeriginin agir metal uygulama gruplarinda 193,6 (Cu)
—2961,3 ng g (Hg) arasinda, agir metal + NAC uygulama gruplari 436,8 (Pb + NAC) —
3778,4ng g (Cd + NAC) arasinda degistigi belirlenmistir,

Bugday fidelerine ait kok ve siirgilinlerde ester formunda FA degisimleri Tablo 3.5’te
gosterilmektedir. Koke ait uygulama gruplarinda protokatesik asit (PKA), p-HBA, VaA,
SrA, p-KuA, sinapik asit (SiA) ve FeA olmak iizere toplamda 7 farkli ester formunda FA
icerigi belirlenmistir. Bu FA arasinda tiim uygulama gruplarinda en yiiksek miktarda
bulunan ester formunda FA FeA oldugu kaydedilmistir. Toplam hidroksibenzoik asit
(YHBA) igeriginin agir metal uygulama gruplarinda 505,1 (Cd) — 1520,3 ng g (Cu), agir
metal + NAC uygulama gruplarinda 572,1 (Cd + NAC) — 2124,8 ng g (Cu + NAC)



Tablo 3.4. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerinde serbest formda FA igerigine olan etkisi. Her deger
ortalama + standars hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Her satir kendi i¢inde karsilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05 seviyesinde fark

yoktur.
Kok
Uygulamalar p-HBA VaA p-KuA FeA XHBA XHSA XFA
Kontrol nd + 0,00 nd £ 0,00 2,3+0,1° nd £ 0,00 - 23 23
NAC nd + 0,00 nd + 0,00 0,8 +0,1° nd + 0,00 - 0,8 0,8
Cu 2,2+0,2° 3,4£1,5° 4,1+0,2° 17,0 + 0,4° 5,6 21,1 26,7
Cd 3,6 +0,4° 73+1,7° 5,5+0,8" 58,1 +6,5° 10,9 63,6 74,5
Hg 353,4 +31,2° 336,5 + 28,7¢ 367,6 + 50,9° 1639,5 + 53,7° 689,9 2007,1 2697,0
Pb 14,7 +3,2° 40,9 + 3,2° 30,3 +5,1° 91,6 + 1,4 55,6 121,9 177,5
Cu + NAC 11,0 £ 0,4° 21,3+2.8° 27.4+12° 1162 +3,1° 32,3 143,6 175,9
Cd + NAC 89,3 + 10,6" 223,6 +31,7° 98,4 + 8,9 20752 + 17,6 312,9 2173,6 2486,5
Hg + NAC 1,9+0,1° nd + 0,00 2,3+0,2° 22+0,3° 1,9 4,5 6,4
Pb + NAC 253 +1,7° 112,8 £17,4° 37,3 +£3,5° 323,7+17,5¢ 138,1 361,0 499,1
Siirgiin
p-HBA VaA SrA p-KuA FeA SaA THBA XHSA XFA
Kontrol nd + 0.00 nd + 0.00 nd + 0.00 0,4 +0,0° 1,2+0,2° nd + 0.00 - 1,6 1,6
NAC 92.1+6,1¢ 1452 +£5,0° 251,4+3,8° 418+1,7°  314,5+4.8¢ 332+0,5" 521,9 356,3 8782
Cu 21,0+ 1,6 35,0 +2,1° 43,1 + 2.4 112+0,8>  833+14° nd + 0.00 99,1 94,5 193.,6
Cd 71,8 +4,1° 195,0 +2,3¢ 690,2 + 26,0° 48,7+ 1,68  3872+15° 118,9 + 4,5¢ 1075,7 4359 15116
Hg 68,9 + 6,8° 289.3 + 15,6° 1173,9+32,17 46,0+ 14"  501,5+20,5" 881,7+28,5" 24138 5475 29613
Pb 107,2 £5,8° 227,1 £82° 904,9 + 18,1° 558+0,7" 5850+ 14,1¢ 87,7+ 1,1° 1326,9 640,8  1967,7
Cu+NAC 422+1,7° 74,2 + 4.4 184,9 +5.4° 17,5 +0,4° 184,9 + 3,2¢ nd £ 0.00 301,3 202,4  503,7
Cd+NAC  159,7+343%  3552+98" 19242 +9948  73,1+2,0/ 1096,4 +33.8"  169,8 +6,2° 2608,9 1169,5 37784
Hg +NAC 1206+ 1,8 243,8 £3.9" 713,6 + 8,6 61,1 1,6 592,0 + 21,9¢ 74,9 £1,3° 1152,9 653,1 1806,0
Pb+NAC 48,1+6,1° 63,7 +4.2° 80,6 + 2,3" 240+ 1,4 2103+2,5° 10,1 +0,3* 202,5 2343 4368

p-HBA: p- hidroksibenzoik asit; VaA: Vanilik asit; p-KuA:p-Kumarik asit; FeA: Ferulik asit; SrA: Siringik asit; SaA: Salisilik asit; HBA: Hidroksibenzoik asit; HSA:
Hidroksisinamik asit; FA: Fenolik asit
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arasinda degistigi tespit edilmistir. Toplam hidroksisinamik asit (3} HSA) igeriginin agir
metal uygulama gruplarinda 2488,3 (Pb) — 5925,6 ng g (Cd), agir metal + NAC uygulama
gruplarinda 684,0 (Hg + NAC) — 71734 ng g' (Cu + NAC) arasinda degistigi
saptanmistir. Yalnizca agir metal uygulamasi yapilan gruplarda ester formunda XFA
iceriginin kontrol grubuna kiyasla (1566,5 ng g) arttig1 kaydedilirken, agir metal + NAC
uygulama gruplari arasinda ise yalnizca Hg + NAC (1537,1 ng g') grubunda artis
belirlenememistir.

Bugday fidelerine ait siirgiin uygulama gruplarinda koke ait ester formunda FA’lere
ek olarak kafeik asit (KaA) belirlenmis ve toplamda 8 farkli FA’in varlif1 tespit edilmistir.
Siirgiin gruplarinda da en yiiksek miktarda bulunan FA’in FeA oldugu belirlenmistir.
YHBA iceriginin agir metal uygulama gruplarinda 2160,4 (Cu) — 4198,9 ng g (Cd), agir
metal + NAC uygulama gruplarinda 1459,2 (Cu + NAC) — 3384,8 ng g" (Hg + NAC)
arasinda degistigi belirlenmistir. > HSA igeriginin agir metal uygulama gruplarinda
29708.,0 (Hg) — 70893,9 ng g (Pb), agir metal + NAC uygulama gruplarinda 30532.2 (Cu
+NAC) — 136925,0 ng g (Hg + NAC) arasinda degistigi kaydedilmistir. Ester formunda
YFA igeriginde siirgiine ait uygulama gruplari arasinda yalnizca Pb (73840,5 ng g') ve Hg
+ NAC (140309,8 ng g'') gruplarinda kontrol grubuna kiyasla (48154,3 ng g') artis tespit
edilmistir.

Bugday c¢esidine ait fidelerin kdk ve siirgiinlerinde belirlenen glikozit formunda
FA’ler Tablo 3.6’da verilmistir. Tespit edilen kok ve siirgiinlere ait glikozit formunda
FA’leri PKA, gentisik asit (GA), p-HBA, KaA, VaA, SrA, p-KuA, SiA ve FeA’tir. Hi¢bir
uygulamanin yapilmadigr kok kontrol grubunda en yiiksek miktarda bulunan glikozit
formunda FA’in SrA (1020,7 ng g™") oldugu tespit edilmistir. KSke ait agir metal uygulama
gruplarinda YHBA igeriginin 1725,3 (Pb) — 5663,7 ng g (Cu) arasinda, NAC + agir metal
uygulama gruplarinda ise 2429,7 (Cd + NAC) — 4817,3 ng g'1 (Cu + NAC) arasinda
degistigi belirlenmistir. Agir metal gruplarmin YHSA igeriginin 852,7 (Pb) — 3925,9 ng g’
(Cu), NAC uygulamasi yapilan agir metal gruplarinda ise 454,7 (Hg + NAC) — 3428,3 ng
g” (Cu + NAC) arasinda degistigi kaydedilmistir. Bugday fidelerinin koklerine ait glikozit
> FA iceriginin agir metal ve agir metal + NAC uygulama gruplarinda hi¢bir uygulamanin
yapilmadig1 kontrol grubuna kiyasla (1943,7 ng g™') artis tespit edilmistir. Siirgiinlerin agir
metal gruplarinda glikozit formunda YHBA igeriginin 5054,3 (Pb) — 10922,1 ng g (Cd),

arasinda, YHSA igeriginin ise 2711,3 (Hg) — 5367,0 ng g' arasmnda degistigi
kaydedigmistir.



Tablo 3.5. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerinde ester formunda FA igerigine olan etkisi. Her deger
ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Her kolon kendi i¢inde karsilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05 seviyesinde fark

8¢

yoktur.
Kok
Uygulamalar PKA p-HBA VaA SrA p-KuA SiA FeA XHBA XHSA XFA
Kontrol 46,8 + 2,5 63,9+53"  297,0+6,7° 253,1 £3.4° 498 + 1,7 46,9 + 2,1 809,0 + 9,8° 660,8 9057 15665
NAC 29.6 + 1,0° 62,5+2,1°  187,9+10,1° 223,1 +4,5¢ 61,4+29° 83,9 +6,7° 1380,0 +£26,0°  503,1 15253 20284
Cu 182,5+6,2"  320,5+52° 668,8+20,3" 348,5+7,6°  210,4+202% 463,1£6,9° 4498,5+ 88,9 15203 5172,0 66923
Cd 42,9 +0,6™ 107,1 £6,9°  295,1 + 12,6° 60,0 + 0,5 1628+ 13,1° 1196,0 +110,2° 4566,8 + 157,8¢ 505,1 59256 6430,7
Hg 1062 +4,6°  581,6+20,5° 497,0+6,6' 113,5+3,3° 173,9+33,4° 177,8+4,7° 3716,7+54,9°  1298,3 4068,4 5366,7
Pb 100,1 £ 1,27 104,7+£33%  562,9 + 84° 2463 +7,5° 1913+ 12,5 204,2+38,7° 2092,8 £45,9.3% 1014,0 2488,3 3502,3
Cu+NAC 2352+4,0'  4262+8,6% 942,1+65 5213+11,1"  2699+52° 5751+ 16,8° 6328,4 +241,7" 2124,8 7173,4 92982
Cd + NAC 86,0 +0,2° 97,1+22°  209,5+2,5" 179,5+7,1° 130,7+5,9°  1192,0+13,4° 4129,5+758"  572,1 54522 6024,3
Hg + NAC 70,5 + 3,9¢ 1133 +10,5° 3858 +11,7° 283,5+2,7" 572+9,6 48,4 +0,8° 578,4 +22.7° 853,1 684,0  1537,1
Pb + NAC 40,4 +0,7° 69,2+ 1,4  265,0+59° 2122 +11,00 72,9+5,6° 83,1 £11,8° 940,7 £9,1° 586,8 1096,7 1683,5
Siirgiin

PKA p-HBA KaA VaA SrA p-KuA SiA FeA YHBA XHSA XFA
Kontrol 197,5+8,9° 61,0 +1,9° 50,7 £0,5° 114,6 +33,1* 752,9+5,7°  861,2 +70,2% 3582 +23,1° 457582 +1162,4° 1126,0 47028,3 481543
NAC 3458 +16,8° 93,5+ 1,7  106,3 +2,6° 228, +53% 13844 +20,7° 1260,5+65,9° 721,8+8,4° 772482+3282" 2051,8 79336,8 81388,6
Cu 198,1+4,7° 61,9+0,5° 27,0+1,8* 2351+4,9" 16653 +20,1 507,3+47,7" 691,8 +20,6* 45217,1 +1031,0° 2160,4 46443,2 486036
Cd 153,0+8,6° 934424 363+2,0° 506,8+2,7" 34457 +544% 5293 +65,6™ 22287 +55,6" 51825,6+2242,6° 4198,9 54619,9 588188
Hg 1299 +4,7% 87,0+2,4° 26,0+09* 386,4+17,0° 2407,8+82,9" 252,9+233" 680,9+135,3° 287482 +62,1°  3011,1 29708,0 32719,1
Pb 212,6 £10,1° 99,0+ 1,2° 47,9+2,0° 341,4+3,6° 2293,6+70,9" 912,1+£30,00 7755+2,9% 691584 +853,6° 2946,6 708939 73840,5
Cu+NAC 132,1 £6,3™ 61,6 +04* 52,5+0,3% 221,0+8,4" 1044,5+16,1° 381,7+292™ 5325+74° 29565,5+827,9*° 14592 30532,2 31991,4
Cd+NAC287,2+213% 80,9+1.2° 54,0+1,8° 426,1+2,.8% 20583 +34,8° 572,0+86,9° 946,2+38,5 52074,5+891,8° 28525 53646,7 564992
Hg + NAC 404,3 +232" 1182+22" 149,7+0,8" 422,5+4,98 2439,8+157,7" 1995,0 + 182,17 1266,4 + 47,38 133513,9 +2573,58 3384,8 136925,0 140309,8
Pb+NAC 107,4+2,5° 782+1,6° 823+1,6" 211,1+58" 1364,7+31,3° 7472+ 143" 788,0+14,5° 59266,1 +1311,7° 1761,4 60883,6 62645,0

PKA: Protokatesik asit; p-HBA: p- hidroksibenzoik asit; VaA: Vanilik asit; p-KuA:p-Kumarik asit; FeA: Ferulik asit; SrA: Siringik asit; SaA: Salisilik asit; SiA: Sinamik
asit; KaA: Kafeik asit; HBA: Hidroksibenzoik asit; HSA: Hidroksisinamik asit; FA: Fenolik asit
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Agir metal + NAC gruplarinda ise YHBA igeriginin 4028,1 (Cu + NAC) — 10066,1 ng g (Cd
+ NAC) arasinda, YHSA iceriginin ise 2812,1 (Cu + NAC) — 61954 ng g (Pb + NAC)
arasinda degisiklik sergiledigi tespit edilmistir. Siirgiinlere ait glikozit formunda ) FA
iceriginin ise kontrol grubuna kiyasla (8668,2 ng g”) Cu (11143,4 ng g") ve Cd (16294,3 ng
g) uygulama gruplarinda arttig1, agir metal + NAC gruplari arasinda yalmzca Cu + NAC
(6840,2 ng g) uygulanan grupta diistiigii belirlenmistir.

Bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerine ait ester-bagli formda FA igerigindeki

degisimler Tablo 3.7’de gosterilmistir. Koke ait uygulama gruplarinda p-HBA, p-KuA, SiA
ve FeA olmak iizere 4 farkli ester-baglh formda FA igerigi belirlenmistir. Bu FA arasinda tiim
uygulama gruplarinda en yiiksek miktarda bulunan FA’in FeA (255573,9 — 625217,7 ng g™)
oldugu tespit edilmistir. Agir metal uygulama gruplarinin ) HBA igeriginin 55,7 (Pb) — 600,8
ng g (Hg) arasinda, YHSA igeriginin ise 279210,4 (Hg) — 628867,3 ng g (Cu) arasinda
degistigi belirlenmistir. Agir metal + NAC gruplarinda Y HBA igeriginin 31,0 (Pb + NAC) —
526,6 ng g' (Cu + NAC) arasinda, YHSA iceriginin ise 339173,0 (Hg + NAC) — 731773,6
ng g' (Cu + NAC) arasinda degisiklik sergiledigi kaydedilmistir. Koke ait ester bagli YFA
iceriginde yalnizca Hg uygulanan Hg (279811,2 ng g') ve Hg + NAC (339226,8 ng g)
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla (378804,0 ng g') diisiis kaydedilmistir.
Stirgilinlere ait uygulama gruplarinda SrA, p-KuA, SiA ve FeA olmak lizere 4 farkli ester-
bagli formda FA igerigi tespit edilmistir. Ester-bagli formda ) HBA iceriginin agir metal
gruplarinda 75,6 (Pb) — 187,3 ng g (Cd) arasinda, agir metal + NAC gruplarinda ise 102,0
(Hg + NAC) — 183,0 ng g' (Cd + NAC) arasinda degisiklik sergiledigi belirlenmistir. Ester-
bagh formda YHSA iceriginin ise agir metal gruplarinda 176866,6 (Hg) — 327171,7 ng g
(Cd) arasinda, agir metal + NAC gruplarinda ise 236356,5 (Hg + NAC) — 3579552 ng g (Cd
+ NAC) arasinda degistigi tespit edilmistir. Siirglin uygulama gruplarinda ester-bagl formda
Y'FA igeriginin kontrol grubuna kiyasla (161774,3 ng g') artis gosterdigi ve en yiiksek
artislarm Cd (Cd grubunda 327359,0 ve Cd + NAC grubunda 358138,2 ng g") uygulanan
gruplarda oldugu kaydedilmistir.



Tablo 3.6. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirglinlerinde glikozit formunda FA icerigine olan etkisi. Her deger
ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Her kolon kendi i¢inde karsilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05 seviyesinde fark

yoktur.
Kok
Glikozit Kontrol Hg Pb Cu +NAC Cd +NAC Pb + NAC
PKA 101,2+4,39 552,6 + 15,18 135,7+8,8" 744+43° 584,9+82" 105,3 + 8,6° 64,1 +6,9°
p-HBA 49,6 + 1,0° 642,2+3138  3351+12,5° 817,9+119" 648+5,8" 593,5+13,5 2222+10,7¢ 83,3+ 1,2°
KaA 2,5+04° 259+25"  87+04° 44,4 + 0,98 11,0 +0,9° 23,6+ 1,5°
VaA  352,6+12,9" 4354+19,1° 1869,0+ 654" 914,9+17,7° 734,6+10,1° 823,0+ 14,6° 1653,7+31,2¢8 931,1+£22,1° 914,5+7,9¢ 1054,2 + 30,6
SrA  1020,7 + 80,6° 1007,6 +22,9° 2599,9 + 81,62 3604+ 11,7 311,9+10,1* 763,0+7,3° 19852 +48,8" 1171,1+44,1¢ 1941,8+90,9" 1765,0 + 74,5
p-KuA 19,7+0,3" 902,7+13,1'  3622+72% 289,1+63° 683+1,9% 792,7+87"  3343+32f 39,6 +0,5%
SiA 96,6 6,5 3764 +259"  9296+6,6" 959+7,6° 1692+69° 303,8+57°  846,6+ 15,28 105,5 + 14,0
FeA 3008+ 157* 373,7+17,7° 26024+ 16,6" 24286 +67,5% 1158,0+8,5¢ 606,5+7,0° 2287.4+51,3" 1843,7+16,8° 297.8+6,8" 3308+ 13,4®
THBA 1524,1 2000,1 1725,2 4817,3 2429,7 2966,6
THSA 419,6 1568,9 852,7 3428,3 3035,6 499,5
TFA  1943,7 3569,0 2577,9 8245,6 5465,3 3466,1
Siirgiin
PKA 1465+0,8° 1528,0+1,2° 745+50°  76,5+2,1°  133,7+43° 246,1 +49" 171,7 2,59
GA  90,1+23" 6455+93% 217,6+1,7" 1219443 1444+37° 9673+12,8" 142,5+11,7° 172,0+2.2¢
p-HBA 1457 +4.8° 239.6+3,4"  1062+1,7* 1334+39° 123,5+54° 2538+3,7¢ 2532+ 11,6°
KaA 2792 +44°  420,9+ 15,8 2424+7,5°  3941+6,6° 3808+9,5¢ 371,6+9,7¢ 609,1 +9.5'
VaA  341,5+4,1*°  438,5+35,9" 491,9+549% 787,04+ 157" 4243+51% 45334275 377,6+204" 6453 +20,1° 5283+656° 751,4+2,6
SrA  2923,0 +54,9* 3932,6 +67,8° 4697,3 +205,8° 9076,8 +216,284314,7 + 147% 4269,2 +99.1¢ 3248,9 + 66,3° 7953,6 £ 99.8"  4676,7 +24,4° 7814,1 + 99,6
p-KuA 157,5+3,7% 147,6 £6,6% 759+39*  983+25  879+4)5" 1494 £ 62 1473+92%  163,2+428
SiA  540,7+8,7°  7039+54,1° 663,9+249% 1111,8+92,5¢ 5292+7,9° 466,1+6,5° 390,6+11,6° 1000,1 + 583" 682.8 +6,8° 815,2+9,8°
FeA  4044,0+160,7¢ 5030,9+115,6° 4210,5+679,0% 3588,9+256,8° 1863,8+20,7° 2547,4+83,4° 1952,8+67,0° 4672,7+462,0° 4234,0+56,9° 4607,9+203,2°
THBA 36468 5137,3 5054,3 4028,1 10066,1 9162,4
THSA 5021,4 2711,3 3505,9 2812,1 6193,7 6195,4
TFA 86682 7848,6 8560,2 6840,2 16259,8 15357,8

PKA: Protokatesik asit; p-HBA: p- hidroksibenzoik asit; VaA: Vanilik asit; p-KuA:p-Kumarik asit; FeA: Ferulik asit; SrA: Siringik asit; SiA: Sinamik asit; KaA: Kafeik
asit; GA: Gentisik asit; HBA: Hidroksibenzoik asit; HSA: Hidroksisinamik asit; FA: Fenolik asit
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Tablo 3.7. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve stirglinlerinde ester-bagli formunda FA igerigine olan etkisi. Her
deger ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way

ANOVA) kullanilmistir. Her kolon kendi i¢inde karsilastirilmistir ve aymi harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

Kok
Uygulamalar p-HBA p-KuA SiA FeA XHBA XHSA XFA
Kontrol 46,1 + 1,3° 25684,2 + 727,8° 135,0 + 19,6™ 352938,7 + 8212,3° 46,1 378757.9 378804,0
NAC 37,3 +0,7° 27038,3 £ 320,9° 117,5 3,3 34411942 + 7540,2° 37,3 371350,0 3713873
Cu 377,5 + 20,6° 994948 + 3684,3° 857,6 + 35,6° 528514,9 + 10672,2" 377,5 6288673 629244.8
Cd 208,1 +21,0° 35608,6 = 1065,2° 1101,1 +61,2° 491566,1 + 4779,7° 208,1 5282758 528483,9
Hg 600,8 + 36,3" 23475,5 + 670,5° 161,0 + 24,5% 255573,9 + 9082,3° 600,8 2792104 279811,2
Pb 55,7+ 7,7 40866,6 + 1458,8" 243,1 £ 10,9° 543581,4 + 7063,2" 55,7 584691,1 584746,8
Cu+NAC 526,6 + 67,5° 105463,8 + 8472,7¢ 1092,1 + 85,9° 625217,7 + 38554,6° 526,6 731773,6 732300,2
Cd+NAC 1344 +£5,5° 38906,1 + 894,5° 873,2 + 58,99 545016,6 + 56602 134.,4 5847959 584930,3
Hg+NAC 53,8+ 1,7° 27037,7 + 611,8" 98,2 + 5,0° 312037,1 +3166,7° 53,8 339173,0 3392268
Pb+NAC 31,0 +3,9° 24519,2 + 877,0° 207,6 +21,6% 417529,6 + 17831,0¢ 31,0 4422564 4422874
Stirgiin

SrA p-KuA SiA FeA THBA THSA YFA
Kontrol 77,8 +3,2° 47854 + 160,5° 61,1 +6,5° 156850,0 = 3964,9° 77,8 161696,5 161774,3
NAC 100,7 + 6,4 6835,5 +51,7° 123,6 + 13,1¢ 215591,8 + 18387,5° 100,7 222550,9 222651,6
Cu 114,9 + 6,8° 6368,0 + 15,1¢ 1243 + 16,4° 260372,6 + 6740,6° 114,9 266864,9 266979,8
Cd 187,3 £22,9° 8539,7 + 256,38 143,0 +5,4° 318489,0 + 17005,1¢ 187,3 327171,7 327359,0
Hg 116,8 + 11,2° 3385,0 + 84,9° 100,6 + 11,2¢ 173381,0 + 9078,1° 116,8 176866,6 176983 ,4
Pb 75,6 + 6,7 5937,6 + 134,9° 81,9+ 11,7° 231804,9 + 12398,3" 75,6 2378244 237900,0
Cu+NAC 150,6 + 15,0° 7050,5 + 52,7° 133,6 + 12,6% 281021,3 + 13475,7° 150,6 288205,4 288356,0
Cd+NAC 183,0 + 12,0" 10700,2 + 137,5" 179,5 + 17,4 347075,5 + 5363,6° 183,0 3579552 3581382
Hg+NAC 102,0 + 4,0 7504,9 + 119,5" 100,8 +5,7° 228750,8 + 10175,2° 102,0 236356,5 236458,5
Pb+NAC 136,5 +4,1¢ 7509,1 + 175,3" 68,9 +12,3° 260911,5 + 5746,6° 136,5 268489,5 268626,0

p-HBA: p- hidroksibenzoik asit; VaA: Vanilik asit; p-KuA:p-Kumarik asit; FeA: Ferulik asit; SrA: Siringik asit; SiA: Sinamik asit; HBA: Hidroksibenzoik asit; HSA:

Hidroksisinamik asit; FA: Fenolik asit

19
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3.8. Agir Metal ve NAC Uygulamalarmmn Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde Glutatyon (GSH) I¢erigine Olan Etkisi

Agir metal ve NAC uygulama kosullarinda bugday fidelerinin kdk ve siirgiinlerinde
GSH igerigindeki degisim Sekil 3.10°da gosterilmistir.

Koklere ait uygulama gruplarinda yalnizea Cu (12,53 pmol 100 g™) ve Cu + NAC
uygulamalarinin (12,06 pmol 100 g') GSH igeriginde kontrol grubuna kiyasla (11,26
umol 100 g) istatistiksel olarak énemli diizeyde (P < 0,05) bir degisime neden olmadig
belirlenmistir. Ayrica GSH igeriginde Hg uygulamasinin (Hg uygulama grubu i¢in 8,26 ve
Hg + NAC uygulama grubu igin 9,36 pmol 100 g™') diisiise neden oldugu ancak Cd (16,57
umol 100 g') ve Pb (14,96 pmol 100 g') uygulamalarinin ise kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P < 0,05) artisa neden oldugu kaydedilmistir.
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Sekil 3.10. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve
stirglinlerinde GSH igerigine olan etkisi. Her dikey ¢ubuk ortalama
+ standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma
icin tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir.
kullanilmigtir. Her kolon kendi i¢inde karsilastirilmistir ve ayni
harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05 seviyesinde fark
yoktur.

Siirgline ait kontrol ve uygulama gruplarinda GSH igeriginin kok GSH igerigine
kiyasla daha yiiksek bulunmustur (Sekil 3.10). Hg uygulamasinin siirgiin GSH igeriginde
kontrol grubuna kiyasla 6,5 kat bir azalma ve Hg haric, agir metal uygulamalarinin GSH

iceriginde artisa neden olmustur. GSH igeriginin agir metal + NAC uygulama gruplari

arasinda, yalnizca Cu + NAC uygulama grubunda (93,84 pmol 100 g") arttig, diger



63

uygulama gruplarinda ise diistiigli ve en fazla diisiisiin Hg + NAC grubunda (38,55 pmol
100 g) oldugu tespit edilmistir.

3.9. Agir Metal ve NAC Uygulamalarinin Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde Sistein (cys) Icerigine Olan Etkisi

Agir metal ve NAC uygulanan fidelerin kok ve siirgiinlerine ait cys icerigi Sekil
3.11°da gosterilmektedir.

Koke ait agir metal uygulama gruplar arasinda, en yiiksek cys igerigi Cd (13,4 nmol
100 g) ve Hg (12,13 nmol 100 g™") uygulanan gruplarinda belirlenmis ve bu gruplarda cys
icerigi kontrol grubuna kiyasla (3,97 nmol 100 g™') istatistiksel olarak énemli diizeyde (P <
0,05) artig gosterdigi belirlenmistir. Ayrica agir metal + NAC gruplari arasinda da kontrol
grubuna kiyasla en fazla artisin Cd + NAC grubunda (25,06 nmol 100 g") oldugu
kaydedilmistir.

30 A mkok  msiirgiin
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Sekil 3.11. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve
stirglinlerinde cys igerigine olan etkisi. Her dikey c¢ubuk
ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3).
Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Ayn1 harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

Siirglin agir metal uygulama gruplarina ait cys iceriginin kontrol grubuna kiyasla

(9,32 nmol 100 g') istatistiksel olarak énemli diizeyde (P < 0,05) arttig1 ve en yiiksek
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artisin Cd (24,07 nmol 100 g) ve Hg (24,54 nmol 100 g ") uygulama gruplarinda oldugu
belirlenmistir. Agir metal + NAC uygulama gruplarinda ise Hg + NAC (9,92 nmol 100 g)

hari¢ diger gruplarda da cys igeriginin arttig1 belirlenmistir.

3.10. Agir Metal ve NAC Uygulamalarmmin Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde Prolin (pro) I¢erigine Olan Etkisi

Agir metal ve NAC uygulama kosullarinda bugday fidelerinin kdk ve siirgiinlerinde
pro igerigindeki degisim Sekil 3.12°de gdsterilmistir.

Koke ait gruplarda arasinda pro igeriginin yalnizca Cd uygulanan gruplarda (Cd
grubu icin 5,46 pmol g ve Cd + NAC i¢in 4,27 umol g) kontrol grubuna kiyasla (3,10
umol g) istatistiksel olarak énemli diizeyde (P < 0,05) arttig1, Pb uygulanan grupta ise
(2,73 umol g ') azaldig1 belirlenmistir.

Agir metal uygulamalarinin (Cu agir metali hari¢) bugday fidelerinin siirgiinlerinde
pro igerigini kontrol grubuna (2,67 umol g™') kiyasla istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P
< 0,05) artirdig1 ve en fazla artisin Hg uygulama grubunda (5,23 pmol g) oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglarin tam aksine agir metal + NAC uygulamalarinin Cd + NAC
uygulama grubunda pro iceriginde bir degisiklige neden olmadigi, ancak kontrollerle
karsilagtirildiginda diger gruplarda kontrol grubuna kiyasla bir azalmaya neden oldugu

kaydedilmistir.

3.11. Agir Metal ve NAC Uygulamalarmmmn Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde TBARS (Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Uriinleri)
Esdegerine Olan Etkisi

Calismada kullanilan bugday bitkisinin kok ve siirglinlerinde agir metal ve NAC
uygulamalarina bagli olarak TBARS degerinde meydana gelen degisimler Sekil 3.13’de
gosterilmektedir.

Agir metal uygulanan bitkilerin kok TBARS iceriginin higbir uygulamanin
yapilmadig1 kontrol gruplarina kiyasla (sirastyla 1,15 nmol g'l) istatistiksel olarak énemli
diizeyde (P < 0,05) arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek artis Cu (6,15 nmol
g") uygulama grubunda kaydedilmistir. Ote yandan NAC + agir metal uygulama
gruplarinda, agir metal gruplaria kiyasla TBARS igeriginde en belirgin azalma Hg + NAC

uygulama grubunda bulunmustur.
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Sekil 3.12. Agir metal ve NAC uygulamalariin bugday fidelerinin kok ve
stirglinlerinde pro igerigine olan etkisi. Her dikey ¢ubuk ortalama
+ standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma
i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) kullanilmustir.
Ayn1 harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05 seviyesinde

fark yoktur.
Siirgiine ait kontrol grubunda 5,79 nmol g olarak bulunmus olan TBARS icerigi
agir metal uygulama gruplarinda artis gostermistir. Buna gore en yiiksek artis Cd (8,94
nmol g"') ve Cu (8,74 nmol g") uygulama gruplarinda tespit edilmistir. Agir metal + NAC
uygulama gruplarinda TBARS igeriginin 5,61 ila 8,30 nmol g'1 arasinda degistigi

belirlenmistir. Bu grupta istatistiki olarak 6nemli bulunan en belirgin azalma Hg + NAC

tespit edilmistir.

3.12. Agir Metal ve NAC Uygulamalarinin Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde Poliamin I¢erigine Olan Etkisi

Kontrol, agir metal ve NAC uygulama kosullarinda biiyiitiilen bugday fidelerinin kok
ve siirglinlerinde poliamin igerigi Tablo 3.8 de verilmistir.

Putresin (Put), spermidin (Spd) ve spermin (Spm) olmak tizere bugday fidelerinin
kok ve siirglinlerinde belirlenen {i¢ farkli poliamin ¢elidinin igeriginde meydana gelen

degisimler, fidelere uygulanan agir metal ¢esidine gore farklilik gostermistir.
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Sekil 3.13. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve
stirgiinlerinde TBARS esdegeri igerigine olan etkisi. Her dikey
cubuk ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtilmistir
(n=3). Karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) kullanilmigtir. Ayni harf ile gosterilen degerler
arasinda P < 0,05 seviyesinde fark yoktur.

Koke ait higbir muamelenin olmadig1 kontrol grubunda Put igerigi 127,98 nmol g,
Spd igerigi 2,19 nmol g ve Spm igerigi 314,42 nmol g olarak bulunmustur. Agir metal
uygulama gruplarinda Put iceriginin 28,08 (Pb) — 194,93 nmol g'1 (Cu) arasinda, Spd
iceriginin 0,36 (Pb) — 11,45 nmol g”' (Cu), Spm igeriginin 7,75 (Pb) — 328,96 nmol g (Cu)
arasinda degisiklik gosterdigi kaydedilmistir. Koke ait agir metal uygulama gruplar
arasinda Put, Spd ve Spm igeriginin kontrol grubuna kiyasla en diisiik miktarda olan
grubun Pb uygulama grubu oldugu belirlenmistir. Agir metal + NAC uygulama
gruplarinda ise Put igeriginin 17,72 (Pb + NAC) — 146,02 nmol g"' (Cu + NAC), Spd
iceriginin 0,44 (Hg + NAC) — 11,49 nmol g"' (Cu + NAC), Spm igeriginin ise 10,56 (Pb) —
226,75 (Cu + NAC) nmol g' arasinda degistigi kaydedilmistir. Put ve Spd igeriginin
yalnizca Cu ve Cu + NAC uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde (P < 0,05) arttig1 bulunmustur (Tablo 3.8).

Stirgilinlere ait agir metal ve agir metal + NAC uygulama gruplarinda Put, Spd ve
Spm iceriklerinin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak énemli diizeyde (P < 0,05)
diistigii tespit edilmistir. Kontrol grubunun Put igerigi 107,58 nmol g™, Spd igerigi 250,67
nmol g ve Spm igerigi 296,99 nmol g olarak belirlenmistir. Uygulanan agir metaller
arasinda en diisiik Put, Spd ve Spm icerigi Cd uygulama grubunda (sirasiyla 15,51, 6,04 ve

7,30 nmol g") belirlenmistir. Poliamin igeriginin NAC uygulamasi yapilan agir metal

gruplarinda kontrol grubuna kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir, ancak Put, Spd ve
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Spm igeriklerinin Cd + NAC ve Hg + NAC gruplarinda Cd ve Hg gruplarina kiyasla
istatistiksel olarak dnemli diizeyde (P < 0,05) artt1g1 tespit edilmistir.

Tablo 3.8. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirglinlerinde
poliamin icerigine (nmol g’ KA) olan etkisi. Her deger ortalama + standard
hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Her kolon kendi iginde
kargilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

Kok
Uygulamalar Put Spd Spm
Kontrol 127,98 + 1,67° 2,19 £0,22% 314,42 + 45,79°
NAC 91,75 + 1,99°¢ 3,62+0,51° 342,37 £ 10,90
Cu 194,93 £ 24,412 11,45 £2,04° 328,96 + 6,73°
cd 80,62 + 3,12° 0,79 + 0,33° 48,14 +2.07°
Hg 101,27 + 15,407 2,83 +0,54% 4746 +3,11°
Pb 28,08 + 5,35° 0,36 = 0,27° 7,75+ 1,62°
Cu+NAC 146,02 + 2,95' 11,49 + 1,98° 226,75 + 33,57°
Cd +NAC 91,93 + 4,66°C 1,41 £0,07% 90,98 + 0,83°
Hg + NAC 67,06 + 0,08° 0,44 + 0,00 41,63 £ 6,39°
Pb + NAC 17,72 + 0,60° 4,12 +0,01° 10,56 + 0,32°
Siirgiin
Kontrol 107,58 + 3,17° 250,67 £22,61° 296,99 + 24,459
NAC 108,65 + 7,44° 259,36 + 12,25 335,11 + 18,22°
Cu 56,30 = 1,56° 57,61 +2,88° 89,05 + 3,92°
cd 15,51 £0,41° 6,04 + 0,06 730+ 1,16°
Hg 22,06 1,35 7,68 = 1,12° 8,62 +0,91°
Pb 22,63 + 6,04° 1425 +3,17° 7,53 +0,16°
Cu+NAC 55,29 + 3,93° 61,77 + 6,86° 79,03 + 12,51°
Cd + NAC 69,14 + 5,917 60,78 £ 7,17° 79,41 + 12,27°
Hg + NAC 70,66 + 6,62° 50,62 + 5,88" 46,98 + 0,41°
Pb + NAC 18,50 + 2,60 11,33 +0,84° 8,38+ 0,97
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3.13. Agir Metal ve NAC Uygulamalarmmin Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde Seker I¢erigine Olan Etkisi

Agir metal ve NAC uygulama kosullarinda bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerine
ait ¢ozilinebilir seker icerigindeki degisimler Tablo 3.9’da verilmistir.

Koke ait agir metal uygulama gruplarinda fruktoz igeriginin Cd grubunda (906,06
mg 100 g) kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P < 0,05) arttig1
belirlenmistir. Ote yandan glukoz ve siikroz igeriklerinin tiim agir metal uygulama
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla (sirastyla 389,0 ve 327,08 mg 100 g') arttigi, en
yitkksek glukoz igerigi Pb uygulama grubunda (660,44 mg 100 g') ve en yiiksek siikroz
icerigi ise Cu grubunda (842,21 mg 100 g) belirlenmistir. Bugday fidelerinin koklerine ait
toplam (X) seker iceriginin agir metal uygulama gruplarinda 1516,71 (Hg) - 2346,13 mg
100 g (Cu), agir metal + NAC gruplarinda ise 1859,30 (Cu + NAC) - 2662,93 mg 100 g
(Cd + NAC) arasinda degistigi, ve kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde (P < 0,05) arttig1 kaydedilmistir.

Bugday fidelerinin siirgiinlerine ait agir metal ve NAC uygulamalarmin bireysel
seker ve toplam seker iceriginde kontrollerine kiyasla (fruktoz 547,5, glukoz 2102,15,
siikroz 649,89 ve toplam seker 3299,54 mg 100 g™') istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P
< 0,05) artisa neden oldugu kaydedilmistir. En yiiksek fruktoz ve siikroz igerigi Pb
uygulama grubunda (sirasiyla 1262,56 ve 1121,64 mg 100 g'), glukoz icerigi ise Cu
uygulama grubunda (2895,51 mg 100 g') belirlenmistir. Agir metal + NAC uygulama
gruplarinda en yiiksek fruktoz ve glukoz igerigi Cu + NAC grubunda (sirasiyla 1128,71 ve
2756,79 mg 100), siikroz igerigi ise Cd + NAC (2317,84 mg 100 g'l) gruplarinda tespit
edilmistir. Siirgline ait toplam seker iceriginin agir metal uygulama gruplarinda 4770,86
(Cd) - 4870,60 mg 100 g (Cu) arasinda, agir metal + NAC uygulama gruplarinda 3685,48
(Hg + NAC) - 4762,60 mg 100 g” (Cu + NAC) arasinda degistigi ve kontrollerine kiyasla
istatistiksel olarak dnemli diizeyde (P < 0,05) arttig1 kaydedilmistir.
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Tablo 3.9. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerinde
seker igerigine (mg 100 g TA) olan etkisi. Her deger ortalama + standard
hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Her kolon kendi icinde
karsilastirilmistir ve aynmi harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

Kok

Uygulamalar Fruktoz Glukoz Siikroz XSeker
Kontrol 548,30 + 39,26% 389,00 + 49,46 327,08 £21,33" | 1264,38 +1543°
NAC 466,87 + 27,407 372,33 +3,60° 219,86 + 33,48° 1059,06 + 56,81°
Cu 444,54 +19,04° 553,83 +28,10° 842,21 +£30,00¢ | 1840,58 +22,22¢
Cd 906,06 + 56,03" 653,19 +22.33° 786,88 £32,91" 2346,13 + 46,39"
Hg 600,50 + 48,51¢ 511,84 +23,88° 404,37 £22,57° 1516,71 + 87,55°
Pb 597,08 + 39,51 660,44 + 57,16° 547,00 + 25,66° 1804,52 + 11,277
Cu + NAC 530,83 +43,67™ 646,50 + 42,92° 681,97 + 56,23° 1859,30 + 65,519
Cd + NAC 1051,56 + 39,588 718,23 +26,87¢ 893,14 + 17,68¢ 2662,93 +24,01"
Hg + NAC 797,89 + 26,08° 870,02 + 24,57° 864,31 £32,99¢ | 253222+ 66,84°
Pb + NAC 819,49 + 18,75° 616,53 + 11,55° 596,60 + 18,967 | 2032,62+ 18,35°

Siirgiin

Kontrol 547,50 + 20,90° 2102,15 + 98,77° 649,89 + 58,23° 3299,54 + 71,02°
NAC 601,36 + 32,80° 1924,26 + 3,58" 449,47 £ 5,42° 2975,09 + 26,88°
Cu 887,50 + 50,59° 2895,51 + 32,117 1087,59 +32,11"7 | 4870,60 +49,01"
cd 1197,79 + 17,918 274243 +51,82° 830,64 +2540° | 4770,86 + 52,76
Hg 1150,65 + 26,68 | 2593,07 + 51,43¢ 1070,12 + 17,547 | 4813,84+9549"
Pb 1262,56 + 64,117 240422 + 62,23° 1121,64 + 45,80° | 4788,42 +99,72"
Cu + NAC 1128,71 £21,92°7 | 2756,79 + 56,73° 877,10 £ 65,95° 4762,60 + 30,86
Cd + NAC 1034,82 + 10,949 2317,84 + 94,46° 898,96 + 31,36° 4251,62 + 80,07°
Hg + NAC 964,81 + 21,64° 2041,97 + 41,03° 678,70 + 63,83° 3685,48 = 92,50°
Pb + NAC 1076,60 + 37,43% | 2027,83 +53,69° 843,99 + 6,97° 3948,42 + 27,929

3.14. Agir Metal ve NAC Uygulamalarimin Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde Organik Asit icerigine Olan Etkisi

Agir metal ve NAC uygulamasinin bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerindeki
organik asit igcerigi Tablo 3.10°da verilmistir.

Bugday fidelerinin koklerinde tartarik asit igeriginin agir metal uygulama grubunda
771,55 — 356,22 mg 100 g arasinda, agir metal + NAC grubunda ise 453,48 — 738,84 mg
100 g arasinda degistigi ve yalnizca Hg (356,22 mg 100 g) ve Hg + NAC (453,48 mg
100 ¢') uygulama gruplarinda kontrollerine (537,76 mg 100 g™') kiyasla azaldigi
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belirlenmistir. Malik asit igeriginin agir metal gruplarinda 265,81 (Cu) - 392,33 mg 100 g’
(Hg) arasinda, agir metal + NAC gruplarinda 203,14 (Cu + NAC) - 288,11 mg 100 g™ (Cd
+ NAC) arasinda degistigi ve tim uygulama gruplarinda kontrollerine (107,93 mg 100 g™)
kiyasla istatistiksel olarak énemli diizeyde (P < 0,05) arttig1 kaydedilmistir. Askorbik asit
igeriginin agir metal gruplarinda 115,00 (Cu) - 248,55 mg 100 g (Hg) arasinda, agir metal
+ NAC gruplarinda da 25,91 (Cu + NAC) - 250,35 mg 100 g’ (Pb + NAC) arasinda
degistigi ve yalnizca Hg, Pb ve Pb + NAC uygulama gruplarinda kontrol grubu ile
karsilastirldiginda (205,54 mg 100 g™') istatistiki olarak 6nemli diizeyde (P < 0,05) artti1
tespit edilmistir. Kok uygulama gruplarina ait sitrik asit igerigi ise agir metal uygulamasi
ile 44,21 (Hg) - 85,73 mg 100 g (Pb) arasinda, agir metal + NAC uygulamast ile 42,02
(Cd + NAC) - 95,36 mg 100 g' (Pb + NAC) arasinda degistigi ve tim uygulama
gruplarinda kontrollerine (40,61 mg 100 g”) kiyasla istatistiki olarak 6nemli bulunan (P <
0,05) bir artis belirlenmistir.

Tartarik asit igeriginin silirgiine ait agir metal gruplarinda 339,27 (Hg) - 470,84 mg
100 g'1 (Pb) arasinda, agir metal + NAC gruplarinda ise 407,92 (Pb + NAC) - 469,79 mg
100 g (Cd + NAC) arasinda degistigi ve Hg grubunda kontrol grubuna (364,57 mg 100 g°
" kuyasla istatistiksel olarak énemli diizeyde (P < 0,05) azaldig belirlenmistir. Siirgiinlere
ait malik asit igerigi agir metal uygulamalari ile 322,92 (Pb) - 974,12 mg 100 g (Cu)
arasinda, agir metal + NAC uygulamalari ile de 258,72 (Pb + NAC) - 734,39 mg 100 g
(Cu + NAC) arasinda degismektedir ve icerigin tiim gruplarda kontrol grubuna (1554,13
mg 100 g") kiyasla istatistiksel olarak onemli diizeyde (P < 0,05) azaldig1 kaydedilmistir.
Askorbik asit iceriginin agir metal grubunda 188,97 (Pb) - 276,56 mg 100 g (Cd), agr
metal + NAC grubunda 201,51 (Cd + NAC) - 257,55 mg 100 g"' (Cu + NAC) arasinda
degistigi ve malik asit igeriginde oldugu gibi tiim gruplarda kontrol grubuna (330,82 mg
100 g'l) kiyasla istatistiksel olarak onemli diizeyde (P < 0,05) azaldig1 tespit edilmistir.
Sitrik asit iceriginde agir metal gruplarinda kontrol grubuna (46,5 mg 100 g™) kiyasla
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P < 0,05) bir degisim belirlenememis, Hg + NAC

grubunda (60,95 mg 100 g'l) ise kontrol grubuna kiyasla artis belirlenmistir.
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Tablo 3.10. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerinde
organik asit igerigine (mg 100 g-' TA) olan etkisi. Her deger ortalama +
standard hata (SEM) olarak belirtilmistir (n=3). Karsilastirma icin tek yonli
varyans analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Her kolon kendi iginde
karsilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P < 0,05
seviyesinde fark yoktur.

Kok
Uygulamalar Tartarik Asit Malik Asit Askorbik Asit Sitrik Asit
Kontrol 537,76 £ 6,00° 107,93 + 0,66 205,54 + 31,90° 40,61 +2,02°
NAC 752,02 + 6,09 96,37 +3,71° 247,45 +21,19° 31,34+ 0,37°
Cu 652,15 + 38,13° 265,81 + 17,24° 115,00 + 19,00 44,92 + 2,42
Cd 771,55 + 4,618 361,87 + 1,87° 219,33 + 11,559 47,03 = 1,02°
Hg 356,22 + 11,92° 392,33 +2,71° 248,55 + 8,349 4421 + 1,03
Pb 667,18 +39,40° 352,87  1,25° 242.44 + 28.60° 85,73 2,297
Cu+NAC 604,99 +30,51¢ 203,14 £ 6,66 25,91 +2.41° 58,88 +3,31°
Cd + NAC 718,09 +23,34" 288,11 +7,29° 196,87 = 15,71° 42,02 +2,16%
Hg + NAC 453,48 +22,99° 287,94 + 12,08¢ 145,11 + 16,16° 53,20 + 0,957
Pb + NAC 738,84 £ 42,11 259,90 + 3,65° 250,35 + 13,22¢ 95,36 + 7,678

Siirgiin

Kontrol 364,57 +27,52% 1554,13 +20,18° 330,82 +33,37° 46,50 = 1,76"
NAC 511,32 +5,32° 1746,38 + 209,48" 259,14 + 11,64 84,13 £ 1,20°
Cu 409,99 + 14,27 974,12 + 50,89° 218,29 +4,76™ 45,86 + 0,55°
Cd 414,20 +26,70° 440,40 + 2,50° 276,56 + 21,60° 41,74 + 4,89°
Hg 33927 +628% 396,74 + 6,09% 231,77 £ 7,17™ 47,68 + 0,06
Pb 470,84 +37,32% 322,92 + 14,85 188,97 + 31,48° 42,78 + 1,007
Cu+NAC 45537 + 38,38 734,39 +79,14° 257,55 +0,69% 51,14 + 5,29
Cd + NAC 469,79 + 12,73% 625,27 + 84,42° 201,51 + 6,42 43,97+ 0,71°
Hg + NAC 412,65 £ 42,02° 279,47 + 5,46 208,77 + 10,17 60,95 = 16,77°
Pb + NAC 407,92 + 12,39 258,72 +0,88° 202,65 + 14,03 42,11+0,17°

3.15. Agir Metal ve NAC Uygulamalarinin Bugday Fidelerinin Kok ve
Siirgiinlerinde Morfolojik Parametre Sonuclar ile Farkli Antioksidan
Degerleri Arasindaki iliski

Bugday fidelerinin kok ve siirgiinlerinde agir metal ve NAC uygulamasiyla fide
uzunlugu, taze ve kuru agirlik ile antioksidan enzim aktivite (POX, CAT, SOD, APX, GR,
MDHAR, DHAR), TFM, GSH, cys, pro, TBARS ve H,0, igerigi degerleri istatistiksel
olarak karsilastirilmistir (Tablo 3.11 ve 3.12). Buna gore agir metal ve NAC uygulamalari
yapilan bugday fidelerinin koklerine ait sonuglar birbirleri ile istatistiki olarak

iligkilendirildiginde, sirasiyla UZ, TA ve KA sonuglarinin, POX (sirasiyla 0,903*%*,
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0,790**, 0,788**, P < 0,01 ), APX (-0,633*, -0,698*, -0,719*, P < 0,05), TFM (-0,835%*, -
0,818**, -0,831** P < 0,05, P <0,01), TBARS (-0,786**, -0,802*%*, -0,843** P < 0,01)
ve H,O, (-0,826**, -0,888**, -0,914** P < 0,01) igerikleri ile yiiksek diizeyde iliskili
oldugu tespit edilmistir. Ayrica TFM ve TBARS igerikleri de H,O, igerigi ile (0,677* ve -
0,968** P < 0,05, P < 0,01) yiiksek diizeyde iliskili oldugu kaydedilmistir. Antioksidan
enzimler arasinda yalnizca POX ve APX aktivitesi TFM (-0,891** ve 0,674* P < 0,01, P <
0,05) ytiksek diizeyde iligkili oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.12°de yer alan sonuglara bakildiginda, siirgiin UZ, TA ve KA degerleri POX
(-0,709%*, -0,746*, -0,768*, P < 0,05), CAT (0,899**, 0,858**, 0,889** P <0,01), SOD (-
0,868**, -0,786**, -0,843** P <0,01), GR (-0,729*, -0,642*, -0,727*, P < 0,05), DHAR (
-0,870%*, -0,847**, -0,890**, P <0,01), cys (-0,945%*, -0,965**, -0,946**, P < 0,01), pro
(-0,660%*, -0,656*, -0,658*, P < 0,05) ve TBARS (sirasiyla -0,894**, -0,846**, -0,841%*, P
<0,01) igerikleriyle ve UZ ve TBARS igeriginin H,O, (-0,655* ve 0,703* P < 0,05) igerigi
ile yiiksek diizeyde iliskili oldugu saptanmustir.



Tablo 3.11. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin koklerinde uzunluk (UZ), kuru agirlik (KA), taze agirlik (TA), POX,
CAT, SOD, APX, GR, MDHAR ve DHAR aktivitelerinin, toplam fenolik madde (TFM) glutatyon (GSH), sistein (cys), prolin

(pro), TBARS ve H,0; iceriginin Pearson korelasyonlari.

Degisken | TA KA POX | CAT | SOD APX GR |MDHAR | DHAR | TFM | GSH | Prolin | Sistein | TBARS | H,0,
UZ | 0,934%* | 0,944%* | 0,903** | 0,177 | 0,567 | -0,633* | 0,078 | 0274 | -0331 | -0,835%* | 0,257 | -0402 | -0,489 | -0,786%* | -0,826%*
TA 1 0,990%* | 0,790%* | 0,231 | -0,560 | -0,698* | 0,021 | 0451 | -0,301 | -0,818%** | 0,310 | -0374 | -0,419 | -0,802%* | -0,888%*
KA - 1 0,788%* | 0,142 | -0,548 | -0,719* | -0,032 | 0,391 | -0,286 | -0,831** | 0,300 | -0,415 | -0,394 | -0,843%* | -0,914**
POX - - 1 0,269 | -0,290 | -0,501 | 0,315 | 0,231 | -0,046 | -0,891** | 0,195 | -0,423 | -0,619 | -0,566 0,622
CAT - - - 1 0,087 | 0383 | 0,643* | 0,617 0,140 | -0,079 | 0,638* | 0,348 | 0,139 0,157 0,104
SOD - - - - 1 0,578 | 0,407 | 0,015 |0,890%* | 0340 | 0,092 | 0318 | 0,198 0,569 0,565
APX - - - - - 1 0293 | 0,123 0,373 | 0,674* | 0,096 | 0,646* | 0485 | 0,772%* | 0,796**
GR - - - - - - 1 0,410 0,337 | -0,154 | 0340 | -0,099 | -0,293 0,382 0,364

MDHAR - - - - - - - 1 0,000 | -0301 | 0247 | -0,042 | -0,179 0,079 -0,108
DHAR - - - - - - - - 1 0,095 | 0248 | 0,184 | 0,185 0,354 0,308
TFM - - - - - - - - - 1 -0,004 | 0,673* | 0,674* | 0,576 0,677*
GSH - - - - - - - - - - 1 0,324 | 0,515 -0,298 0,232
Prolin - - - - - - - - - - - 1 0,634* | 0,204 0,260
Sistein - - - - - - - - - - - - 1 0,119 0,228
TBARS - - - - - - - - - - - - - 1 0,968**

T p< 0,01 seviyesinde 6nemli, p< 0,05 seviyesinde 6nemli

€L



Tablo 3.12. Agir metal ve NAC uygulamalarinin bugday fidelerinin siirgiinlerinde uzunluk (UZ), kuru agirhik (KA), taze agirlik (TA), POX,
CAT, SOD, APX, GR, MDHAR ve DHAR aktivitelerinin, toplam fenolik madde (TFM), glutatyon (GSH), sistein (cys), prolin
(pro), TBARS ve H,0; igeriginin Pearson korelasyonlari.

Degisken | TA KA | POX CAT SOD APX GR | MDHAR| DHAR TFM GSH Prolin Sistein | TBARS | H,0,
UZ | 0,981%* | 0,989%* | -0,709* | 0,899** | -0,869** | -0,606 | -0,729* | 0376 | -0,870** | -0,148 | 0,096 -0,660% | -0,945%* | -0,894** | -0,655*
TA 1 0,989 | -0,746* | 0,858** | -0,786** | -0,506 | -0,642* | 0406 | -0,847** | -0,220 | 0,152 -0,656* | -0,965** | -0,846** | -0,616
KA - 1 [-0,768%* | 0,889%* | -0,843** | -0,597 | -0,727* | 0383 | -0,890%* | -0,200 | 0,197 -0,658* | -0,946** | -0,841%* | -0,609
POX - - 1 0,478 | 0,649% | 0,514 0,562 | -0,183 | 0,877+ | -0,022 | -0,680* | 0,816** 0,733* 0,353 0,187
CAT - - - 1 -0,843%* | 0,525 | -0,814%* | 0,452 -0,743* | -0,388 | -0,070 0,326 | -0,785%* | -0,896%* | -0,774%*
SOD - - - - 1 0,609 | 0,915%* | -0,406 | 0,890%** | 0,130 | -0,066 0,499 0,733* | 0,807%* | 0,599
APX - - - - - 1 0,620 0,234 0,588 0,263 | -0358 0,651* 0,526 0433 0,133
GR - - - - - - 1 -0,409 0,758* 0,267 | -0,083 0,338 0,617 0,664* | 0,526

MDHAR - - - - - - - 1 -0,367 -0,354 | -0,409 0,119 -0,382 0,495 | -0,448
DHAR - - - - - - - - 1 -0,004 | -0398 0,688* 0,765* | 0,646* | 0495
TFM - - - - - - - - - 1 0,162 -0,435 0,210 0,277 0,175
GSH - - - - - - - - - - 1 -0,529 -0,110 0335 0,283
Prolin - - - - - - - - - - - 1 0,700* 0,338 0,164
Sistein - - - - - - - - - - - - 1 0,820%* | 0,490
TBARS - - - - - - - - - - - - - 1 0,703*

T p< 0,01 seviyesinde 6nemli, p< 0,05 seviyesinde 6nemli

YL




4. TARTISMA

Diinya saglik orgiiti (WHO)’niin degerlendirmelerine goére diinyanin ¢esitli
bolgelerinde milyonlarca insan yetersiz beslenmekte, milyonlarcas1 ise yeterli gida
almasina ragmen vitamin ve mineral bakimindan dengesiz ve yetersiz beslenen “gizli
aclik” ile miicadele etmektedir. Kiiresellesme ile birlikte gelismemis ve gelismekte olan
tilkeler gelismis iilkelere gittikge artan oranda bagimli hale gelmekte ve zaten var olan gelir
dagilimi esitsizligi de yildan yila artmaktadir (Aktas, 2006). Bir iilkede hizla artan niifus
orani, dis iilkelere olan teknolojik ve ticari bagimlilik ile birlestiginde, o tilkede yoksulluk
ve aglik dnlenemez bir hal almaktadir. Gelismis iilkeler diinyadaki aclik sorununu, heniiz
insan sagligina etkileri tam olarak anlagilamayan genetigi degistirilmis iiriinler ile ¢cozmeye
calismaktadir. Ancak yalnizca ekonomik kar amagli yapilan bu caligsmalar, aclik ve
yoksulluk sorununu ¢ozmedigi gibi yeterli besin kalitesi saglama ag¢isindan da zayif
kalmaktadir (Aktas, 2006; Kaur vd., 2015). Kiiresel 1sinma ile birlikte artan kuraklik,
gelisen sanayi ile birlikte artan agir metal kirliligi gibi, bitkiler iizerinde stres olusturan
kosullardan dolay: tarimsal alanlar gittikce azalmakta ve birim alan bagina diisen verimle
birlikte iirlin kalite ve miktar1 da diismektedir. Bu durum aglik ve yoksullugun tiim
diinyada dramatik bir sekilde artisina neden olmaktadir (Kaur vd., 2015; Schmidhuber ve
Tubiello 2007). Bu nedenlerden dolay1 tarimda verimi artirabilmek icin kisa siireli ve
tekrarli ¢ozlimler yerine, uzun vadeli, yalnizca birim alan basma diisen verimin yaninda
besin kalitesinin de dikkate alindig1 yeni ¢oziim yontemleri gelistirilmelidir.

Yenilebilir tohum olan tahillarin tiim diinya ¢apinda bugday, arpa, misir, ¢avdar,
yulaf, trikale gibi ¢ok cesitli tiirleri bulunmaktadir. Tahillar gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde en temel besin kaynagidir. Tahil ve tahil tirlinleri, E vitamini, baz1 B vitaminleri,
magnezyum ve c¢inko gibi bir¢gok mikronutrient igeren 6nemli bir enerji, karbohidrat,
protein ve lif kaynagidir. Ayrica cesitli biyoaktif bilesikler i¢erdiklerinden dolay1 birgok
acidan insan sagligina faydalidirlar. Bugday diinyada en ¢ok yetistirilen tahillar arasinda
listenin basinda yer almaktadir. Bugday un, bulgur, kuskus, kirik bugday, nisasta gibi
bircok gidanin iiretiminde kullanilir. Bu nedenlerden ve ayrica kolay ve hizh
yetismesinden dolay1 bugday stres calismalar1 ve besin igerigi gibi farkli fizyolojik ve

biyokimyasal ¢aligmalarda diinya ¢apinda basrollerde gorev almaktadir (McKevith, 2004).
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N-asetilsistein (NAC), sistein amino asidinin asetillenmesi ile olusan diisiik molekiil
agirlikli bir molekiildiir. Uzun yillardir bronsit, kardiyak rahatsizliklar, HIV/AIDS gibi
hastaliklarin ve agir metal zehirlenmesi ile kemoterapi tesvikli toksisite gibi durumlarda
tedavi amacli kullanilmaktadir (Samuni vd., 2013). Son birkag¢ yildir biyotik ve abiyotik
stres altindaki bitkilerin strese kars1 verdikleri cevabit NAC’1n nasil etkiledigi konusunda
cesitli caligmalar yapilmistir ancak bu calismalar NAC’in stres altindaki bitkilerde
olusturdugu etkileri aciklama konusunda yeterli degildir.

Mevcut ¢calismada Triticum aestivum L. 'Ceyhan-99' bugday cesidinin Cu, Cd, Hg ve
Pb (100 uM) agir metal stresine kars1 vermis oldugu yanit ve bu yanita karsit NAC’m (1
mM) rolii, enzimatik olan ve olmayan antioksidan savunma sistemi bilesenleri fizyolojik
ve biyokimyasal diizeyinde aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

Agir metal stresi bitkilerde, agir metallerin 6zellikle islevsel proteinlerde farkli
metaller yerine gecerek, enzimlere baglanarak ya da bitkide ROS olusumunu artirarak
biliylimenin azalmasina ya da engellenmesine neden olmaktadir (Michalak, 2006). Biiyiime
Olciitlerinden bazilar1 olan kok uzunlugu, taze ve kuru agirlik degerlerine bakildiginda,
kontrol grubuna kiyasla kok uzunlugunda azalmaya en fazla Hg (9,49 cm azalma)
uygulamasi, taze ve kuru agirlikta ise en fazla Cu (sirasiyla 25,03 ve 2,05 mg azalma)
uygulamasi neden olmustur. Siirgiinlere ait uzunluk, taze ve kuru agirlikta kontrol grubuna
kiyasla en fazla azalmaya Hg (sirastyla 7,14 cm, 46,75 mg ve 5,01 mg azalma) uygulamasi
neden olmustur. Morfolojik parametrelere ait bu sonuglardan biiylimeyi en fazla Hg
uygulamasinin indirgedigi anlasilmaktadir. Munzuroglu ve Geckil (2002)’in kishik bugday
bitkisi ile yapmis olduklar1 calismada, uyguladiklar: ayni derisime sahip farkli agir metaller
(CuCl,, CdCl,, CoCl,, HgCl,, PbCl, ve ZnCl,) arasinda kok uzunlugunu 6nemli diizeyde
azaltan agir metalin Hg oldugunu ortaya koymuslardir.

Bugday kok ve siirgiinlerinde NAC’1n agir metallerin olumsuz etkilerini iyilestirme
roliiniin incelendigi bu ¢alismada, bugday fidelerine ait uygulama gruplarinda agir metal
stresi nedeniyle indirgenen kok ve siirgiine ait uzunluk, taze ve kuru degerlerinde NAC’1n
istatistiksel olarak 6énemli diizeyde (P < 0,05) artisa neden olmasi, NAC’in Cu hari¢ diger
agir metallerin morfometrik Ol¢iimler iizerindeki olumsuz etkilerini hafiflettigini
gostermektedir. Agir metaller igerisinde kok ve siirgiin uzunlugunda, taze ve kuru agirlikta
yalnizca agir metal uygulama gruplarina kiyasla en fazla artis Hg + NAC grubunda
belirlenmistir. Bu sonuglar Hg’nin diger agir metallere kiyasla tiyol (siilfidril, -SH)
gruplarina olan yiiksek ilgisi (James vd., 2005) ile iliskili olabilir.
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Bugday bitkisinde olusturulan uygulama gruplarina ait agir metal iceriklerine ait
degerler incelendiginde (Tablo 3.2), su kiiltiirii ortamina katilan agir metallerin koklerle
alindig1 ve koklerden siirglinlere dogru iletildigi anlasilmaktadir. Agir metaller ile birlikte
NAC uygulamasinin ise igsel agir metal igeriginde bir azalmaya neden oldugu ve en fazla
azalmanin da Hg iceriginde oldugu belirlenmistir. Kadmiyum uygulamasi yapilan iki arpa
(Hordeum vulgare L.) c¢esidinde igsel Cd igeriginin arttig1 ve NAC uygulamasi ile birlikte
Cd igeriginin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde (P < 0,05) azaldig1 belirlenmistir (Sun
vd., 2014). Benzer sekilde Deng vd. (2010) Solanum nigrum L. bitkisine Cd uygulamislar,
bitkinin kok ve siirgiin uzunlugunda ve kuru agirliginda genel bir azalmaya paralel Cd
iceriginde artis oldugunu belirlemislerdir. Mevcut calismada Cd ile birlikte NAC
uygulamasinin, kok ve siirglin uzunlugu ve kuru agirliginda artis ve Cd igeriginde 6nemli
bir azalmaya neden oldugunu bulunmustur. Agir metallerin —SH igeren bilesikler ile
kompleks olusturduklari uzun zamandan beri bilinmektedir (Jensen vd., 1999; James vd.,
2005; Jalilehvand vd., 2011; Sun vd., 2014). Bu baglamda NAC’m sahip oldugu —SH
grubu ile agir metaller arasinda bag olustugu ve olusan kompleks yapinin agir metallerin
koklerle alinmasina engel olabilecegi diistiniilmektedir (Sun vd., 2014). Bu ifade
calismamizdaki mevcut bulgularla desteklenmektedir, ¢linkii Hg’nin —SH grubuna diger
agir metallere gore daha yliksek ilgisi bulunmaktadir (Shrivastava vd., 2015) ve stres
altindaki bugday bitkisinin agir metal iceriginde en fazla azalma Hg agir metal grubuna
kiyasla Hg + NAC grubunda belirlenmistir (Tablo 3.2).

Bitki biiylimesinin diizenlemesinde en temel faktorlerden biri de sudur. Turgorun
hiicre genislemesinde oOnemli rollii oldugundan dolayr su potansiyeli (¥w) bitki
biliylimesinde dolaysiz bir sekilde etkilidir (Boyer, 1968). Bu nedenle hiicre ve tiim bitki
arasindaki su iliskisini anlamak, bitkilerin ¢evresel streslere karsi verdigi cevabi anlamaya
yardimc1 olmaktadir. Agir metaller ¢cok diisiik derisimlerde toksik etki gosterdiklerinden
osmotik potansiyel {izerine olan etkileri ihmal edilebilir. Ancak bu durum agir metallerin
bitkilerin su potansiyelinin iizerine bir etkilerinin olmadigi anlamina gelmez. Agir
metallerin etkileri, onlarin kimyasal Ozelliklerine, etki alanlarina, organik kompleks
olusturabilme kapasitelerine gore degisiklik gostermektedir. Agir metaller kokten
alindiklarinda hiicre zar Ozelliklerini ve enzim aktivitelerini degistirmekte ve sonugta
hiicrelerin su iliskisinin degismesine yol agmaktadirlar (Poschenrieder ve Barcelo, 2004).
Ozellikle agir metallerin zarda bulunan akuaporin yapisini bozarak hiicre i¢i su dengesinin

kaybina bu durum da turgor kaybi ile biiylime de azalmaya neden oldugu bilgisi literatiirde
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yer almaktadir (Irfan vd., 2014). Mevcut ¢alismada uyguladigimiz farkli agir metaller
arasinda siirgiin boyunda en fazla indirgenmeye neden olan Hg uygulamasi, ayn1 zamanda
bugday siirgiinlerinde su potansiyelinde de en fazla azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
Bu bulgular mevcut ¢alismada uygulanan agir metaller arasinda Hg’nin akuaporinlerde en
yilksek inhibisyona neden olmasindan ve hiicre =zar potansiyelini depolarize
edebilmesinden kaynaklanabilir (Zhang ve Tyerman, 1999). Agir metaller ile birlikte
uygulanan NAC’m ise tiim agir metal + NAC uygulama gruplarinda su potansiyelinde
artisa neden oldugu kaydedilmistir. Benzer sekilde agir metal + NAC uygulama
gruplarinda TBARS icerigi agir metal gruplarina kiyasla 6nemli diizeyde (P < 0,05)
azaldig1 tespit edilmistir.

Agir metallerin bitki dokularina zarar verme yollarindan biri de ROS {iretimini
uyararak dokularda ROS igeriginin artisin1 saglamak ve dokularda oksidatif stres
olusturmaktir (Foyer vd., 1997). Aslinda tim bitkilerde oksidatif stres, oksidan ve
antioksidanlar arasindaki denge sayesinde kontrol altina alinir. Stres altinda olmayan
bitkilerde antioksidan sistem bitki i¢in yeterli korumayi saglar. Ancak ROS igerigindeki
artis bitkilerde antioksidan savunma mekanizmasi bilesenlerini aktiflestirir. Antioksidanlar
ROS’lar1 ortadan kaldirarak ya da ROS igerigini azaltarak, ROS’larin neden olduklari
hiicresel hasar1 en alt diizeye indirmeye calisirlar (Alscher vd., 1997). Tablo 3.3’te
gorildiigi gibi bugday bitkisinin kdk ve siirgiinlerinde uygulanan tiim agir metal
gruplarinda, H,O; igeriginin kontrol grubuna kiyasla arttig1 belirlenmistir. NAC uygulanan
agir metal gruplarinda ise H»O; igeriginin kontrol grubuna kiyasla arttigi ancak, H,O,
icerigin ise agir metal gruplarina kiyasla daha diisiik oldugu kaydedilmistir. S. nigrum
bitkisinin H,O, ve O, igeriginin Cd stresi kosullarinda arttigi, ancak stres kosullarina
NAC eklenmesi durumunda ise, agir metal grubuna kiyasla H,O, ve O,  igeriginin
azaldig1 rapor edilmistir (Deng vd., 2010).

Bitkiler oksidatif strese kars1 SOD, POX ve CAT gibi enzimlerden olusan enzimatik
antioksidanlar ve glutatyon, karotenoidler ve askorbat gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar ile kendilerini korumaktadirlar (Hall, 2002, Caregnato vd., 2008). Reaktif
oksijen tiirleri liretenler ve bu olusan ROS’lar1 temizleyenler arasindaki etkilesim, bitkinin
fizyolojik durumuna ve farkli ¢evresel, gelisimsel ve biyokimyasal uyaranlara (Mittler,
2002) baglh olarak biiyiik olclide degismektedir. Bu tez caligmasinda agir metal stresi
altinda NAC uygulamas1 yapilan bugday bitkisinin kok ve siirgiinlerinde, antioksidan

enzim aktivitelerinde uygulanan agir metal ¢esidine bagl olarak istatistiksel olarak dnemli
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diizeyde (P < 0,05) degisimler belirlenmistir. Bitki hiicrelerinin tiim bolmelerinde bulunan
ve son derece reaktif olan SOD, O, ‘in H,0,’ye doniigmesini saglayan o6nemli bir
antioksidan enzimdir. Bugday bitkisine ait kokte, SOD enzim aktivitesindeki en yiiksek
artisa agir metal uygulama gruplari arasinda sadece Pb uygulamasinda, agir metal + NAC
gruplar1 arasinda ise sadece Cu + NAC uygulamasinda belirlenmistir. Siirgiin uygulama
gruplarinda ise en yiiksek SOD aktivitesi Hg ve Cu + NAC uygulama gruplarinda
kaydedilmistir. Boylece SOD aktivitesi aym1 bugday bitkisinde farkli agir metal
uygulamalar ile stres toleransi olusturmada farkliliklar gosterdigi goriilmektedir. Bu tez
calisma sonuglarina benzer sekilde SOD aktivitesi ayn tiiriin farkli ¢esitlerinde ya da farkli
tiirlerin ayn1 uygulama gruplari arasinda da farkli degisimler (artis ya da azalis) gosterdigi
literatiirde yer alan bazi calismalar ile belirlenmistir (Sreenivasulu vd., 2000; Deng vd.,
2010; Sun vd., 2014).

Bitki hiicrelerinde yalnizca peroksizomlarda bulunan katalaz (CAT), stres boyunca
artan ROS’larin temizlenmesinde etkin bir role sahiptir. Iki molekiil H,O,’in H,O ve Oy’
donilismesini saglar. Literatiirde yer alan ¢alismalara gore CAT aktivitesinin artis ve
azalislart uygulanan agir metal c¢esidine ve aymi agir metalin fakli derisimlerine gore
farklilik gostermektedir ve onemli bir stres belirleyicidir (Ibrahim ve Bafeel, 2009;
Soydam-Aydn vd., 2015). Mevcut calismada yer alan sonuglara gore CAT aktivitesinin
kokte Cu ve Cd uygulamalari ile kontrol grubuna kiyasla arttig1, Hg ve Pb uygulamalari ile
de distiigii belirlenmistir. Ancak Pb ile birlikte NAC uygulanmasi durumunda CAT
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla arttig1 kaydedilmistir. Siirglinde ise aktivitenin tiim
uygulamalar ile kontrol grubuna kiyasla onemli diizeyde (P < 0,05) azaldigi tespit
edilmistir. Bu sonuglar 6zellikle siirglinlerde agir metal stresi (Cu, Cd, Hg ve Pb) altinda
CAT aktivitesinin H,O,’in zararli etkilerinin hafifletilmesinde fazla etkin olamadigim
gostermektedir. Sun vd. (2014)’in yaptiklari ¢aligmada, bizim sonuglarimiza benzer sekilde
CAT aktivitesi her iki arpa (Hordeum vulgare L. 'Weisuobuzhi' ve H. vulgare L. 'Dong-
17") ¢esidinin koklerinde Cd uygulamasi ile artmis ve Cd + NAC uygulamasi ile de yine
artis gostermistir. Ancak H. vulgare L. 'Weisuobuzhi' siirgiiniinde CAT aktivitesi Cd
uygulamasi ile artis gosterirken, H. vulgare L. 'Dong-17' siirgliniinde azalma gostermistir.
Yapilan bir diger calismada ise CAT aktivitesinin S. nigrum koklerinde 50 ve 200 uM
derisimindeki Cd ve NAC uygulamalari ile arttig1 rapor edilmistir (Deng vd., 2010).

Oksidorediiktaz enzim grubuna dahil olan POX, H»>0O,’yi H,O ve O, doniistiirerek

hiicresel yapilar1 oksidasyondan korur. Stres kosullarinda ise POX aktivitesi, stres ¢esidine,
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stiresine, siddetine ve bitki tiirline gore degisiklik gosterir (Lin vd., 2015). Calismamizda
Cu, Cd, Hg, Pb agir metalleri ve bunlarin NAC ile olan uygulamalar1 bugday kokiinde
POX aktivitesi kontrollerine kiyasla Onemli diizeyde (P < 0,05) azalirken, aym
uygulamalarin yapildig1 siirglinlerde ise aktivite artmustir (Sekil 3.5). Bu durum POX
aktivitesinin farkli organlarda dagiliminda ve POX’in ifade edilmesinde Ozgiinliik
olmamas: ile iligkili olabilir (Sun vd., 2009). Ayrica bahsi gegen sonuclar bugday
koklerinde POX aktivitesinin agir metal stres etkisi ile artan H,O,’i H,O ve Oj’e
dontistiirmede etkinliginin zayif kaldigim1 gdstermektedir. Bu calismada elde edilen
sonuglarin aksine Sun vd. (2014) NAC ile muamele ettikleri Cd stresi altindaki iki farkl H.
vulgare L. gesidinin koklerinde, Deng vd. (2010) ise yine Cd ve NAC ile muamele ettikleri
S. migrum L. koklerinde, POX aktivitesinde hi¢cbir muamelenin yapilmadigi kontrol
gruplaria kiyasla artis belirlemislerdir. Ancak baska bir c¢alismada 100 pM CdCl,
uygulanan 7. aestivum L. koklerinde POX aktivitesinde azalma gozlenirken, ayn1 bitkinin
stirglinlerinde ise aktivitede artis belirlenmistir (Dey vd., 2007).

Askorbat-glutatyon (AsA-GSH) dongiisii kloroplastlarda, sitozolde, mitokondri ve
peroksizomlarda bulunan ROS’larin temizlenmesinden sorumlu farkli enzimler (APX, GR,
MDHAR ve DHAR) ve metabolitler (GSH ve AsA) iceren tepkimeler grubudur. Agir
metal stresi kosullarinda enzimlere iletilen sinyal ile ya da gen ifadelerinin diizenlenmesi
ile enzim aktiviteleri artabilir. Diger yandan agir metal enzim yapilarini etkileyerek enzim
aktivitelerinde azalmaya yol acabilir (Cohu ve Pilon, 2007). Bu sebeplerden dolay1 agir
metal stresi altinda enzimatik cevaplari analiz etmek oldukca giictiir. Bu dongiiye ait
onemli enzimlerden biri olan APX, H,0,’y1 H,O’ya doniistiirerek hiicreleri oksidatif stres
hasarindan korur. Agir metal stresine (Cu, Cd, Hg ve Pb) maruz birakilan bugday bitkisinin
APX aktivitesine ait sonuglar degerlendirildiginde, kokte aktivite yalmizca, CAT
aktivitesine benzer sekilde, Cu ve Cd uygulamalan ile siirglinde ise Pb hari¢ diger agir
metal uygulamalari ile kontrollerine kiyasla 6nemli diizeyde artis gosterdigi belirlenmistir
(Sekil 3.6). Askorbat peroksidaz aktivitesi lizerine NAC’1n etkisi ise uygulanan agir metale
gore farklilik gostermistir. Kokte APX aktivitesinde yalnizca Cu + NAC ve Cd + NAC
uygulama gruplarinda artis gozlenirken, siirglinde ise NAC higbir grupta APX
aktivitesinde artis saglamadig belirlenmistir. Sun vd. (2014) yaptiklar1 ¢calismada, her iki
arpa ¢esidine ait koklerde APX aktivitesi Cd uygulamasi ile artarken, Cd + NAC
uygulamasi ile APX aktivitesinde kontrollerine kiyasla dnemli diizeyde bir degisime neden

olmamistir. Ayn1 ¢alismada kok sonuglarinin tam aksine, siirgiine ait APX aktivitesinde
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agir metal uygulamasi ile bir azalma belirlenmis ve NAC uygulamasinin APX
aktivitesinde herhangi bir degisime neden olmadigi rapor edilmistir. Deng vd. (2010) ise
bahsedilen ¢alismanin aksine S. nigrum L. koklerinde, Cd ile birlikte NAC uygulamasinin
APX aktivitesinin kontrollerine kiyasla artis gosterdigini belirlemislerdir.

Koke ait agir metal gruplarinda GR aktivitesinde yalnizca Cu uygulanan grupta,
siirglinde ise Pb hari¢ diger agir metal uygulanan gruplarda artis belirlenmistir. Kokte
MDHAR aktivitesinin Cu, Cd ve Pb uygulanan gruplarinda, DHAR aktivitesinin ise
yalnizca Cu ve Pb uygulanan gruplarinda kontrollerine kiyasla arttigi tespit edilmistir.
Siirglinlerde ise MDHAR aktivitesinde tim uygulama gruplarinda bir azalma, DHAR
aktivitesinde ise tiim uygulama gruplarinda istatistiksel olarak énemli (P < 0,05) diizeyde
bir artiy kaydedilmistir. Mevcut calismada koklerde AsA-GSH dongiisiine ait belirlenen
enzimlerin tiimii yalnizca Cu grubunda kontrollerine kiyasla artis gostermistir. Agir
metaller ile birlikte uygulanan NAC’mn, GR aktivitesi artigina kok ve siirgiinlere ait Cu +
NAC uygulama grubunda, MDHAR aktivitesinin artisina kokte Pb + NAC ve siirgiinde Hg
+ NAC grubunda, DHAR aktivitesinin artigina ise yalnizca siirgiine ait Cu + NAC ve Cd +
NAC gruplarinda neden olmustur. Bu sonuglara gére NAC’1n AsA-GSH dongiisiine ait
enzimler lizerine olan etkisi, enzim yapisina, birlikte uygulandigi agir metal cesidine ve
bitki organina gore farklilik gostermektedir.

Bitkiler yiiksek cesitlilikte sekonder metabolit {iretirler ve bunlarin en 6nemli ve en
biiylik gruplarindan biri fenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin bitkilerde cok farkli
gorevleri vardir ve igerikleri ¢evresel faktdor ve stres kosullarina gore degisiklik
gostermektedir (Diaz vd., 2001; Sakiyama vd., 2002; Grace ve Logan, 2000; Lavolaa vd.,
2000). Fenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri hakkinda literatiirde ¢cok sayida c¢alisma
bulunmaktadir (Rice-Evans vd., 1997; Michalak, 2006; Ramakrishna ve Ravishankar,
2011). Agir metal stresi altindaki bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan
ozellikleri, onlarin 6zellikle metalleri selatlayabilme kapasiteleri ile iligkilendirilmektedir.
Fenolik bilesikler sahip olduklar1 hidroksil (—-OH) ve karboksil (~COOH) gruplar
sayesinde Cu gibi metalleri yiiksek oranda selatlama kapasitesine sahiptirler (Jung vd.,
2003). Fenolik bilesiklerin bir diger antioksidan 6zellikleri ise, agir metal etkisi ile olusan
lipid alkoksil radikallerini temizleyebilmesidir. Ancak bu 6zelligi yapisindaki —OH grup
pozisyonuna ve sayisina gore degisiklik gostermektedir. Fenolik bilesikler serbest
radikallerin difiizyonunu engelleyerek lipid peroksidasyon siirecini azaltir ya da

engellerler, boylece fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri sayesinde hiicre zar
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akigkanlig1 azaltilarak zar yapisi ve gegirgenligi dengelenmis olur (Michalak, 2006).
Hiicrelerin toplam fenolik igerigi ile antioksidan kapasiteleri arasinda pozitif bir iligki
bulundugu 6ncesinde rapor edilmistir (Souri vd., 2008). Bu tez calismasinda, uygulanan
agir metaller (Cu, Cd, Hg ve Pb) bugday bitkisinin hem kék hem de siirgiinlerinde TFM
iceriginde artisa neden oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde agir metal ile birlikte NAC
uygulamasinin da bugday kok ve siirgiinlerinde TFM igeriginin kontrol grubuna kiyasla
artisina neden oldugu, ancak bu gruplarda TFM igeriginin agir metal gruplarina gore daha
diisiik oldugu kaydedilmistir. Kisa vd. (2016) Cu, Cd ve Pb stresi kosullarinda yetisen
misir siirglinlerinde, Mannan vd. (2015) agir metaller ile kirletilmis alanlarda yetisen
Nephrolepis biserrata bitkisinde, Marquez-Garcia vd. (2012) Cd uyguladiklart Erica
andevalensis bitkisinde TFM iceriginin kontrol bitkilerine kiyasla arttigin1 géstermislerdir.
Ayrica gay gibi tanen bakimindan zengin igerikli bitkilerin kendini yiiksek Mn igeriginden,
Nympheae bitkisinin yiiksek polifenolik i¢eriginden dolay1 kendini Cr, Pb ve Hg’ya kars1
koruyabildigi bilgisi literatiirde yer almaktadir (Lavid vd., 2001). Tablo 3.3’te goriildiigii
tizere ii¢ farkli yontemle (DPPH, FRAP ve CUPRAC) belirlenen AK degerlerinin, TFM
igerigine benzer sekilde agir metal ve agir metal + NAC uygulama gruplarinda arttigi,
ancak yalnmizca agir metal uygulamasimnin yapildig1 gruplara kiyasla daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar TFM igeriginin bugday ¢esidini agir metal stresine karsi
korumada etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica bu sonuglar degerlendirildiginde NAC’1n
bugdaym hem kok ve hem de siirgilinlerini agir metal stresinin olumsuz etkilerine kars1
korumadaki etkinligini gostermektedir.

Fenolik bilesiklerin biiyilk ve Onemli bir alt grubu olan fenolik asitler,
hidroksibenzoik (HBA) ve hidroksisinamik asit (HSA) tiirevlerinden olugsmaktadirlar. SiA,
p-KuA, FeA, KaA, klorojenik asit (KIA) ve rosmarinik asit (RA) gibi basit fenolik asitler
HSA sinifina aittir. Gallik asit, KaA, SaA, 3, 4-HBA gibi fenolik asitler HBA sinifina
dahildir. Yapilarinda bulunan —OH gibi islevsel gruplar sayesinde ise ROS temizlenmesine
ve MDA olusumunu engellemeye yardimci olarak hiicrelerin antioksidan kapasitelerine
destek saglarlar (Saxena vd., 2012; Sytar vd., 2012). Fenolik asitlerin antioksidan ve
antiradikal ozellikleri aromatik halkalarma bagli —OH grup sayisi ile pozitif bir iliski
gostermektedir (Sroka ve Cisowski, 2003). Antioksidan 6zelliklerinin yani sira SiA, FeA,
p-CoA ve CaA gibi FA’lerin lignin Onciilii olmalar1 ile de 6nem tasimaktadirlar. Agir metal
stresi kosullarinda bitkiler lignin biyosentezini artirarak agir metallere karsi bir bariyer

olusturur ve agir metal alinmasini azaltirlar. Boylece bitkiler agir metal stresinin olumsuz
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etkilerine kars1 kendilerini korumaya calisirlar (Michalac, 2006). Mevcut tez ¢alismasinda
bugday bitkisinin kok ve silirgiinlerin uygulama gruplarinda belirlenen serbest, ester,
glikozit ve ester-bagli formdaki fenolik asitlerin iceriginin uygulanan agir metal ¢esidine
bagl olarak kok ve siirgiinlerde farklilik gosterdigi belirlenmistir. Bugday koklerine ait
agir metal ve NAC uygulama gruplarinin serbest, ester, glikozit ve ester-bagli formdaki
fenolik asit iceriklerini toplam (3)) FA olarak degerlendirdigimizde, yalnizca ester-bagl
formdaki fenolik asitin Hg grubunda kontrollerine kiyasla azaldigi, aksine diger tiim
uygulama gruplarinda ise toplam fenolik asit igeriklerinin kontrollerine kiyasla arttig
kaydedilmigtir. Siirgin uygulama gruplarinda ise toplam fenolik asit icerigi artis ve
azalislar sergilemistir. Kok ve siirglinlerin NAC muamelesi yapilan gruplarda fenolik asit
iceriklerindeki artis ve azalislar uygulanan agir metale ve fenolik asit grubuna gore
farklilik gostermistir. p-HBA biyotik ve abiyotik stres kosullarinda artarak hiicre g¢eperi
gecirgenligini azaltmak suretiyle abiyotik stres toleransina katkida bulunmaktadir. Nikel
(Ni) stresi kosullarinda karabugday (Fagopyrum esculentum) bitkisinde p-HBA igeriginin
arttig1 tespit edilmistir (Sytar vd., 2012). Ayrica bugday bitkisine distan uygulanan p-
HBA’in bitkiyi kuraklik stresine karsi korudugu belirlenmistir (Sawada vd., 2006). Ancak
tisiime stresi misir fidelerinde p-HBA igeriginde bir degisime neden olmamistir (Horvath
vd., 2007). Literatiirde yer alan bulgular artan p-HBA igeriginin bitkilerin ¢esitli stres
kosullarina kars1 tolerans kazanmasinda 6nemli oldugunu gostermektedir (Sytar vd., 2012;
Horvath vd., 2007). Tez ¢alismasina ait fenolik asit sonuc¢larinin yer aldigi Tablo 3.4-7°de,
p-HBA igeriginin agir metal uygulama gruplarinda genel olarak arttig1 goriilmektedir.
Tolra vd. (2005) Al stresine maruz birakilan Rumex acetosela bitkisinde FeA ve p-KuA
igceriklerini incelediklerinde, bahsedilen fenolik asit iceriklerinde herhangi bir degisim
olmadigint ve bu fenolik asitlerin Al stresinin olumsuz etkilerinin iyilestirilmesinde bir
etkilerinin olmadigimi rapor ettiler. Ancak Sytar vd. (2012) ise Al stresi kosullarinda
bliyiitiilen karabugday bitkisinde p-KuA igeriginde azalma rapor ettiler. Stres kosullarinda
p-KuA igerigindeki bu azalmanin nedeninin p-KuA’in lignin polimerlesmesine katilarak,
bitkinin agir metal almasinda bir bariyer olusturdugu ve agir metallerin toksik etkilerinden
kendini koruduguna dair ipuglari rapor edilmistir (de Ascensao ve Dubey, 2003; Ederli vd.,
2004). Ayrica lignin ve siiberin agir metalleri baglayarak, onlarin hiicreler arasina
gecislerini siirlandirirlar. Sinamik asit 6nemli bir sinyal molekiilii olan SaA onciiliidiir.
Karabugday bitkisinde Ni stresi kosullarinda SiA igeriginde artis oldugu belirlenmistir. Bu

artisgin sinyal molekiilii olan ve Ni toksisitesine karsi bitki savunmasinda onemli rol
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oynayabilecek SaA igerigi ile iligkili olabilecegi vurgulanmistir. (Sytar vd., 2012). Ayrica
SiA igeriginde artis Cd stresi kosullarinda Erica andevalensis bitkisinde de belirlenmistir
(Marquez-Garcia vd., 2012). Literatiirde yer alan bu sonuglara benzer sekilde bu ¢alismada
agir metal (Cu, Cd, Hg ve Pb) stresi kosullarinda biiyiitiilen bugday bitkisinin kok ve
stirglinlere ait uygulama gruplarinin ester, glikozit ve ester bagl formda SiA igeriginin de
(Tablo 3.5-7) genel olarak kontrollerine kiyasla arttig1 tespit edilmistir.

Agir metal stresi kosullarinda yetisen bitkiler, agir metallere karsi yiiksek ilgileri
olan diisiik molekiil agirlikli tiyol molekiiller sentezler (Zhu vd., 1999a; b; Freeman vd.,
2004; Yadav, 2010). Diistik molekiiler agirlikli en 6nemli tiyoller glutatyon (GSH) ve
sistein (cys) dir ve GSH proteinik olmayan tiyol bilesikleri temsil eder. Fitoselatin (PCs)
sentezinde oOnciil bilesik olan GSH, hiicrelerde Cd, Ni gibi agir metallerin
etkisizlestirilmesinde ¢ok 6nemli ve kritik bir rolii vardir. Kararh yapis1 ve suda yiiksek
oranda ¢ozenebilir 6zellikleri GSH’u, hiicreyi oksidatif strese, agir metal stresine, i¢ ve dis
kaynakli kimyasallara kars1 koruyan ideal bir biyokimyasal bilesik yapar (Yadav, 2010).
Literatiirde yer alan baz1 ¢alismalarda GSH biyosentezinin artigi, Ni ve Cd stresine karsi
toleransi arttirdig1 ve bazi bitki siirgiinlerinde Cd birikimini artirdif1 sonucuna varilmistir
(Zhu vd., 1999a; b; Freeman vd., 2004). Ayrica GSH indirgeme kapasitesi bakimindan
Arabidopsis mutanti (cad?)’nin Cu ve Cd stresine asirt hassas oldugu belirtilmistir
(Howden vd., 1995; Cobbett vd., 1998). Ancak yine de GSH’n artis1 ile agir metal stres
tolerans1 arasinda her zaman bir iligki bulunmamaktadir. Bu durum agir metal stresine
karst olusturulan ve son derece karmasik olan tolerans mekanizmasini desteklemede
GSH’m yetersiz olmasindan dolay1 kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Yadav, 2010). Tez
calismasinda agir metal uygulamasi yapilan bugday bitkisinin hem kok hem de
stirgiinlerine ait GSH igeriginin Cu, Cd ve Pb agir metallerinin neden oldugu stres etkisi ile
artt1igl, ancak Hg muamelesi ile azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte yalnmizca NAC
uygulamasi yapilan kontrol grubuna ait koklerde GSH igeriginin arttig1 ancak siirgiinler de
herhangi bir degisiklik olmadigi kaydedilmistir. Agir metaller ile birlikte NAC
uygulanmas1 durumunda ise kokte yalnizca Cd + NAC grubunda, siirgiinde ise yalnizca Cu
+ NAC grubunda GSH igeriginin hicbir uygulamanin yapilmadig:1 kontrollerine kiyasla
arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.10).

Yapilan ¢alismalar baz1 agir metallerin bitkilerde sistein (cys) genlerini uyararak cys
iceriginde artisa neden olabilecegini gostermistir (Dominguez-Solis vd., 2004; Howarth

vd., 2003). Mevcut ¢aligmada uygulanan farkli agir metaller (Cu, Cd, Hg ve Pb) ile birlikte
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kontrol bitkisinin hem kok hem de siirgiinlerine kiyasla artan cys icerigi bahsedilen ifadeyi
dogrulamaktadir. Ayrica distan uygulanan NAC’in Hg grubunun siirgiinleri hari¢ diger
gruplarda yine cys iceriginde artisa neden oldugu belirlenmistir. Iki farkli arpa genotipi ile
yapilan ¢alismada, Cd uygulamasimin "Weisuobuzhi' genotipinde cys iceriginde azalmaya
neden oldugu, 'Dong 17' genotipinde ise kontrollerine kiyasla 6nemli bir degisime neden
olmadigi, Cd + NAC uygulanan bitkilerde, cys igeriginin 'Weisuobuzhi' genotipinde
kontrol grubuna kiyasla azaldigi, 'Dong 17' genotipinde ise arttig1 belirlenmistir (Sun vd.,
2014). Dominguez-Solis vd. (2004) kontrol bitkisine kiyasla daha yliksek cys sentezi
yapabilen iki farkli transgenik A. thaliana L. bitkisi gelistirmiglerdir. Yapilan bu ¢alismada
cys sentez kapasiteleri fakli transgenik olan ve olmayan bitkileri Cd (250 uM) stresine
maruz birakilarak strese karsi bitki tolerans diizeyleri karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda Cd stresi kosullarinda transgenik olan ve olmayan bitkilerin cys diizeylerinin
azaldigi, transgenik olmayan ve transgenik olan ancak diger bitkiye gore daha az cys
icerigine sahip bitkilerde GSH igeriginin azaldigi, fakat en yiiksek cys sentezi yapabilen
transgenik bitkide ise GSH igeriginin arttig1 belirlenmistir. Transgenik olmayan bitkiye
distan cys uygulandiginda ise, farkli Cd diizeylerinde kok biiylime egrileri ve Cd tolerans
diizeyleri yiiksek diizeyde cys sentezi yapabilen transgenik bitki ile benzerlik gosterdigi
kaydedilmistir (Dominguez-Solis vd., 2004). Yapilan bu ¢alisma 6nemli bir cys kaynagi
olan NAC’mn agir metal stresine karsi bitki savunmasindaki roliiniin 6nemi hakkinda
ipuclar1 saglamaktadir.

GSH ve pro stres kosullarinda indirgenmis —S kaynagi (Anjum vd., 2010) ve N
kaynag1 (Kishor ve Sreenivasulu, 2014) olarak hareket etmektedirler. Ayrica GSH ve pro
biyosentezinin diizenlenmesi 1518a bagimlidir. Prolin bitkilerde biiylime ve gelisme dahil
olmak iizere bir ¢cok metabolik diizenlemede islevi vardir. Agir metal stresi bitkilerde pro
gibi osmolitlerin birikmesini tesvik eder. Ancak agir metal stresi kosullarinda pro birikimi
bitkinin strese karsi bir cevab1 m1 yoksa stres toleransi ile iligkili olup olmadig: tartisma
konusudur (Anjum vd., 2014; Kishor ve Sreenivasulu, 2014). Bu c¢alismada pro igeriginin
agir metal stresi kosullarinda yalnizca Cd ve Cd + NAC grubunda kontrollerine kiyasla
arttigl belirlenmistir. Agir metal stresi (Cd, Co, Pb, Zn) kosullarinda yetistirilen 7.
aestivum, Vigna mungo ve Cajanus cajan bitkilerinin pro iceriklerinin agir metal derisimi
artisina paralel olarak arttig1 belirlenmistir (Saradhi ve Alia, 1991). Mehta ve Gaur (1999)
Chlorella vulgaris’in kiiltiir ortamina ekledikleri Cu, Cr, Ni ve Zn agir metallerin pro

birikimini tegvik ettigi ve pro igeriginin ise zaman ve ortamda bulunan agir metal
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derisimine bagli olarak degistigini, metal toksisitesi ile pro birikimi arasinda pozitif bir
iliski bulundugunu rapor etmislerdir. Bu arastirmalarda kaydedilen sonuglar, pro’in agir
metaller tarafindan bozulan bitki su dengesini yeniden diizenlenmesine yardimci olmasina
(Costa ve Morel, 1994; Schat vd., 1997), agir metal etkisi ile olusan hidroksil radikallerinin
siiptirebilmesine  (Smirnoff ve Cumbes, 1989), agir metalleri sitoplazmada
selatlayabilmesine (Farago ve Mullen, 1979) ve agir metal alinimini azaltabilmesine
baglanmistir (Wu vd., 1998).

Poliaminler, bir¢cok temel hiicresel isleme dahil olan bir fitohormon benzeri alifatik
amin bilesikleri grubudur. Poliaminler, tohum c¢imlenmesi, ¢i¢cek tomurcuklanmasinin
tesvik edilmesi, desteklenmesi ve gelistirilmesi, meyve gelisimi, morfogenez, biyotik veya
abiyotik strese verilen cevap gibi bitki gelisiminin bir¢ok asamalarinda 6nemli bir rol
oynar (Gill ve Tuteja, 2010). Bitkilerde {i¢ poliamin sinifi vardir; Spermidin (spd), Spermin
(spm) ve Putresin (put). Literatiirde yer alan bir ¢cok ¢alismada, UV, tuz ve agir metal stresi
gibi gevresel stres kosullarinda yetisen bitkilerde poliamin igeriklerinde strese bagli olusan
degisimler belirlenmistir (Kramer vd., 1991; Aziz vd., 1998; Weinstein vd., 1986). Mevcut
tez ¢aligmasinda poliamin igeriklerindeki degisimler uygulanan agir metale gore degisiklik
gostermektedir. Putresin, spd ve spm igerikleri koke ait uygulama gruplarinda yalnizca Cu
ve Cu + NAC uygulama gruplarinda kontrollerine kiyasla arttigi, siirgiinde ise tiim
uygulama gruplarinda azaldigi belirlenmistir. Groppa vd. (2007) Cd ve Cu stresi
kosullarinda yetistirilen bugday bitkisinin yapraklarina ait stres gruplarinda put igeriginin
kontrol grubuna kiyasla arttigini, spd igeriginin degismedigini ve spm igeriginin ise
azaldig1 tespit etmislerdir. Benzer sekilde yulaf ve fasulye yapraklarinda put igeriginin Cd
ve Cu uygulamasi ile arttigit Weinstein vd. (1986) rapor etmistir. Ancak aycicegi bitkisinin
yaprak disklerinde Cd ve Cu uygulamasi ile put ve spd igeriginin azaldigi, spm igeriginin
ise degismedigi kaydedilmistir (Groppa vd., 2001). Kursun stresi kosullarinda yetistirilen
arpa bitkisi yapraklarina ait stres gruplarinda put icerigi kontrol grubuna kiyasla azaldigi,
spd ve spm igeriginin ise zamana bagli olarak arttig1 belirlenmistir (Legocka vd., 2015). Bu
sonuglar bitkilerde poliamin igerigi degisimlerinin yalnizca g¢evresel kosullara degil ayni
zamanda bitki tiirtine de bagl oldugunu gostermektedir (Groppa vd., 2007).

Cevresel stres etkisi ile olusan ROS’larin bitkilerde iki farkli siirecle birikimi
engellenir: (i) ROS olusumunun 6nlenmesi (i1) enzimatik ve enzimatik olmayan diisik
molekiiler agirlikli antioksidanlarla ROS’larin siipiiriilmesi. Bilinen antioksidanlarin yani

stra ¢oziinebilir sekerlerin ROS olusumu ve siipiiriilmesinde énemli rollerinin oldugu rapor
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edilmistir (Couée vd., 2006; Bolouri-Moghaddam vd., 2010). Seker metabolizmasina bagh
ekstra gen tasiyan transgenik bitkilerin abiyotik stres kosullarinda verdikleri yanitlar,
abiyotik stres esnasinda sekerlerin koruyucu niteligini desteklemektedir (Keunen vd.,
2013). Hiicre ceperi polisakkaritlerinin pargalanmasi (Oligogalakturonidler gibi) stres
kosullarinda seker sinyalleri iiretebilir, bu sonu¢ da biyotik ve abiyotik stres cevabi
arasinda Onemli etkilesim oldugunu gostermektedir. Oligogalakturonidlerin yonca
koklerinde enzimatik ve metabolik antioksidan savunma sistemini uyardigi, bu durumun da
seker sinyali ile oksidatif strese karsi bitki cevabinin baglantili olabilecegi kaydedilmistir
(Camejo vd., 2012; Keunen vd., 2013). Coziiniir sekerlerin fotosentez, mitokondri
solunumu ve yag asidi -oksidasyonu ile yakin iliskisi sayesinde hiicre redoks dengesinde
merkezi bir konuma sahiptir (Couée vd., 2006). Bu nedenle, seker seviyelerindeki
degisiklikler, kloroplastlar, mitokondri ve peroksizomlardaki oksidatif metabolizma ile
ilgili bitki hiicrelerindeki ROS iiretiminin derecesini etkileyebilir. Sekerler 6zellikle yiiksek
derisimlerde bulunduklarinda ROS siipiiriicii, diisiik derisimlerde ise substrat ve sinyal
molekiilii olarak gorev yapabilirler (Keunen vd., 2013). Tez calismasinda agir metal stresi
kosullarinda yetistirilen bugday fidelerine ait koklerde glukoz ve fruktoz iceriginin agir
metal uygulama gruplarinda, fruktoz iceriginin ise yalmzca Cd ve Hg uygulama
gruplarinda kontrollerine kiyasla arttigi, agir metal ortamina eklenen NAC’m ise tim
uygulama gruplarinda bireysel sekerlerde artisa neden oldugu kaydedilmistir. Siirgiine ait
agir metal ve agir metal + NAC gruplarinda bireysel seker igeriginin kontrollerine kiyasla
genel olarak arttig1 belirlenmistir. Kuraklik stresi kosullarinda yetistirilen Quercus petraea
(Matt.) Liebl. bitkisinin geng¢ fidelerine ait sukroz igeriginin kontrol bitkisine kiyasla
azaldigi, fruktoz ve glukoz igeriginin ise arttig1 rapor edilmistir (Epron ve Dreyer, 1996).
Farkli bir ¢alismada su mercimegi (Lemna polyrrhiza L.)’e ait toplam seker igeriginin Pb
ve Cd derisimlerinin artisina bagl olarak azaldigi belirtilmistir (John vd., 2008).

Organik asitler bitki hiicrelerinde agir metalleri inaktif ve toksik olmayan formlara
dontistiiren selator gibi islev gosterebilen biyomolekiillerdir. Organik asit icerigindeki
degisim ve organik asit + agir metal kompleksinin stabil kalma siiresi organik asit, agir
metal c¢esidine ve bitki tiiriine baglh olarak degismektedir. Aliminyum (Al) + organik asit
kompleksinde Al + sitrat en uzun siire stabil kalan kompleks oldugu rapor edilmistir
(Zheng vd., 1998). Ayrica organik asitlerin Zn ve Ni selatlama kapasitelerinin Pb, Cu ve
Cd’dan daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Ernst vd., 1992). Kadmiyum tolerans diizeyleri

farkli olan Solanum nigrum ve S. torvum bitkileri ile yapilan ¢alismada, Cd-tolerant olan S.
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nigrum’un malik asit ve sitrik asit icerikleri Cd stresi kosullarinda arttigi, Cd-tolerant
olmayan S. torvum bitkisinin malik asit ve sitrik asit iceriginin ise kontrollerine kiyasla
azaldig bildirilmistir (Xu vd., 2012). Mevcut tez calismasinda agir metal ve NAC
uygulamasmin bugday bitkisi fidelerinin kok ve siirgiinlerinde organik asit igeriginde
neden oldugu degisimlerin agir metal ¢esidine bagli olarak farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Koke ait Cd uygulama grubunda organik asit i¢eriginin kontrol grubuna kiyasla
arttig1, siirgline ait Cd grubunda ise tartarik asit iceriginin arttig1 ancak malik, askorbik ve
sitrik asit igeriginin azaldig1 belirlenmistir. Kadmiyum stresi kosullarinda yetistirilen
domates (Solanum lycopersicum L.) ve kabak (Cucumis sativus L.) fidelerine ait kok ve
siirglinlin agir metal gruplarina ait malik asit ve sitrik icerigi kontrollerine kiyasla arttigi,
tartarik asit igeriginin ise azaldigi, ancak kabak fidesinin siirglinlerine ait sitrik asit

iceriginin azaldigi rapor edilmistir (Wu vd., 2015).



5. SONUCLAR

1) Koke ait pearson korelasyon sonuglarina gére POX, APX, TFM, TBARS ve H,0,
degerlerinin UZ, TA ve KA degerleri ile 6nemli (P < 0,05) ve ¢ok 6nemli (P < 0,01)
seviyesinde, TFM igeriginin POX ve APX aktivitesi ile dnemli seviyede iligkili oldugu
belirlenmistir.

Siirgiine ait pearson korelasyon sonuclarina gére POX, CAT, SOD, GR, DHAR, cys,
pro ve TBARS degerlerinin UZ, TA ve KA degerleri ile 6nemli (P < 0,05) ve ¢ok 6nemli
(P <0,01) seviyesinde iligkili oldugu kaydedilmistir.

2) Agir metal uygulamalar1 ile bugday kok ve siirgiin boylar1 azalmistir. Ancak,
NAC uygulamasi kok ve siirglin uzunluklarindaki azalma durumunu tersine gevirmis ve
agir metallerin olumsuz etkiledigi biiyiime parametrelerini iyilestirmistir.

3) Bitkiye distan yapilan NAC uygulamasi agir metal absorbsiyonunu azaltmaigtir.

4) NAC uygulamasi su potansiyelini agir metal uygulama grupalarina kiyasla
artirmigtir.

5) NAC uygulanan gruplarda H,O; icerigi agir metal uygulama gruplarina kiyasla
belirgin bir sekilde azalmistir.

6) Agir metal maruziyeti kosullarinda yetistirilen bugday bitkisine distan NAC
uygulamasinin antioksidan enzimler iizerindeki etkisi enzime ve agir metal ¢esidine bagl
olarak degismektedir.

7) NAC uygulamasi agir metal stresi kosullarinda bitkinin artan toplam fenolik
madde havuzunu ve PAL aktivitesini agir metal uygulanan gruplana kiyasla azaltmistir (Cd
+ NAC grubu harig).

8) Agir metal uygulama kosullarinda artan antioksidan kapasite (DPPH, FRAP ve
CUPRAC) degerleri, NAC uygulamasi ile agir metal gruplarina kiyasla azaltmistir.

9) Kok ve siirgline ait toplam serbest, ester, glikozit ve ester-bagli formda toplam
fenolik asit igerikleri agir metal stresi kosullarinda artmistir (siirglin glikozit formda toplam
fenolik asit icerigi hari¢). Agir metal stres kosullarinda NAC uygulamasiin bireysel
fenolik asit havuzu iizerindeki etkileri, fenolik asit ve agir metal c¢esidine bagli olarak
degismektedir.

10) Kok ve siirgiinlere ait GSH igerigi Hg grubu hari¢ agir metal stresi kosullarinda
kontrollerine kiyasla artmistir. Ayn1 kosullarda NAC uygulamasi ile GSH igerigi kokte Cu
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+ NAC ve Cd + NAC uygulama gruplarinda, siirgiinde ise yalnizca Cu + NAC grubunda
kontrollerine kiyasla arttig1 saptanmustir.

11) Sistein igerigi kok ve stirglinlere (Hg + NAC harig) ait tiim uygulama gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla arttig1 belirlenmistir.

12) Koke ait prolin igeriginin kontrollerine kiyasla Cd ve Cd + NAC uygulama
gruplarinda, siirgiinde ise Cu hari¢ agir metal uygulama gruplarinda artmis ve agir metal
+ NAC gruplarinda ise (Cd + NAC hari¢) azalmstir.

13) Kok ve siirglin gruplarinda agir metal stres etkisiyle artan TBARS igerigi, NAC
uygulamasi ile azalmistir.

14) Put igerigi kok (Cu ve Cu + NAC harig) ve siirgiinlerde agir metal ve NAC
uygulamalar1 ile kontrollerine kiyasla azalmistir. Koke ait Spd igerigi Cu ve Hg agir
metallerinin etkisi ile artmis, NAC uygulamasi ile Cu + NAC ve Pb + NAC uygulama
gruplarinda kontrollerine kiyasla artmigtir. Siirgiinlere ait Spd igerigi ise tim uygulama
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla azalmistir. Spm igerigi kok (Cu harig) ve siirgilinlere
ait tim uygulama gruplarinda azalmistir.

15) Bugday fidelerinin kok ve siirglinlerine ait bireysel seker (glukoz, fruktoz,
sukroz) igerikleri agir metal ¢esidine bagh olarak degismistir. Toplam seker icerikleri hem
kok hem de siirglinlere ait tim uygulama gruplarinda kontrollerine kiyasla artmistir.
Toplam seker igerigi NAC uygulamasi ile (Cu + NAC hari¢) agir metal uygulama
gruplarina kiyasla kokte artmis siirgiinde ise diigmiistiir.

16) Tartarik asit igerigi kok (Hg ve Hg + NAC harig) ve siirgiinlerde (Hg hari¢) tiim
uygulama gruplarinda kontrollerine kiyasla artmistir. Malik asit icerigi de benzer sekilde
tiim uygulama gruplarinda kontrollerine grubuna kiyasla artmistir. Koke ait askorbik asit
iceriginin (Cu hari¢) agir metal uygulamasi ile kontrollerine kiyasla artmis, NAC
uygulamasi ile de yalnizca Pb + NAC grubunda artmistir. Siirgiine ait askorbik asit igerigi
ise tim uygulama gruplarinda azalmistir. Sitrik asit icerigi tiim kok uygulama gruplarinda
artmistir. Siirgline ait sitrik asit icerigi ise agir metal uygulamasi ile degismemis, Cu +
NAC ve Hg + NAC uygulamalar ile artmig, Cd + NAC ve Pb + NAC uygulamalar ile
azalmistir.

Bu sonuglar degerlendirildiginde NAC Cd, Hg ve Pb toksisitesine karsit onemli

derecede iyilestirici etkisinin oldugu belirlenmistir.



6. ONERILER

Metaller yerkabugunda dogal olarak bulunurlar. Farkli lokalitelerin metal igerikleri
ve derisimleri farklilik gostermektedir. Agir metallerin bir kism1 ¢ok diisiik derisimlerde
canli organizmalar i¢in biyokimyasal ve fizyolojik islevleri siirdiirmek i¢in gereklidir fakat
belirli esik derisimlerini astiklar1 zaman toksik etki gdsterirler. Genel olarak, toprak ana
maddelerinden tiiretilen tarim topraklarindaki agir metallerin dogal derisimleri, bitkilere ve
insan sagligina zarar verecek kadar yiiksek degildir. Bununla birlikte, madencilik, eritme,
attk imhasi, kentsel atik, ara¢ egzozu, kanalizasyon ¢amuru ve zirai kimyasal gibi
antropojenik kaynaklar, tarim topraklarindaki agir metal derisimlerini biiyiik ol¢iide
artirabilir. Diistik derisimlerde yliksek toksik etki gdsteren agir metaller bitkilerin biiyiime
ve gelismesini sinirlayarak diinyada tarim yapilabilecek alanlarin kisitlanmasina neden
olmaktadirlar. Bitkilerin agir metallere karsi toleransini artirmak i¢in gelismis iilkeler
sinirli alanlar icin yikama ve immobilizasyon yontemlerini kullanmaktadir. Ancak
gelismekte olan tilkelerde pahali olan bu yontemleri kullanma imkani bulunmamaktadir.
Bu nedenle 6zellikle bu iilkelerde agir metal kirliligini azaltacak yontemler gelistirilmeli ve
bu yontemlerin maliyeti de diisiik olmalidir. Ayn1 derisimlerde farkli agir metal (CuCl,,
CdCl,, HgCl, ve PbSO4) ortaminda yetistirilen bugday fidelerine N-asetilsisteinin
etkilerinin incelendigi bu c¢aligmada enzimatik olan ve olmayan antioksidan sistemler
arasindaki baglantilar ortaya konmaya calisilmis ve tarimsal uygulamalarda ki etkinligi
belirlenmeye calisilmistir.

Distan uygulanan NAC, bitkilerde agir metal stresine kars1 olumlu sonuglar tespit
edildiginden, NAC’in kokler aracigiyla ne Ol¢lide alindigi ve siirgiinlere iletildigi
belirlenebilir. Bu tez ¢alismasinda enzimatik olan ve olmayan antioksidan sistemler
tizerine NAC’1n etkisi belirlenmistir. Benzer sekilde agir metal stresi ve NAC kosullarinda
yetistirilen bitkilerde NAC’1n bitki hormonlarina etkisi ve bitki hormonlar1 ve antioksidan
sistem arasindaki iliski de calisilabilir.

Bu tezde NAC’ 1 etkisi 5 giinliikk bugday fidelerinde calisilmistir. Bundan dolay1
NAC’ 1 agir metal stresi altindaki bugdayin tane verimi iizerine etkisi de belirlenebilir.

Yapilan mevcut ¢alismadan da anlasilacagi gibi NAC’1n selatlamada metal seciciligi
bulunmaktadir. Bu nedenle NAC’m bu tezde kullanilmayan ancak ekolojik kirlilik

olusturan farkli agir metallerin olumsuz etkilerinin diizeltmede ki etkinligi de arastirilabilir.
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NAC -SH grubu igerdiginden dolayr aynt zamanda antioksidan o6zellik
gostermektedir. Ayrica NAC transkripsiyon faktorlerinin de bitkinin stres cevabi
vermesinde onemli rollerinin bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle tuzluluk, kuraklik,
radyasyon gibi stres kosullarinda yetisen bitkilerde, farkli derisimler ve farkli siirelerde

distan uygulanacak NAC’in, stres etkisini hafifletilmesindeki etkinligi arastirilabilir.
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