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OZET

Kursun stresinin, hiperakiimiilator bitki olarak bilinen kina ¢icegi (Impatiens balsamina L. ‘Pink
Single’) ve siis lahanasinin (Brassica oleracea L. var. Acephala ‘Nagoya Purple’) protein
metabolizmas1 tlizerine etkilerinin arastirildigi calismada, ¢esitlere ait tohumlar torf iceren
viyollere ekilmis ve fideler 3-4 gergek yaprakli hale geldikten sonra torf, toprak ve perlit (1:1:1)
karisimi igeren 17x18 cm boyutlarindaki saksilara sasirtilarak 22/18°Cde (gilindiiz/gece) ve %65
nemde sera kosullarinda yetistirilmistir. Fideler 6 haftalik olduklarinda iki giinde bir 150
ml/saksi1 olacak sekilde ti¢ farkli kursun nitrat Pb (NO3)2 ¢6zeltisi (100 ppm, 200 ppm ve 400
ppm) ile 6 hafta boyunca muamele edilmistir. Kontrol bitkileri ise saf su ile sulanmistir.
Bitkilerin yaprak dokularinda hiicresel zararlanma, toplam klorofil miktari, prolin miktari,
toplam ¢oziinebilir protein miktar,, SDS PAGE ve immunblot analizleri yapilmistir. Ayrica,
bitkilerin toprak {istli aksam yas ve kuru agirliklar1 ile kok yas ve kuru agirliklar belirlenmistir.
Kursun konsantrasyonu arttik¢a her iki bitki tiirtinde de hiicresel zararlanmani arttig1, yaprak
oransal su kapsaminin azaldigi, turgor kaybmnin arttig1 belirlenmistir. Toplam klorofil miktari,
toprak {istli aksam yas ve kuru agirhiklar ile kok yas ve kuru agirliklarinun kursun
uygulamalarindan etkilenmedigi gortilmiistiir. Kina ¢iceginin prolin miktar1 kursun nitrat
konsantrasyonuna bagli olarak artarken, siis lahanasinda ise azalmistir. Toplam ¢6ziinebilir
protein miktarinin, kina ¢igeginde konsantrasyon artisi ile birlikte azaldig tespit edilirken, siis
lahanasinda ise biitiin konsantrasyonlarda kontrolden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. SDS
PAGE'de uygulamalara gore degisen 17 kDa ve 137 kDa araliginda birgok protein band1 tespit
edilmistir. Yapilan immunblot analizleri sonucunda HSP 60'in her iki tiirde de kursun stresinde
biriktigi ve yogunlugunun yiliksek konsantrasyonlarda daha fazla oldugu belirlenmistir.
Dolayistyla HSP 60'm bu iki siis bitkisinde kursun stresine toleransta rolii oldugu belirlenmistir.
HSP 23'in kina ¢iceginde kursun stresine toleransta onemli bir etkisi belirlenmezken, siis

lahanasinda ise 6zellikle 200 ppm'de etkin bir roliiniin bulundugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kina ¢icegi, Siis lahanasi, Kursun, Protein
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SUMMARY

In this study, the effects of lead stress on the protein metabolism of the garden balsam
(Impatiens balsamina L. ‘Pink Single’) and the ornamental kale (Brassica oleracea L. var.
Acephala ‘Nagoya Purple’), which are known as hyperaccumulator plants, were investigated.
The seeds were planted in viola with peat. The seedlings were transplanted into pots with a size
of 17x18 cm, containing a mixture of peat, soil, and perlite (1:1:1), at 3-4 true leaves stage.
Plants were grown in greenhouse conditions at 22/18°C (day/night) temperature with a relative
humidity of =65 %. Three different concentrations of lead nitrate (Pb (NO3)2) solution (100
ppm, 200 ppm, and 400 ppm) were applied to 6-week old seedlings every two days at 150 ml/pot
for 6 weeks. Control plants were irrigated with distilled water. The degree of cell injury, leaf
relative water content, turgor losses, total chlorophyll content, proline amount, total soluble
protein amount, SDS PAGE and immunoblot analysis were examined in leaf tissues of plants.
Besides, fresh and dry weights of aboveground parts and roots were determined. Cellular
damage was increased with the lead concentration increased, relative water content was
decreased and turgidity loss was increased in leaves in both species. Also, it was determined
that the lead applications did not cause any significant changes in the total chlorophyll amount,
the wet and dry weight of the aboveground parts, and the fresh and dry weight of roots.
Furthermore, it was found that the proline amount of the garden balsam increased with the
concentrations, but it was decreased in the ornamental kale. It has been observed that the total
amount of soluble proteins decreases with increasing concentrations according to the control in
the garden balsam, while it was higher in all concentrations in ornamental kale. This situation
occurs in higher concentrations in the ornamental kale. Many protein bands were detected in
SDS PAGE varying between 137 kDa and 17 kDa, depending on the applications. As a result
of the immunoblot analysis, it was determined that HSP 60 accumulated under lead stress in
both species and its density was higher at high concentrations. Therefore, HSP 60 has been
associated with tolerance to lead stress in both ornamental plants, while any significant effect
of HSP 23 on tolerance to lead stress was not observed in the garden balsam but it had an

effective role in the ornamental kale, especially at 200 ppm.

Keywords: Garden balsam, Ornamental kale, Lead, Protein
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1. GIRIS VE AMAC

Biiyiime, gelisme ve metabolizmay1 olumsuz yonde etkileyecek kadar degistiren veya
bunu engelleyebilen durumlarin meydana gelmesine stres denir (Levitt, 1980). Dogalar1 geregi
stirekli degisen stres faktorlerine maruz kalan bitkiler bu stres etmeninden uzaklasarak kaginma
gibi bir secenege sahip olamadiklarindan stresle dogrudan yiizlesirler (Al-Whaibi, 2011).
Bitkiler yasamlar1 boyunca birden fazla stres etmeni ile yiizlesmektedirler. Bu stres faktorleri
biyotik ve abiyotik olmak iizere iki kisma ayrilmaktadir. Biyotik faktorler; mikroorganizmalarin
(fungus, bakteri ve viriis) enfeksiyonu ve zararl hayvanlarin (bocekler, nematodlar) saldirilari
sonucu olusmaktadir. Abiyotik faktorler ise; su, sicaklik, kuraklik, tuzluluk, oksidatif stres,
radyasyon, manyetik alanlar, ¢esitli kimyasallar (zirai ilaglar, endiistriyel kirleticiler vb.) ve agir

metaller gibi ¢evresel faktorler sebebiyle ortaya ¢cikmaktadir (Levitt, 1980).

Abiyotik stres faktorleri bitkilerin bliylimesini, gelisimini, verimini ve tohum kalitesini
olumsuz yonde etkilemekte ve ayni zamanda birbirleriyle baglantili olup ozmotik stres, iyon
dagilimi ve bitki hiicresi homeostazisinde bozulma seklinde de zararlar meydana
getirmektedirler. Abiyotik faktorler, bitkisel iiretimde verimin yaklasik %70'inin azalmasina
sebep olmakta ve dolayisiyla tarimsal iiretim i¢in biiylik bir kisit olarak kabul edilmektedir. Bu
durum, bitkisel iretim ile niifus artis1 arasindaki bozulmus denge nedeni ile daha da

kotlilesmistir (Acquaah, 2007; Jewell vd., 2010).

Agir metallerin neden oldugu toprak kirliligi kiiresel Olcekte en Onemli cevre
sorunlarmdan birisidir (Wuana vd., 2011). Atomik yogunlugu 5 g/cm?®’ten daha fazla olan metal
ve metaloitler grubu agir metalleri olusturmaktadir. Bazi temel agir metaller arasinda krom (Cr),
demir (Fe), bakir (Cu), nikel (Ni), ¢inko (Zn), kobalt (Co), civa (Hg), kursun (Pb), kadmiyum
(Cd) olmak iizere 60’tan fazla metal ¢esidi bulunmaktadir (Baba vd., 2009). Cevreye dogal ve
yapay bir sekilde eklenen agir metaller, cevre ve toprakta karmasik yapilar olusturduklar i¢in

tehlikeli kirleticiler olarak tanimlanirlar.
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Agir metaller g¢evrede biyolojik olarak parcalanmadigi i¢in genellikle kolayca
birikebilmekte ve toksik etkileri daha da artirabilecek olduk¢ca karmasik yapilar
olusturabilmektedirler (Sar1, 2009).

Topraktaki agir metallerin kaynagi topragin olusumu sirasinda meydana gelen etkiler
olabildigi gibi mineral giibreler, madencilik ve endiistriyel faaliyetler, pestisitler, kanalizasyon
atiklari, kentsel atiklar ve motorlu araglarin egzoz gazlari ile agir metal iceren kayaglarin ¢esitli

nedenlerle ¢dziinerek su ve toprak ortamma tasmmasidir (Onder, 2012; Seven vd., 2018).

Ekosfere ulasan agir metallerden Zn, Co, Mn (mangan), Cu, Ni ve Mo (molibden) bitki
gelisimi i¢in mutlak gerekli iken Al (aliiminyum), V(vanadyum), Cd, As (arsenik), Hg, Pb ve
Se (Selenyum) toksik etkilidir (Shanker vd., 2005; Seven vd., 2018).

Bitki gelisimi i¢in mutlak gerekli element olsun veya olmasin doku ve organlarda asir1
biriken agir metallerin sebep oldugu bu stresin, yalnizca ekosistem islevi ve toprak verimliligi
iizerine degil bununla birlikte besin zinciri araciligiyla insan ve hayvan sagligi lizerinde de ciddi
etkileri mevcuttur. Bitki biinyesine gecen ve burada biriken bu agir metaller fizyolojik aktiviteyi
engeller, tiriin verimliligi ve kaliteyi diisiiriir ve sonugta bitki 6liimlerine sebep olabilir (Asri ve

So6nmez, 2006).

Bitkiler farkli derecelerde toksisiteye sahip yiiksek agir metal konsantrasyonlarina
maruz kaldiginda bir¢ok fizyolojik ve metabolik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir (Dubey, 2011;
Villiers vd., 2011). Bitki biiyiimesinde azalma, yaprak klorozu, nekroz, tohum ¢imlenmesinde
azalma, turgor kaybi, senesense neden olan fotosentetik yapinin zarar gérmesi ve hiicre 6limii
gibi semptomlar agir metal toksisitesine bagli olarak gerceklesmektedir (Carrier vd., 2003;
Dalcorso vd., 2010). Agir metal maruziyeti, bitki hiicresi ve dokularinda yapisal, biyokimyasal

ve molekiiler diizeyde degisikliklere neden olmaktadir (Gamalero vd., 2009).
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Yiiksek agir metal konsantrasyonlarinda, bitkilerde toksisite semptomlari, esas olarak
metallerin siilfidril grubu proteinlere baglanmasi, yapiy1 bozmasi ve aktivitesinin inhibisyonuna
yol agmasi gibi hiicresel diizeydeki etkilesimlerinden dolay1 belirgin hale gelmektedir (Van

Assche ve Clitjers, 1990; Hall, 2002).

Bitkilerin bu faktorlerin etkisini elimine etmesi, azaltmasi veya onarmasi ise bitki ve
element tiirline, stres etkisinde kalinan siireye, konsantrasyona, bitkinin gelisim evresine ve
strese maruz kalan organ veya dokularin yapisina bagh olarak degisiklik gostermektedir (Levitt,
1980). Bitkilerin gelisimi ve yasayabilirligi i¢in agir metallerin cinsi ve miktari, kullanighligi,
hasarin siddeti ile hasar olusum siireci hakkindaki bilgiler 6nem arzetmektedir (Asri ve Sonmez,
2006). Bitkiler toksik seviyedeki metallere kars1 ¢esitli cevaplar gelistirmislerdir. Bunlardan
bazilar1 metallerin secici alinimi, bosaltimi, spesifik ligantlar ile bir kompleks olusturmasi ve i¢
detoksifikasyon mekanizmalaridir (Gupta vd., 2009; Krzeslowska vd., 2011; Maestri vd., 2010;
Singh vd., 2010; Jiang ve Liu, 2010).

Is1 soku proteinleri (HSP), abiyotik stres toleransi saglanmasinda anahtar rol oynar.
Bitkiler, strese duyarli bazi proteinlerin yani sira HSP'leri indiikleyerek kendilerini ¢ok sayida
stresden korurlar. HSP'lerin biyolojik islevi, hiicredeki diger proteinlerin "kalite kontrol" tinii
sirdiirmek ve proteinin "yasam, yaslanma, hastalik ve o6lim" siirecinde 6nemli bir rol
oynamaktir. Bu nedenle, ¢esitli streslere kars1 bitki tepki mekanizmalarmi ve HSP'nin edinilmis
stres toleransindaki roliinii ¢6zmek, strese duyarlilik modiiliiniin bir pargasi olarak spesifik
islevlerini tanimlamak i¢in son derece dnemlidir (Mishra vd., 2018). Ornegin; HSP70 geninin
indiiksiyonu normalde metal kirliligi ile iligkili toksisitenin saptanmasi i¢in bir kriter olarak
kabul edilmis (Ai't-Ai'ssa vd., 2003), ve bu nedenle HSP70, ¢evresel kirlenmeyi ve toksik
kimyasallarin kara ve suda yasayan hayvanlar ile baz1 bitki tiirleri tizerindeki zararh etkilerini
izlemek icin biyolojik belirte¢ olarak kullanilmistir (Cajaraville vd., 2000; Cruz-Rodriguz ve
Fu-Lin, 2002; Radenac vd., 2001; Triebskorn vd., 2002; Wang vd., 2008).

Agir metallerin topraktan arindirilmasi i¢in baz1 uygulamalar da s6z konusudur. Bunlar;
topragm kazilip bagka bir atik alanina gomiilmesi, camlastirma (vitrifikasyon), kimyasal

uygulamalar, elektrokinetik aritim ve fitoremediasyon uygulamalaridir.
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Bu uygulamalarin ¢ogu, yiiksek miktarlarda maliyet gerektirirken, topragin yerinde
aritilacagi bir aritim teknolojisi olan fitoremediasyonun kullanimi ise ¢ok daha ekonomik bir

yol olarak goriilmektedir (Esringii, 2012).

Cevredeki agir metal gibi kirleticileri biinyesine alarak, kok ve toprak tistii organlarda
biriktirmek ya da bunlarin zararsiz hale getirilmesi amactyla yesil bitkilerin kullanildig1 teknige
fitoremediasyon (bitkisel iyilestirme) denilmektedir (Ashraf vd., 2010). ik defa Chaney (1983)
tarafindan 6nerilen fitoremediasyon terimi, Yunanca “bitki” anlamina gelen “phyto” ile Latince
“lyilestirme” veya “dilizeltme” anlamma gelen “remedium” kelimelerinden gelmektedir
(Laghlimi vd., 2015, Khalid vd., 2017). Bu teknoloji son zamanlarda, tehlikeli atik sahalarinda
kullanilan daha gelismis aritma yontemlerine yenilik¢i ve uygun maliyetli bir alternatif olarak

dikkat cekmektedir (EPA, 2000)

Fitoremediasyonda kullanilan bitkiler, toprakta var olan metal miktarindan ¢cok daha
fazlasini toprak {istli kistmlarinda biriktirebilen hiperakiimiilator bitkilerdir (Baker ve Walker
1990) Hiperakiimiilator bitkiler toprak iistii aksamlarina, topraktaki metal yogunlugunun 50
ile 500 kat daha fazlasini depolayabilen bitki grubudur (Clemens, 2006). Ayrica, bu bitkiler
diger bitki tiirlerine gére agir metalleri herhangi bir toksisite semptomu gostermeksizin toprak
iistii aksamlarinda, 100-1000 kat daha fazla biriktirebilme yetenegine sahiptirler (Brooks, 1998).
Hiperakiimiilator 0Ozellikte ortalama 450 bitki tiirii (angiospermlerin sadece %0,2’si)
belirlenmistir  (Reeves, 2006). Asteraceae, Brassicaceae, Fabaceae, Lamiaceae,
Euphorbiaceae, Balsaminaceae familyalar1 hiperakiimiilator olarak tanimlanmis baslica

familyalardandir (Assungao, vd., 2003).

Dis mekan siis bitkileri genellikle, parklarda, bahgelerde, yollarda ve c¢evre
diizenlenmesinde kullanilan bitkilerdir. Bu bitkiler; kullanildiklar1 alani giizellestirmenin
disinda sosyal, kiiltiirel, insan ve ¢evre saglig1 ve turizm agisindan ¢ok biiylik 6neme sahiptirler
(Hocagil vd., 2012). Son yillarda, diger remediasyon bitkilerinin aksine, peyzaj tasarim
projelerinde kullanilan ve bahgelerde dekoratif amagl yetistirilen siis bitkileri remediasyonda

onemli bir kaynak haline gelmistir.
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Bazi siis bitkileri, gevreyi giizellestirmenin yani sira, aynt zamanda agir metaller veya
organik kirleticilerle kirlenmis toprakta biiylirken kirletici maddeleri biriktirebilir veya yapisini

bozabilirler (Liu vd., 2019).

Daha Once yapilmis calismalarda, Tagetes erecta, Salvia splendens, Abelmoschus
manihot (Wang ve Zhou, 2005), Impatiens balsamina, Calendula officinalis, Althaea rosea
(Liu vd., 2008), Lonicera japonica (Liu vd., 2009), Chlorophytum comosum (Wang vd., 2012),
Mirabilis jalapa, Tagetes erecta L. (Miao ve Yan, 2013), Quamolit pennata, Antirrhinum majus
L. ve Celosia critata pyramidalis (Cui vd., 2013) ve Brassica oleraceae (Akin ve Kahraman,

2018) gibi siis bitkilerinin fitoremediasyon amaciyla kullanildig: belirtilmistir.

Bu tiir bitkileri kullanmanin en 6nemli avantaji, bu bitkilerin cogunun canlilarin besin
zincirine girmemesidir. Ozellikle kirli kentsel alanlarda, siis bitkilerinin fitoremediasyonda
kullanilmas1 gelecekte biiyilk Onem kazanacaktir. Bu tiir iyilestirmeler, tarimsal olarak
kullanilamayan arazilerin temizlenerek kullanilmasina da katki saglayabileceklerdir (Miao ve

Yan, 2013; Liu vd., 2019).

Impatiens balsamina L. ‘Pink Single’, Balsaminaceae familyasinin Impatiens cinsi
icerisinde yer almaktadir. Mevsimlik, tek yillik bitkilerdendir, bah¢e ve balkonlarda
yetistirilebilir, glinesli ve yar1 gdlge ortamlar1 sever. Kenarlar1 ince disli yesil yapraklar1 ve
yapraklarmin dibinden ¢ikan renk renk katmerli ve katmersiz olmak iizere pek ¢ok renkte agan

cicekleri vardir (Anonim, 2019).

Brassica oleracea L. var. Acephala ‘Nagoya Purple’, bir dis mekan siis bitkisi olup,
Brassiceae familyasinin Brassica cinsi icerisinde yer almaktadir. Tek yillik veya iki yillik, 10-
30 cm boyunda otsu bir bitki olan siis lahanasinin yapraklar1 dumanh yesil, ortadaki yapraklar
kirmizi, mor, beyaz veya sar1 renklidir (Hatipoglu ve Giilgiin, 1999; Zhu vd., 2017). Soguga
kars1 oldukga dayanikli oldugundan sonbahar sonundan ilkbahar baglangicina kadar park, bahge
ve kavsaklar gibi alanlarda giizel goriintii olusturmak i¢in kullanilmaktadir (Ren vd., 2019;

Weishu vd., 2019).
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Impatiens balsamina L. ve Brassica oleracea L. var. Acephala’nin fitoremediasyonda
etkili bir sekilde kullanilabilecegine yonelik pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Liu vd., 2008; Cai
vd., 2010; Nawahwi vd., 2014; Yavari vd., 2015; Akin ve Kahraman, 2018; Wang vd., 2019;
Eman Gokseven, 2019).

Fitoremediasyon i¢in uygun hiperakiimiilator bitkilerin se¢imi basarida 6nemli bir
etkendir (Subhashini ve Swamy, 2014). Bu nedenle, bitkileri niceliksel ve niteliksel olarak
tyilestirmek i¢in yeni yontemler bulmak amaciyla bitkilerin bu tiir stres faktorlerine, 6zellikle

agir metallere verdigi yanitlar1 anlamak 6nemlidir.

Fitoremediasyonda etkin bir sekilde kullanilan ve hiperakiimiilatér 6zelligi olan
Brassica oleracea L. var. Acephala ve Impatiens balsamina L. tiirlerinde HSP’ler ile ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan bu tez calismasinda, kursun stresinin /mpatiens
balsamina L. ‘Pink Single’ ve Brassica oleracea L. var. Acephala ‘Nagoya Purple’in protein
metabolizmasima etkileri incelenerek kursun temizliginde kullanilabilirlik potansiyellerinin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.

Elde edilen veriler, kursun stresine toleransin artirilmasina yardimei olabilecek, yeni ve
istenen tarimsal Ozelliklere sahip bitkilerin gelistirilmesini amaglayan 1slah ve miihendislik
programlarinda kullanilabilecek bilgiler saglayacaktir. Ayrica bitkiler tarafindan toplanabilen
metal miktarlarii arttirmak amaciyla yapilacak transgenik bitkilerin gelistirilmesine yonelik

yapilacak ¢alismalara katkida bulunacaktir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Giiniimiizde endiistriyel gelisimin de etkisiyle bilhassa yirminci yiizyilin ikinci yarisinda
olusan ve giderek artan ¢evre kirliligi biitiin ekosistemdeki organizmalarin yasami igin biiyiik
bir tehlike haline gelmistir ve bu durumun etkisi bitkiler lizerinde daha fazla goriilmektedir
(Munzuroglu ve Giir, 2000). Bitkiler dogada abiyotik ve biyotik stresler ile siirekli kars1 karsiya
kalmaktadir (Levitt,1980). Baz1 agir metaller toprakta dogal yollarla bulunabilsede, biiyiik bir
kismi farkli endiistriyel ve antropojenik faaliyetler sebebi ile gevreye hizla yayilmaktadir (Urano

vd., 2010).

Kullanim: M.O. 3000 yilna dayanan ve pek ¢ok kullanim alanina sahip olan Pb,
giiniimiizde de cesitli faaliyetler sonucunda dogaya ve ekolojik dengeye en ¢ok zarari veren
metallerden biridir (Vural, 2005). Amerika'da Toksik Madde ve Hastalik Kayit Ajansi (ATSDR)
tarafindan 2015' de yayimlanan bir calismada 275 oncelikli tehlikeli kirleticiler arasinda Pb'un
ikinci sirada yer aldigi bildirilmistir (Anonim, 2017). Cizelge 2.1’de kursun metali ile ilgili

genel bilgiler verilmistir.

Cizelge 2.1. Kursun metali ile ilgili genel bilgiler

Sembol Pb
Atom numarasi 82
Atom agirligi 207.2 g/ mol
Element serisi Metaller
Maddenin hali Kati
Yogunluk 11.34 g/cm’
Atom yaricapi 180 pm
Kaynama noktasi 1749°C
Buharlagma 1s1s1 179.5 kJ/mol
Kristal yapist Yiizey merkezli kiibik
Yiikseltgenme seviyeleri (4", (2") amfoter oksit
Gortintis Mavimsi beyaz
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Kursun, 6nemli toksik etkisi olan, bitki biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli olmayan, agir
metallerden biridir (Tchounwou vd., 2012; Rahman vd., 2012). Endiistriyel ve tarimsal
faaliyetlerde genis bir kullanim alani olmas1 nedeniyle ¢evrede ¢ok rastlanilan bir elementtir.
Ozellikle yapisinda Pb barindiran pestisidlerin kullanilmasi, otomobil endiistrisi, tetraetil ve
tetrametil katkis1 olarak batarya ve benzin i¢eriginde kullanilmas1 sonucu topragi kirletmektedir.
Benzine katilan bu bilesikler yanma sonucunda egzoz gazlariyla, kursun halojeniir ve kursun
oksit gibi ¢esitli Pb bilesikleri olarak atmosfere yayilmaktadirlar (Vural, 2005; Steffan vd.,
2018).

Toprakta genellikle 10-50 ppm konsantrasyonunda Pb metali bulunmakta ve bu metal
konsantrasyonu 150 ppm’i astiginda potansiyel olarak hem insan hem de bitki saglig1 agisindan
tehlike arz etmeye baslamaktadir (Diiriist vd., 2004; Angima ve Sullivan, 2008). Pb seviyesi bu
kritik smir1 astiginda bitkide tiim morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal siiregleri ciddi sekilde
etkilemektedir (Kushwaha vd., 2018).

Kursunun sayisiz bitki tiirli tizerindeki toksik etkisi hakkinda yapilmis ¢cok sayida
calisma bulunmaktadir (Alkorta vd., 2004, Sharma ve Dubey, 2005; Zhera vd., 2009). Kursun
tasimimu ile ilgili yapilan ¢aligmalar ¢ogu bitki tiirii i¢in koklerin 6nemli miktarlarda Pb alma
yetenegine sahip oldugunu ve bitkinin toprak iistii aksamia tasinmasmi biiyiik Olciide
kisitladigini géstermistir (Lane ve Martin, 1977; Pourrut vd., 2011a). Bu durum, bitkilerin kok
gelisiminin azalmasi nedeniyle katyon ve anyon alimini azaltmakta olup besin elementi alimini
da olumsuz etkilemektedir (Sharma ve Dubey, 2005). Malar vd. (2016) Pb'in biiylik 6l¢iide
koklerde biriktigini ve daha sonra yaprak sap1 ve yaprak dokularma tasindigini belirtmislerdir.
Topraklarin yiizey katmanlarinda biriken Pb’nin kullanilabilirligi biiyiik 6l¢lide toprak
kosullarina baghdir (Davies, 1987). Toprakta bulunan Pb neredeyse her zaman organik veya
kollaidal materyal olarak ¢okelmis bir formda bulunur ve bu durum bitki kokleri tarafindan Pb

alimini azaltmaktadir (Morel vd., 1986).

Koklerde Pb birikimi, Pb’nin hiicre duvari iizerindeki iyon degistirilebilir bdlgelere
baglanmasina, hiicre dis1 ¢okelmeye ve esas olarak hiicre duvarinda biriken kursun karbonat

formuna dayanur.
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Hidroksi etilen diamin triasetik asit (H-EDTA) veya etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA) gibi sentetik selatlarin eklenmesi, diisiik pH ile birlikte, hiicre duvarinda Pb'nin
tutulmasini etkili bir sekilde onler ve siirgiinlere translokasyon i¢in kullanilabilir hale getirir

(Jarvis ve Leung, 2001).

Kursun agirlikli olarak kdk apoplastina ve dolayisiyla kabuk boyunca radyal bir sekilde
hareket eder ve endodermisin yakininda birikir. Endodermis, Pb’nin kok ve siirgiin arasindaki
hareketinde kismi bir bariyer gorevi gormektedir (Jones vd., 1973; Verma ve Dubey, 2003).
Kursunun koklerden diger organlara smirli miktarda taginmasi, kok endodermisin bariyerinden
kaynaklanmaktadir. Kursun maruziyetine yanit olarak kokler, yanal koklerin iiretimi veya
inhibisyonu ile hacim ve ¢aptaki degisiklikler yoluyla da yanit verebilmektedir. Pirin¢te kok
hiicrelerinin canliligi Pb*" iyonlarindan etkilenmis ve farkli Pb konsantrasyonlarinda hiicre

Oliimiiniin gerceklestigi gdzlemlenmistir (Zeng vd., 2006).

Seregin vd. (2002), hiicre duvarlarindan ziyade plazmalemmanim yiizeyinde onemli
miktarda Pb bulundugunu gdstermistir. Cesitli bitki organlarindaki Pb igerigi kokler, yapraklar,
govde, cigek ve tohum sirasina gore azalma egilimindedir. Ancak bu siralama bitki tiirlerine
gore degisebilmektedir (Antosiewicz, 1992). Yapraklar yasa bagli olarak Pb biriktirme
yeteneklerinde farklilik gosterir. Maksimum Pb icerigi yaslanan yapraklarda ve en az geng

yapraklarda bulunur (Godzik, 1993).

Yiiksek miktarlarda Pb, bitkilerde azalmis biiyiime, fotosentetik iceriklerin azaltilmasi
ve ilerleyen seviyelerde inhibe edilmesi, bozulmus mineral beslenmesi, kdklerin kararmasi gibi
toksik semptomlara neden olabilir (Ashraf vd., 2017; Hadi, 2015). Diger toksisite semptomlar1
arasinda hiicre turgoru ve hiicre duvari stabilitesinin ve stoma hareketlerinin olumsuz
etkilenmesi, yaprak biyokiitlesinde azalma, yaprak boyutunda azalma, kloroplastin
pargalanmasi, protein, lipid ve niikleik asitlerde degisiklikler yer almaktadir (Islam vd., 2008;
Pena vd., 2008; Ali vd., 2014). Kursunun deoksiribo niikleik aside (DNA) verdigi zararin
etkisini degerlendiren bir ¢aligmada, tiitiin ve ac1 bakla bitkilerinin kok ¢ekirdeklerinde DNA
hasarida bir artis bildirilmistir (Rucinska vd., 2004; Gichner vd., 2008).
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Kursun toksisitesinin spesifik olmayan semptomlar1 arasinda bodur biiylime, kloroz ve

kok uzunluklarinda azalma goriilmektedir.

Kursun’un hiicreye girdikten sonra hormonal sistemleri degistirir, siilthidril grubu igeren
cesitli enzimlerin inhibisyonuna ve mineral beslenmesinde bozulmalara neden olmaktadir.
Bitkiler Pb toksisitesine maruz kaldiktan sonra fizyolojik ve biyokimyasal siire¢ler bu metalden
direkt veya dolayl olarak etkilenmektedir (Azmat vd., 2006). Ayrica Calvin dongiisiinii ve
elektron tasima zincirini bloke ederek ve stoma gozeneklerini kapatarak karbondioksit acgigi

meydana getirmektedir (Sharma ve Dubey, 2005; Mishra vd., 2006).

Bitkiler genellikle agir metallerin varligina karsi ¢cok az tolerans gosterirler ve bu tiir
metalleri dokularinda genellikle kayda deger miktarlarda biriktirmezler, ancak bazi bitkiler
yiiksek konsantrasyonlardaki kirletici varliginin neden oldugu kisitlamalarin iistesinden gelmek
icin direng mekanizmalar1 gelistirmiglerdir. Agir metal ile kirlenmis arazilerin temizlenmesi i¢in
bitki tolerans stratejilerinin kapsamli bir sekilde calisilmasi ¢ok énemlidir (Cutright vd., 2012;
Dickinson, 2016). Bitkiler i¢in Pb tolerans1 ve birikimi i¢in farkli mekanizmalar rapor edilmistir
(Kumar ve Prasad, 2018). En toleransl: tiirlerde, emilen Pb'nin yaklasik %95'1 koklerde birikir
ve yalnizca kiigiik bir kismi bitkinin toprak iistii kisimlarina aktarilir (Ruiz vd., 2009; Gupta vd.,

2009; Whitacre, 2015).

Bitkilerde toksisite olustugunda ve serbest metal taginimi ortaya ¢iktiginda, kritik toprak
konsantrasyonuna ulasilincaya kadar agir metal konsantrasyonunun sabit, diisiik bir seviyede
tutuldugu dislayici ve alikoyma mekanizmasi homeostasinin ve agir metal detoksifikasyonunun
saglanmasinda olduk¢a 6nemli bir yeri oldugu bilinmektedir (Maestri vd., 2010). Bu durumda
Pb iyonlar1 baz1 organik maddelere baglanarak vakuol, diktiyozom ve endoplazmik retikulum
vesikiilleri gibi bolgelerde alikonulmaktadir (Piechalak vd., 2002; Vadas ve Ahnar, 2009;
Wierzbicka vd., 2007). Phytochelatin (PC) sentezi, Pb'nin vakuoldeki metalleri nétralize etmek
ve biriktirmek i¢in indiikledigi bir mekanizmadir (Andra vd., 2009; Wojas vd., 2010; Fischer
vd., 2014; Garcia vd., 2017).
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Alternanthera bettzickiana bitkisinde Cd ve Pb’nin farkli konsantrasyonlar1 (0, 0,5, 1,0
ve 2,0 mM) uygulanmis ve bitkinin yaprak ve koklerde iyon sizmtis1 miktarmin diisiik metal
seviyelerinde (<1,0 mM) azalirken, yiiksek seviyelerde arttigi belirlenmistir. Fotosentetik
pigmentler, toprakta artan metal konsantrasyonlar: ile 1,0 mM'a kadar artmig ve daha sonra
yiiksek metal seviyeleri ile azalma meydana gelmistir. Protein miktar1 ise yapraklarda koklere
gore daha yliksek olup, konsantrasyona bagli olarak 1,0 mM'a kadar 6nemli 6l¢iide artmis ve

daha yiiksek metal seviyelerinde ise azalma gozlemlenmistir (Taugeer vd., 2016).

Khan vd. (2019) Petunia hybrida L. bitkisinde Cd, Cr, Cu, Ni ve Pb'nin etkilerini ayr1
ayr1 (50 ve 100 uM) ve EDTA (2,5 mM) ile birlikte uygulayarak yaptiklari calismada metal
aliminin bitkide biyokimyasal stres gostergelerinde degisikliklere neden oldugu ve klorofil a,
klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid iceriginde azalmalar oldugunu gézlemlemistir. Pb
uygulamasinda artan konsantrasyonla birlikte kontrole gore bitkideki toplam klorofil miktarinda

azalmalar belirtilmistir. Tiim metal uygulamalarinda iyon sizintisinda artiglar gézlemlenmistir.

Balouchi vd. (2017) fasulyede, 50 mg/kg konsantrasyonuna sahip Cd, Pb, Ni ve Cu gibi
agir metaller ile yaptiklar1 bir ¢alismada bu metallerin bitkide kontrole kiyasla fotosentez oranini

diisiirdiiglinii ve iyon sizintisi ile prolin miktarin arttirdigini bildirmislerdir.

Sorgum bitkisine (Sorghum bicolor L. Moench) farkli konsantrasyonlarda (100, 200,
300, 400, 500 uM) bes farkli agir metal (As, Ni, Cd, Pb ve Cu) uygulamasi yapilmis ve agir
metal uygulamalarmin bitkilerin biiyiime, toplam biyokiitle, klorofil miktar1 ve bagil su
iceriklerinde azalmalara neden oldugu belirtilmistir. Iyon sizintisinin ise konsantrasyon artisiyla
arttiglt saptanmistir. Ayrica toplam protein ve prolin miktarinda da kontrole gore

konsantrasyonun artmasi ile bir artis gozlemlenmistir (Pandian vd., 2020).

Alzahrani vd. (2020) yildiz ¢igeginde yaptiklar1 bir caligmada Pb (0, 100, 500 ve 5000
mg/kg) ve Cd (0, 10, 25, ve 100 mg/kg) stresi altinda bitkilerin biiylime, pigment igerigi ve
yaprak oransal su kapsami (YOSK) kontrole gore oOnemli bir azalma goriildiigiini

bildirmislerdir.
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Yildirim vd. (2019) rokada (Eruca sativa L.) yaptiklar1 bir calismada bitkiye Cd (0, 100,
150 ve 200 mg/kg) ve Pb (0, 1000, 1500 ve 2000 mg/kg) uygulamis ve her iki agir metalin de
bitki biliylimesini, fotosentetik aktiviteyi ve klorofil icerigini olumsuz etkiledigini
bildirmiglerdir. Konsantrasyon artisinin YOSK'u da azalttigir belirtilmistir. Ayrica stres

uygulanmis bitkilerde kontrole gére daha fazla miktarda prolin igerigi bulunmustur.

Chara fragilis ve Callitriche palustri gibi su bitkileri kullanilarak yapilan bir calismada
bitkiler gesitli (Cu, Fe, Ni, Fe, Zn, Cr, Pb, Cd) agir metallare maruz birakilmis ve bu metallerin
bitkiler lizerinde toksik etkileri goriiliirken turgor kaybini da azalttig1 bildirilmistir (Poklonov

vd., 2018).

Zengin ve Munzuroglu (2005), farkli konsantrasyonlarda Pb (1,5, 2,0 ve 2,5 mM), Cu
(0,1, 0,2 and 0,3 mM), Cd (0,05, 0,06 ve 0,08 mM) ve Hg (0,02, 0,04 ve 0,06 mM)
uygulamalarinin fasulyede bitki gelisimi {izerine etkilerini inceledikleri calismada toplam
klorofil igeriginin agwr metal konsantrasyonlarinin artmasiyla kademeli olarak azalma

gosterirken prolin miktarin ise artig gosterdigini ortaya koymuslardir.

Khalid vd. (2017) kadife ciceginde (Tagetes erecta) 5 farkli Pb (2500, 1000, 1500, 2000
ve 2500 mg/kg) konsantrasyonu kullanarak yaptiklar1 bir calismada toplam protein iceriginin
konsantrasyon artisiyla birlikte bir azalma gosterdigini bildirmislerdir. Arastiricilar protein
icerigindeki azalmanin, artan proteaz aktivitesinin bir sonucu olarak protein yikim siirecinin
artmasmdan kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir. Klorofil igeriginin ise 1500 mg/kg’a kadar
arttigin ancak, 2000 mg/kg'da diismeye basladigin1 ve 2500 mg/kg'da ise kontroliin altina

indigini belirtmiglerdir.

Kursun fitoksisitesi, enzim aktivitelerinin azalmasina, bozulmus mineral beslenmesine,
su dengesizligine, hormonal denge ve zar gec¢irgenligindeki degisikliklere neden olmaktadir

(Sharma vd., 2005).
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Bitki hiicrelerindeki serbest amino asit artisi, proteinlerin yapisinin bozulmasina
baglanabilir, agir metallere maruz kalan bir¢ok bitkide proteaz gibi proteoliz enzimlerin
miktarinda da 6nemli artiglar oldugu ve bunun da toplam ¢dziinebilir proteinleri azaltmaya ve

serbest amino asitleri artirmaya yol actig1 bilinmektedir (Hsu ve Kao, 2003; Vassilev vd., 2012).

Siis lahanasinda (Brassica oleracea var. Acephala) salisilik asitin (SA) Pb ve Zn stresi
altinda tolerans ve iyilestirme yeteneginin arastirildigi bir ¢aligmada tohumlar once 6 saat
salisitik asit uygulamasi yapilmis sonra farkli konsantrasyonlarda (0, 50, 100 ve 200 mg/L)
¢inko siilfat (ZnSO4) ve kursun nitrat (Pb (NO3). ile 14 giin boyunca muamele edilmistir.
Tohumlardan elde edilen 14 giinliik fidelerde klorofil igeriginin tiim konsantrasyonlarda
kontrole gore belirgin bir sekilde azaldigi, yine yas ve kuru agirhikta da tiim bitkilerde
konsantrasyon artisiyla bir azalma oldugu bildirilmistir (Taghizadeh vd., 2018). Bitkilerin
toksisite smirlarmin {istiinde metal birikiminin, bitki biyokiitlesinin ve klorofil icerigini

azalmasinin nedenlerinden biri olabilecegi bildirilmistir (Kabata ve Pendias, 2010).

Eren ve Daghan (2014) transgenik olmayan tiitiin ¢esidi (Nicotiana tobacum L., cv.
Petite Havana SR-1) ve ayni ¢esidin genetik olarak modifiye edilmis soyunu (yapisal bir
promoter altinda ChMTII genini tagiyan) kullanarak yaptiklar1 bir calismada 0, 25, 50, 100, 200,
ve 400 mg/kg kursunu Pb (NOs), formunda topraga ¢6zelti halinde uygulamis ve 6 hafta sonra
bitkileri hasat etmislerdir. Kursun uygulamalarmin her iki bitkinin de siirgiin kuru agirligi
iizerinde etkisi oldugu goézlemlenmis olup Sr-1 tiitiin bitkisinde daha yiiksek biiylime
performanst goézlemlenmistir. Ayrica SR-1 tiitlin bitkisinde 200 mg/kg ve iizerindeki

konsantrasyonlarda kuru agirlik farkinin daha yiiksek oldugu ifade edilmistir.

Yapilan arastirmalar, bitkilerde agir metal zararnin ilk etkisinin kdklerde goriildiigiinii
ve agir metal alimi1 devam ettik¢ce gdvde uzamasinin da etkilendigini bildirmislerdir (Tester ve
Leigh, 2001; Verma ve Dubey, 2003). Cogu bitki tiirii icin, Pb %95 veya daha fazla miktarlarda
koklerde birikir ve bu metalin sadece kiiciik bir kismu siirgilinlere ulagabilir. Diger agir metaller
icin koklerden siirgiinlere translokasyon kisitlamasi olsa da, bu fenomen Pb i¢in daha spesifik
ve yogundur (Pourrut vd. 2011b). Genel olarak, Pb siirgiin biiylimesini 6nemli Olclide

engellemez ve bitki de goriiniir herhangi bir morfolojik degisiklige neden olmamaktadir.
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Bunun nedeni, Pb'nin siirgiinlere translokasyonunun sinirli olmasidir (Cseh vd. 2000;
Krzestowska 2011; Rabeda vd. 2015). Malkowski vd’nin (2002) yaptig1 bir ¢alismada misir
fidelerinde kok biiylimesi, tiim kursun konsantrasyonlar1 (10, 100, 1000 uM) tarafindan inhibe

edildigi gozlemlenmistir.

Dalli dar1 (Panicum virgatum) bitkisinde Pb, Cd ve Cr agir metallerinin etkilerinin
arastirildigl bir ¢alismada yetistirme ortamma 0, 30, 60, 90, 120 mg/kg Pb; 0, 2,5, 5, 10, 20
mg/kg Cd ve 0, 40, 80, 120, 160 mg/kg Cr eklenmistir. Arastirma sonuglarina gére uygulanan
her metalin diislik konsantrasyonlarinda yas ve kuru agirlik degerleri kontrole gore daha diisiik
miktarda gerileme gostermis, artan konsantrasyonlarda bu oran artmis ancak bitki 6liimleri
olmamistir. Ayrica Pb metalinin diisiik konsantrasyonlarda kontrolle benzer biiyiime gosterdigi

gbozlenmistir (Alacabey ve Zorer Celebi, 2020).

Biiylime, agirlik artiginin bir gostergesi olarak bilinmektedir. Metal stresinin bitkilerde
agirhik artigin1 azalttig1 birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Ouzounidou vd., 1997;

Vitoria vd., 2001).

Sinha vd. (2006) Brassica oleracea L. var. Golden Aker bitkisine 0,1, 0,2, 0,4, 0,5 ve
1,0 mM Pb uygulamasi1 yaptiklar1 ¢alismada uygulamadan 34 giin sonra 1,0 mM Pb
konsantrasyonunda bitki biiylimesinin kisitlandigini, 0,5 mM’da bu semptomlarin oldukga
diisiik oldugunu bildirmislerdir. Uygulamadan 43 giin sonra ise bitkinin kuru agirliginin kontrol
bitkileriyle karsilastirildiginda, konsantrasyon artistyla birlikte %23 ila %55 arasinda degistigini
belirtmiglerdir. 1,0 mM'lik uygulamada Pb konsantrasyonunun koklerde en yiiksek ve bas

kisminda ise en diisiik oldugunu ifade etmislerdir.

Kadife ciceginde farkli kursun konsantrasyonlariyla (0, 20, 40 ve 80 ppm) yapilan bir
caligmada konsantrasyon artisiyla bitkinin yas ve kuru agirhiginda azalmalar oldugu rapor
edilmistir. Ayrica, ¢alisma bitkilerin kok kisminda iist aksama gore daha fazla Pb biriktigini
gostermistir (Eid vd., 2018). Koklerdeki yliksek Pb konsantrasyonu, bitki gelisiminin daha erken
asamalarinda Pb'nin alim ve translokasyon oraninin yavas oldugu, ancak bitki olgunlastiginda

daha hizli olmasi ile iliskilendirilmistir (Kratovalieva ve Cvetanovska, 2001).
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Farkli kursun uygulamalarinin Triticum aestivum L. cv. Ceyhan 99°daki fizyolojik ve
morfolojik etkilerinin arastirildigi bir calismada bugday fidelerine uygulanan Pb ¢ozeltisi,
kursun nitrat tuzundan [Pb (NO3)2] hazirlanmis ve fideler 15 giin boyunca farkli Pb derigimleri
(kontrol, 10, 100 mg/L) altinda yetistirilmistir. Kursunun artan derisimleri ile kok ve otsu
govdede toplam protein miktarlar1 azalirken, protein olmayan SH gruplarinin ve prolin
miktarlarmin arttig1 belirlenmistir. Kursun uygulamasmim koklerdeki prolin miktarlarinda
sirastyla %8,6 ve %34,3, otsu govdelerde ise sirastyla %55,1 ve %73,9 oraninda artisa neden

oldugu belirlenmistir.

Kursun birikiminin artmasi ile artan protein olmayan SH gruplarmin ve prolinin Pb
toksisitesinde rollerinin olabilecegi, (Colak ve Dogan, 2011) bu durumun, bitkide Pb stresinden
kaynaklanan reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesi veya Pb’nin selatlanarak
detoksifikasyonunda prolinin oynadigi rolden ileri gelebilecegi bildirilmistir (Farago ve Mullen,
1979; Sharmila ve Pardha Saradhi, 2002). Agir metal stresinde prolinin, proteinlerin
denaturasyonunda, hiicre i¢ci pH ve NAD(P)"/NAD(P)H oranlarinin diizenlenmesinde, karbon
ve azot kaynagi olarak kullanilmasinda ve reaktif oksijen tiirlerinin ortadan kaldirilmasinda

gorev alabilecegi belirtilmistir (Sharmila ve Pardha Saradhi, 2002).

Dere ve Dogan (2020) vyerfistig1 (Arachis hypogaea L.)inda farkli kursun
uygulamalarmin (10, 100 ve 1000 mg/L) fizyolojik etkilerini arastirdig1 bir ¢aligmada toprak
iistli aksam ve koklerdeki yas agirliklarin artan Pb derisimi ile azaldigimi gostermistir. Fidelerin
kok, govde ve yapraklarinda prolin miktarmin Pb toksisitesine gore degiskenlik gosterdigi; kok
ve gdvdede prolin miktarinin Pb stresinde genelde azalma gosterdigi, yapraklarda ise artan
konsantrasyonla birlikte arttig1 belirlenmistir. Yerfistig1r fidelerinin 10 mg/L derisiminde
koklerin protein miktarlar1 kontrole gore %8,2 seviyesinde artmug, 100 ve 1000 mg/L’lik
derisimlerinde ise %11,7 ve %15,9 seviyesinde azalma gostermistir. Govde ve yapraklardaki
protein miktar1 ise artan Pb derisimleri ile kontrole gore azalma gdstermistir. Bu durumun,
toplam proteinlerdeki kalitatif ve kantitatif degisimlerin ayrintili bir sekilde analizini
gerektirmekle birlikte, genelde Pb’nin bitkideki protein sentezini engellemesinde ya da oksidatif
streste {iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin tetikledigi proteolisizten kaynaklanmis olabilecegi

bildirilmistir (Nagoor, 1999).
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Gilivercin bezelyesinde (Cajanus cajan Mill) 0,05, 0,1, 0,2, 0,4 ve 1,0 mM
konsantrasyonlarinda Pb uygulamasi yapilmis ve prolin seviyesinde Onemli artig
gozlemlenmistir. Yapraklardaki prolin miktarindaki artigin 1,0 mM'da kontrole gore yaklagik
2,5 kat oldugu bildirilmistir. Prolin birikimi bitkilerdeki stresin bir sonucu olarak kabul edilir ve
ayrica giivercin bezelyesinde agir metal stresine tolerans mekanizmasinin bir gostergesidir
(Nautiyal ve Sinha, 2012). Prolin, bir ozmoprotektan, protein stabilizatorii, metal selator, lipid
peroksidasyon inhibitorii ve serbest radikal temizleyici olarak islev goriir (Sharma ve Dubey

2005).

Bitkilerde agir metal tolerans1 birbiriyle iliskili fizyolojik ve molekiiler mekanizmalar
tarafindan belirlenmektedir. Toksik metallerin artan seviyelerine tolerans, toksik elementlerin
bitki disinda tutulmasi (exclusion) veya metabolik degisikliklerden kaynaklanmaktadir (Singh
vd., 2003). Bitkiler agir metal zararmi 6nlemek veya tolere etmek icin gelismis ve birbiriyle

baglantili bir savunma stratejileri agina sahiptir (Hall, 2002).

Metabolik degisikliklerin en belirgin gdstergelerinden biri de protein yapisinda meydana
gelen degisikliklerdir. Proteinler, canli hiicrelerin ana is yiiklerini olusturan fonksiyonel olarak
cok yonli makro molekiillerdir. Hiicreler arasi sinyalizasyon, diizenleme, kataliz, besin
maddelerinin ve diger molekiillerin hiicre dis1 ve hiicre i¢i hareketi, membran fiizyonu, yapisal

destek ve korumada iglev goriirler (Amm vd., 2014).

Asir1 sicakliklar, reaktif molekiiller, agir metal iyonlar1 sadece yeni sentezlenmis bir
proteinin katlanma siirecini bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda mevcut proteinlerin yanlis
katlanmasini da tetikleyen diger fiziksel ve kimyasal kosullar1 da degistirebilir (Goldberg, 2003;
Amm vd., 2014; Zhou vd., 2016).

Kolyoz ¢igeginde (Coleus blumei) yapilan bir caligmada bitkiler farkli kursun
konsantrasyonlariyla (200 mg/ kg, 400 mg/kg, 600 mg/kg ve 800 mg/kg) 80 giin muamale
edilmis ve deneme sonunda protein miktarnin 400 mg/kg uygulamasinda artarken diger
uygulamalarda kontrole gore azaldigi gosterilmistir (Bihola vd., 2020). Bu durumun, agir

metallerin, polipeptit molekiillerine baglanarak dogal yapiy1 degisitirmelerinden ve boylece



17

proteinlerin biyolojik fonksiyonlarini engellemelerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir
(Hossain ve Komatsu, 2013). Agir metal stresi genellikle hiicrede gerekli enzimleri etkisiz hale
getirerek ve fonksiyonel proteinleri baskilayarak hiicresel homeostazi bozar (Hossain vd.,

2012).

Bitkilerin abiyotik stres kosullari altinda hayatta kalabilmesi i¢in proteinlerin dogal
konformasyonunun korunmasi ve dogal olmayan proteinlerin birikiminin azaltilmasi
zorunludur. Bu tiir stresler protein agregasyonuna yol agarak metabolik islev bozukluguna
neden olur. Bitkiler, tolerans mekanizmalarinin bir parcas: olarak farkl streslere duyarh
biyomolekiilleri indiikler. Bu tiir biyomolekiillerin en 6nemlilerinden biri, hiicrelerdeki stresin
olumsuz etkilerini azaltmada gérev yapan molekiiler saperonlardir. Is1 soku proteinleri (HSP),
diger biyotik streslerin yani sira, asir1 sicaklik, dehidrasyon, tuzluluk, oksidatif stres, agir
metaller, radyasyonlar ve yaralanmalar gibi ¢esitli abiyotik streslere tepki olarak hareket eden
onemli molekiiler saperon siniflarindandir (Swindell vd., 2007; Akerfelt vd., 2010; Al-Whaibi
2011; Xu vd., 2011).

HSP'ler, abiyotik stres tolerans1 saglanmasinda anahtar rol oynar. Bitkiler, strese duyarh
bazi proteinlerin yani sira HSP'leri indiikleyerek kendilerini ¢ok sayida stresten korurlar.
HSP'lerin biyolojik islevi, hiicredeki diger proteinlerin kalite kontroliinii stirdiirmek ve proteinin
yasam, yaslanma, hastalik ve 6liim siirecinde 6nemli bir rol oynamaktir. HSP'lerin rolii biyotik
ve abiyotik streslerden korumanin 6tesine uzandigi ig¢in genel olarak bitki yasam dongiisiinde
onemlidir (Hartl ve Hayer-Hartl, 2002). Bu nedenle, cesitli streslere karsi bitki tepki
mekanizmalarini ve HSP'lerin edinilmis stres toleransindaki roliinii ¢6zmek, strese duyarlilik
modiilliniin bir parcasi olarak spesifik islevlerini tanimlamak i¢in son derece onemlidir (Mishra

vd., 2018).

HSP’ler tahmini molekiiler agirliklarina, amino asit dizilerine ve fonksiyonlarma gore
HSP 100, HSP 90, HSP 70, HSP 60 ve sHSP (small HSP)'ler olmak tiizere baslica bes ana gruba
ayrimistir (Wang vd., 2004; Al-Whaibi 2011).
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HSP 100 ailesi saperonlari, yanlis katlanma, denatiirasyon veya agregasyondan
kaynaklanan islevsel olmayan ancak potansiyel olarak zararli polipeptitlerin uzaklastirilmasi,

hiicresel homeostazin siirdiiriilmesi i¢in dnemlidir (Gottesman vd., 1990).

HSP 90 saperonlari ¢ogu organizmada yapisal olarak ifade edilmelerine ragmen,
bunlarm ekspresyonu hem prokaryotlarda hem de 6karyotlarda strese yanit olarak artmaktadir
(Krishna ve Gloor, 2001). HSP 90'm ana rolii, protein katlanmasin1 yonetmektir, ancak ayni
zamanda sinyal iletim aglarinda, hiicre dongiisii kontroliinde, protein parcalanmasinda ve
protein yolaginda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Frydman, 2001; Young vd., 2001; Pratt vd.,
2001).

HSP 70'in c¢ok ¢esitli bitki tiirlerinde ¢evresel stres faktorlerine yanit olarak biriktigi
ortaya konmustur (Gupta vd., 2010). Bu ailenin spesifik iiyeleri yapisal olarak ifade edilir ve
hiicresel homeostazi siirdiirmek i¢in diizenlenir. Siklikla de novo sentezlenmis polipeptitlerin
katlanmasma ve Oncii proteinlerin ice aktarilmasina veya yer degistirmesine yardimci olur

(Wang vd., 2004).

HSP 60'lar, bazi1 literatiirde saperoninler olarak adlandirilmakta ve 6karyotlarda agirlikl
olarak mitokondri ve plastidlerde bulunmaktadirlar. Genellikle Rubisco gibi plastid
proteinlerine yardimci olmada 6nemli olduklar1 kabul edilmektedir (Wang vd., 2004). Bazi
calismalar, bu smifin, kloroplastlar ve mitokondri gibi organellere taginan birgok proteinin
katlanmasima ve toplanmasima katilabilecegine isaret etmistir (Lubben vd., 1989). HSP 60'lar,
farkli protein tiirlerinin kiimelenmelerini 6nlemek i¢in katlanmadan 6nce onlara baglanarak,
transkripsiyon sonrasi diizenleyici olarak gorev yapmaktadwr (Parsell ve Lindquist, 1993;
Jackson-Constan vd., 2001). Proteom hakkindaki artan bilgi birikimi ile, HSP 60'in metal stresi
de dahil olmak {izere stres ortamlarinda ve normal kosullarda hiicresel islevler icin gerekli
oldugu anlasilmustir. Ilging bir sekilde, proteomik analizi, HSP 60 saperonlarmin
indiiksiyonunun, sitoplazmada metal iyonlar1 varliginda bile proteinlerin denatiirasyonunu

engelledigini ortaya ¢ikarmistir (Sarry vd., 2006; Rodriguez-Celma vd., 2010).
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sHSP ailesi saperonlar1 tiim canli organizmalarda bulunur ve 12-42 kDa arasinda degisen
molekiiler agirliga sahiptirler. sHSP'lerin ¢ogunun molekiiler agirhigi 15-22 kDa aralifinda
oldugu icin HSP 20 olarak da adlandirilirlar. Bu proteinler, a-kristalin C-terminal alanlar1
(ACD) olarak bilinen 80-100 amino asit kalintis1 igerdikleri i¢in diger HSP’lere gore farklidirlar
(Sun ve MacRae, 2005; Haslbeck vd., 2005). Bu sHSP'leri diger saperon simiflarindan ayiran
ozellik, aktivitelerinin ATP'den bagimsiz olmasidir. Bu sinifin karakteristik islevlerinden biri,
yanlis katlanmig proteinlerin parcalanmasi ve c¢esitli ¢evresel stresorlerin neden oldugu geri
donilisii olmayan protein birikimini Onleyerek hiicresel korumada c¢ok Onemli bir rol
oynamalaridir (Muthusamy vd., 2017). Ayrica sHSP, bitkilerdeki farkli gelisim siiregleri i¢in
belirleyici bilesenlerdendir (Siddique vd., 2008; Al-Whaibi 2011; Koo vd., 2015).

HSP'lerin rolleri, diger streslerle karsilastirildiginda, daha ¢ok yiiksek sicaklik stresine
yanit olarak goriilmektedir, ancak bunlarin 1s1 toleransini artirmak i¢in nasil ¢alistigi heniiz tam

olarak anlasilmamistir (Singh vd., 2016).

Is1 stresi ile agir metal stresi arasindaki etkilesim de cok 6nemli ve ilgi ¢ceken bir
konudur. Bu, yalnizca 1s1 stresi genlerinin indiiklenmesinde yer alan sinyal-transdiiksiyon
mekanizmalarmin ortak kisimlariyla degil (Nover, 1991), ayrica HSP'lerin agir metal

toleransindaki olas1 rolii ile de ilgilidir.

Bir¢ok ¢alisma, HSP 70 genlerinin asir1 ekspresyonunun, agir metaller de dahil olmak
lizere cesitli streslere tolerans kazanilmasi ile iliskili oldugunu gostermesine ragmen, stres
durumu altinda HSP 70 fonksiyonunun hiicresel mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamistir
(Wang vd., 2004). HSP 70, metal iyonlarinin toksik semptomlarni smirlandirmakta ve bu
iyonlarin metallotiyoneinler tarafindan tutulmasina ve detoksifikasyonuna yardimci olmaktadir

(Haap vd., 2016; Al-Whaibi, 2011).

Kadmiyum ve Al stresine maruz birakilan arabidopsis (Sarry vd., 2006), domates
(Neumann vd., 1994), kavak (Yang vd., 2015), gazelboynuzu (Navascués vd., 2012) ve soya
fasulyesinde (Duressa vd., 2011) HSP 70'in aktive oldugu gézlemlenmistir. Zamana bagli gen
ekspresyon analizleri, Cd stresi altinda yetistirilen celtikte yiiksek miktarda HSP 80 ve HSP 17,9
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oldugunu ortaya ¢ikarmstir (Ogawa vd., 2009). Czarnecka vd. (1988), Cd'nin soya fasulyesinde

HSP 26 ekspresyonunu indiikledigini gostermistir.

Kursun ve As stresi altinda havucta HSP 17,7 ifadesinin arttig1 goriilmiistiir (Lee ve Ahn,
2013). Kavaklarda proteomik analizleri sonucunda agir metallerin, sHSP 20, 22 ve 23,1 gibi
cesitli sHSP'lerin ekpresyonunu indiikledigi belirlenmistir (Yang vd., 2015).

Vigna mungo bitkisinde yapilan bir ¢alismada Cd uygulmasiyla molekiil agirligi 23 kDa
olan bir bant gdézlemlenmis ve ayrica 24,0 ve 21,1 kDa olan iki bantin Cd uygulamasiyla

yogunlastig1 bildirilmistir (Kochhar vd., 2004).

Rau vd. (2007) su yosununa (Fontinalis antipyretica) Cd ve Cu metallerinin

uygulanmasmin HSP 70'te 6nemli bir artisa neden oldugunu gézlemlemislerdir.

Yoncada As stresine karsi gelismis tolerans sagladigi belirlenen MsHSP23 geninin
klonlanmasiyla olusturulan transgenik tiitlin bitkilerinde HSP 23’iin yiiksek ifadesi sonucu
mitokondride ROS’un etkilerini azaltarak daha iyi bir tolerans sagladigi bildirilmistir (Lee vd.,

2012).

Ireland vd. (2004), Fucus serratus ve Lemna minor ile yaptiklar1 bir ¢alismada bitkilere
0, 5,10, 25, 50 ve 100 mM Cd uygulamistir. Fucus serratus bitkisinde 25 mM'da, HSP 70' deki
artisin kontrol degerinden fazla oldugu, 50 mM'da azalma oldugu 100 mM'da ise kontrol
degerinin altina diistiigli bildirilmistir. Lemna mindr bitkisinde ise 25 mM konsantrasyonunda
kontrole gore 6nemli bir artis gézlemlenmis ve konsantrasyonun artmasiyla bu oranin diistiigii

belirtilmistir.

Wang vd. (2008), HSP 70’in biyolojik belirte¢ olarak kullanilimmi arastirdiklar1 bir
calismada, domates bitkisine topraktan 12,5, 25, 50, 250, 500 mg/kg konsantrasyonlarda Pb
uygulmasi yapmis ve ekimden iki ay sonra yapraklar hasat edilmistir. Kontrole goére tiim
uygulamalarda HSP 70 ifadesinin arttig1 belirlenirken, en yiiksek deger 25 mg/kg kursun

uygulamasinda goriilmiis ve ardindan azalma egilimi gostermistir.
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Ancak yine de kontrol seviyesinin lizerinde kalmistir. Arastiricilar, muamele edilmis tiim
gruplarda HSP 70 ifadesinin artmasinin, bitkiyi oksidatif hasardan korumak amacgli oldugunu
bildirmiglerdir. HSP 70'in biyomarker olarak kullaniminin giddetli stresorler igin uygun
olmadigini, ¢iinkii yiiksek Pb konsantrasyonlarinin HSP 70'in ekspresyonunu inhibe

edebilecegini de belirtmislerdir.

Wang vd. (2011) ispanak bitkisinde Pb stresinin biyokimyasal tepkilerini inceledikleri
bir ¢calismada fideler 12,5, 25, 125, 250, 500 mg/kg konsantrasyonlarinda Pb uygulamasina
maruz birakilmis ve 30 giiniin sonunda tiim uygulamalarda kontrole kiyasla karbonil gruplarmnin
iretimi ile HSP 70 ve HSP 60’m 6nemli miktarda arttig1 tespit edilmistir. Oksitlenmis protein
birikiminin, HSP genlerinin ekspresyonunu indiikledigini, bu nedenle, karbonlanmis
proteinlerin birikmesini takiben HSP 70 ve HSP 60 iiretiminin artmig olabilecegini
belirtmiglerdir. Artan HSP 70 ve HSP 60'in denatiire proteinlerin yeniden bi¢imlendirilmesi

veya yikimini kolaylastirmak i¢in birlikte calisabilecegini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarmmsal

Biyoteknoloji Boliimii’ne ait serada ve boliim laboratuvarlarinda yiirtitiilmistiir.
3.1. Materyal

Yiiriitiilen aragtirmada bitki materyali olarak kina ¢igegi, (Impatiens balsamina L. ‘Pink
Single’) ve siis lahanas1 (Brassica oleracea var. Acephala ‘Nagoya Purple’) kullanilmistir (Sekil

3.1).

Bitkiler kontrollii sera kosullarinda ortalama 22/18 °C sicaklikta (giindiiz/gece) ve =

%65 nemde yetistirilmistir.

Sekil 3.1. Kina ¢iceginin genel goriiniimii (a) ve siis lahanasinin genel goriiniimii (b)
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3.2. Yontem

3.2.1. Kursun nitrat [Pb (NO3):] uygulamalan

Igerisinde torf bulunan 45°lik viyollere siis lahanas1 ve kina ¢icegi tohumlar1 ekilmistir.
Tohumlar fide elde edilinceye dek diizenli olarak ¢gesme suyu ile sulanmistir (Sekil 3.2). Her iki
bitki tiiri de fide haline geldikten sonra ¢ap1 17 cm, yiiksekligi 18 cm olan plastik saksilara
sasirtilmugtir (Sekil 3.3). Saksi ortami olarak torf, toprak ve perlit (1:1:1) karigimi kullanilmastr.
Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore her uygulamada 10 bitki olacak sekilde
diizenlenmistir. Her iki tiire ait fideler 6 haftalik olduklarinda ii¢ farkli konsantrasyonda kursun
nitrat [Pb (NO3)2] ¢ozeltisi (100 ppm, 200 ppm ve 400 ppm) sulama suyu olarak iki glinde bir
150 ml olacak sekilde 6 hafta boyunca uygulanmistir (Diiriist vd., 2004; Eid vd., 2018). Kontrol
bitkileri ise saf su ile sulanmustir (Sekil 3.4). Ayrica bitkilere haftada bir diizenli olarak NPK
(5:5:5) giibresi (RootStar) kursun nitrat ¢ozeltisine karigtirilarak uygulanmistir.

Kursun nitrat uygulamasindan sonra bitkiler sokiilerek laboratuvara getirilmistir. Kok ve
govdeleri ayrildiktan sonra, yaprak orneklerinin bir kismi hiicre zar1 zararlanmasi ve klorofil
miktarinin belirlenmesinde kullanilmis geri kalan kismlar ise sivi azot i¢erisinde dondurularak
molekiiler analizler i¢in -80°C’de dondurularak saklanmistir. Kokler temizlenip yikandiktan

sonra yas ve kuru agirlik tespitinde kullanilmistir.

i !-. : g ‘: .“-.‘(
y 0 L - g Rl L0 R U i i
Sekil 3.2. Fidelerin ¢ikis asamasindaki goriiniimii. Kina ¢igegi (a), siis lahanasi (b)
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Sekil 3.4. Kursun nitrat uygulamalar1 baglangicinda bitkilerin goriiniimii. Kina ¢igegi (a), siis
lahanasi (b)

3.2.2. Hiicre membran zararlanma oram

Hiicre membran zararlanmasi Arora vd. nin (1998) yontemi esas alinarak hesaplanmstir.
Bitki yapraklarindan 1,5 cm ¢apinda diskler alinip cam deney tiiplerine konulmusur, tizerine 15
ml saf su ilave edilmistir. Ornekler 4 saat boyunca oda sicakligmda 100 rpm’de galkalayicida
calkalandiktan sonra, hiicre membran zararlanmasini belirlemek i¢cin EC metre (Mettler Toledo,
SevenEasy S30, Colombus Ohio, USA) ile iyon sizintis1 miktart 6l¢iilmiistiir. Daha sonra
otoklavda 121°C’de 15 dak tutularak dokularm 6lmesi saglanmistir. Ornekler otoklavdan
cikarildiktan sonra oda sicakligina gelmesi beklenip yine EC metre ile ikinci okumalar
yapilmistir. Bu yontem ile bitki tiirlerinde meydana gelen hiicre membran zararlanmalar1

asagida belirtilen formiil ile ylizde (%) olarak hesaplanmustir.
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% Iyon Sizmtis1 = (0.D;/ O.Dz) x 100
0.D;=1. Okuma Degeri, O.D,= 2. Okuma Degeri

% Zararlanma = [(%lyon S1z. (U.)- %lyon S1z. (K.)) / 100- %Iyon Siz. (K.)] x 100

U = Uygulama, K= Kontrol

3.2.3. Yaprak oransal su kapsam (YOSK) ve turgor kaybi (TK)

Yaprak oransal su kapsami ve turgor kaybi, Gulen ve Eris’in (2003) yontemine gore
hesaplanmistir. Yaprak orneklerinden her uygulamadan 3 tekerriir olacak sekilde 1,5 cm ¢aph
3’er disk alimmigtir. Bu disklerin 6nce taze agirliklari, 4 saat saf suda bekletildikten sonra turgor
agirliklar: ve 70°C’deki etiivde 24 saat bekletildikten sonra kuru agirliklar: kaydedilmistir. Elde
edilen veriler ile YOSK ve TK degerleri asagida belirtilen formiil kullanilarak % olarak

hesaplanmistir.

YOSK= (Y. A- K.A.) / (T.A-K.A.) x 100
TK=(T.A.- Y.A)/T.A. x 100

YOSK = Yaprak Oransal Su Kapsami, Y.A.= Yas Agirlik, TK= Turgor Kaybi, K.A.= Kuru
Agirlik, T.A.= Turgor Agirlig

3.2.4. Toplam klorofil miktar

Klorofil miktarin1 belirlemek i¢in Moran ve Porath’m (1980) yontemi esas almmustir.
Her bir uygulamadan alinan yapraklardan 0,5 cm capli 3 adet disk tartildiktan sonra cam tiiplere
konulmustur. Her bir 6rnek iizerine 5 ml DMF (Dimetil formamid) konulup aliiminyum folyo
ile sarilarak +4°C’de buzdolabinda 72 saat bekletilmistir. Okuma yapilmadan 6nce 6rneklerin
oda sicakligina gelmesi beklenmistir ve daha sonra sprektrofotometrede (Perkin Elmer Lambda
25 UV/VIS, ABD) 652 nm dalga boyunda absorbans okunmustur. Elde edilen veriler ile klorofil

miktar1 asagida belirtilen formiil ile hesaplanmustir.
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KM (mg/ gTA) = O.D 6520m % 29 % seyreltme faktorii / mg TA

mg /gTA= 1 gram taze agirliktaki mg cinsinden klorofil miktari, O.D ¢s2am= 652nm’deki okuma
degeri, TA= Taze Agirhik

3.2.5. Govde ve kok yas-kuru agirhg:

Deneme sonunda her tekerriirden tigcer adet bitki sokiiliip, govde ve kokleri birbirinden
ayrilmis ve kokler iyice temizlenip, yikandiktan sonra fazla nemi almak i¢in havlu kagitla
kurulanarak ardindan yas agirliklar1 tartilmistir. Govde 6rneklerinde de yas agirliklar tartildiktan
sonra kok ve govde ornekleri 70°C’ye ayarh etiivde sabit agirliga gelene kadar kurutulmus ve

kuru agirliklar1 belirlenmistir (Cook ve Stubbendieck, 1986).

3.2.6. Prolin miktari

Prolin ekstraksiyonu ve prolin miktarinin belirlenmesinde Bates vd.’nin (1973)
gelistirdigi yontem bazi1 modifikasyonlar dikkate alinarak kullanilmistir. Renk maddesi olarak
asit-ninhidrin karistmi kullanilmistir. 11k olarak, daha dnceden -80°de muhafaza edilen yaprak
orneklerinden 200 mg alinarak, 1 ml %3'lik siilfosalisilik asit ile homojenize edilmistir.
Homojenize edilen 6rnekler 5 000g, 4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra,
200 pl supernatant, 400 pl ninhidrin reaktifi, 400 pl asetik asit ve 200 pl %3 siilfosalisilik asit
cam tiiplere aktarildiktan sonra 100°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan ¢ikan
ornekler buzun iistline alinarak reaksiyon sonlandirilmis ve oda sicakligina geldiginde {izerine
2 ml toluen eklenip, 20 saniye vortekslenmistir. Daha sonra 4 000 g’de 20 saniye santrifiijlenen
orneklerden {ist faz almarak spektrofotometrede 520 nm’de absorbans okumalar1
gerceklestirilmistir. Kor Ornek olarak 1 ml toluen kullamilmistir. Standart olarak farkl
konsantrasyonlardaki L-Prolin soliisyonu kullanilmistir ve ¢izilen standart egriden orneklerin

prolin miktarlar1 hesaplanmistir.
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3.2.7. Toplam c¢oziinebilir protein analizi

Toplam ¢oziinebilir protein ekstraksiyonu Shen vd. nin (2003) yontemi dikkate alinarak
yapilmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi (pH 7,8) hazirlamak igin;

* 25 mM Tris base

* 275 mM Sakkaroz

2 mM EDTA

* 10 mM DTT

* 0,5 mM PMSF

* %1 PVP kullanilmstir.

-80’de muhafaza edilen her bir uygulamadan, alinan 250 mg yaprak ornegine 1 ml
ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenmis ve havan yardimi ile homojenize edilmistir. Homojenat,
santrifiij tiiplerine almip 10 000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Toplam
¢Oziinebilir protein miktar1 Bradford (1976) yontemine goére belirlenmistir. Bu amagla,
santrifiijden sonra siipernatanttan 7,5 pL alinarak 50 pL'ye saf su ile tamamlandiktan sonra
iizerine 1 mL Bradford boya ¢ozeltisi ilave edilmistir. Toplam ¢oziinebilir protein miktarmin
hesaplanmasinda 0, 4, 8, 10, 20, ve 40 ug/uL'lik BSA standartlar1 kullanilmigtir. Absorbans
okumalar1 595 nm dalga boyunda spektrofotometrede gergeklestirilmistir.

3.2.8. SDS-PAGE analizi

Kursun uygulamalarinin tiirlerin protein profillerine olan etkisi SDS-PAGE (Sodyum
dodesilsiilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi) yontemi ile belirlenmistir (Lim vd., 1999; Giilen
2000). Toplam ¢oziinebilir protein analizinde ag¢iklandig1 gibi ekstrakte edilen toplam protein
cozeltisinden her bir 6rnek i¢in 10 pg protein icerecek sekilde alinarak iizerlerine toplam hacmin
1/6’s1 kadar 6X ornek yiikleme c¢ozeltisi eklenmis ve biitiin drneklerin hacmi saf su ile
esitlenmistir. Daha sonra protein denatiirasyonunu sagllamak amaciyla 6rnekler 3 dakika kaynar
suda bekletilerek proteinlerin denatiirasyonu saglanmistir. Kisa bir siire vortekslenen drnekler 5

sn santrifiijlendikten sonra SDS-PAGE analizi i¢in yliklenmeye hazir hale getirilmistir.
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6X ornek viikkleme cozeltisi bilesenleri

* 1 M Tris pH 6,8 3,5ml

* Glyserol 1,8 ml

* Sodyum dodesilsiilfat (SDS) 0,5 g

* Dithiothreitol (DTT) 0,465 g
* Bromephenol Blue 0,0006 g

SDS-PAGE analizinde elektroforez sistemi olarak Mini PROTEAN Tetra (Bio-Rad)
kullanilmistir. SDS-PAGE jelinde %12,5'luk ayirma jeli ve %4'lik yiikleme jeli kullanilmustir.

Kullanilan jellerin kalinliginin 0,75 mm olmasini saglayan jel kasetleri kullanilmistir.

9%12.5 ayirma jeli bilesenleri

* Saf su 1000 pL
* 1 M Tris-HCI pH 8,8 2200 uL
* %1 SDS 600 uL
* %36 Acrylamide/Bis (29:1) 2100 pL
* %3 Amonyum persiilfat 100 pL
* TEMED 4 uL

Bu kimyasallar sirasiyla karistirildiktan sonra yiikleme yapilacak olan jel kasetine bir
mikro pipet kullanarak dokiilmiistiir. Jelin tam olarak polimerize olabilmesi i¢in hava ile
temasini engellemek gerektiginden, doktiiglimiiz jelin iizerine yine bir mikro pipet ile 200 pL

ultra saf su eklenerek 45 dakika boyunca polimerize olmasi i¢in beklemeye birakilmistir.

%4 Ornek viikkleme jeli bilesenleri

* Saf su 1662 pl
* 1 M Tris-HCl ph 6,8 310 pl
* %36 Acrylamide/Bis (29:1) 250 ul
* %3 Amonyum persiilfat 25 ul

« TEMED 4ul
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Polimerizasyonu ger¢eklesmis olan ayirma jelinin tizerindeki fazla su bir filtre kagidi
yardimu ile uzaklastirildiktan sonra yukarida verilen yiikleme jeli bilesenleri karistirilip, ayirma
jelinin {lizerine bir mikro pipet kullanilarak dokiilmiistiir. Bu islemin ardindan taraklar hava
boslugu kalmayacak sekilde yerlestirilmistir. Jel 45 dakika boyunca polimerize olmasi igin

birakilmistir ve bu islemin sonunda kasetler elektroferez i¢in tankin igerisine yerlestirilmistir.

Elektroforezde yiiriitme tamponu olarak asagida bilesimi verilen Tris-Glisin-SDS

cozeltisi kullamilmustir (1L, 10X), hazirlanan ¢ozelti kullanim sirasinda 1X’ e seyreltilmistir.

10X'lik viiritme tamponu bilesenleri

* 250 mM Tris-base 30g
* 1,92 M Glycine 144 g
* %0,5 SDS 5¢g

Hazirlanan ¢ozelti, elektroforez tanki igerisine yerlestirilmis jellerin {izerini 6rtecek
sekilde bosaltilmistir. Onceden hazirlanan &rnekler her bir kuyucuga 10 pg protein alacak

sekilde mikro pipet yardimiyla yiiklenmistir.

Gii¢ kaynagi olarak Thermo EC 1000-900 kullanilmistir ve ornekler, 150 V'da akim

serbest birakilarak jelin sonuna kadar ylriitiillmiistiir.

Elektroforez isleminin sona ermesiyle kasetten ¢ikarilan jeller 3 kez ultra saf su ile
yikandiktan sonra saf su ile seyreltilmis Commasie Brillant Blue G-250 (Commasie Brillant
Blue G-250: dH20; 4:1) ¢ozeltisine alinmastir. Jeller gece boyunca 30 rpm’de ¢alisan calkalayici
izerinde birakilarak protein bantlar1 mavi renkli olarak goriiniir hale getirilmistir. Jel izerindeki
fazla boyanin giderilmesi ig¢in %?25°lik metanol icerisinde ¢alkalayic1 iizerinde 5 dakika
bekletildikten sonra 3 defa saf su ile yikanmistir. Bu agamadan sonra protein bantlar1 florasan

151k altinda goriintiilenmistir.
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Orneklerin, molekiil agirliklarmm belirlenmesinde SDS-PAGE molekiiler agirlik
standard1 kullanilmistir (BioRad, Precision Plus Protein Standarts). Bu sekilde molekiil
agirliklar1 bilinen bantlar temel alinip, 6rneklere ait protein bantlarinin molekiil agirliklar

hesaplanmistir.

3.2.9. immiinblot (Western Blot) analizi

HSP’lerin immiinoblot teknigi ile belirlenmesinde Arora ve Wisniewski’nin (1994)
onerdigi yontem Ergin (2012)’in yaptig1 modifikasyonlar ile uygulamistir. Bu sebeple daha 6nce
aciklandigi gibi bitkilerden ekstrakte edilen protein 6rnekleri SDS-PAGE’de yiiriitiilmiistiir.

Elektroforez isleminden sonra jellerdeki proteinlerin membrana aktarilmasi iglemi igin,
Bio-Rad Trans-Blot Turbo transfer sistem cihaz1 kullanilarak blotlama islemi
gergeklestirilmistir. Sandvic sisteminin hazirlanmasi i¢in siingerler ve nitroseliiloz membran
(Nitrocellulose membranes BioRad) dnceden transfer tamponunda bekletilerek islatilmiglardir.
Daha sonra siinger-membran-jel-siinger olacak sekilde ve aralarinda hava boslugu

birakilmayarak sandvig sistemi hazirlanmis ve kasetlere yerlestirilmistir.

Transfer tampon cozeltisi bilesenleri:

* 25 mM Tris baz 303 ¢g
* 192 mM Glisin 144 ¢
* %20 Metanol 200 ml

Proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarilmasi i¢in blotlama islemi 25 V’da 30 dk'da

gerceklestirilmistir.

Bloklama islemini gerceklestirmek tiizere, blotlama isleminden sonra nitroseliiloz

membran ¢ikarilmis ve TBS’de 10 dakika yikanmustir.
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TBS cozeltisi bilesenleri (1 1)

* Tris baz 6,05 ¢
* Sodyum kloriir 8,76 g
* pH7,5

Membranlar %5°lik BSA igeren TBST (Tris Buffer Saline Tween-20) ¢ozeltisinde oda
sicakliginda gece boyunca inkiibe edilerek membran yiizeyinin tamamen proteinle kaplanmasi
saglanmistir. Blokaj isleminden sonra membranlar, fazla proteinleri gidermek amaciyla TBST

(Tris Buffer Saline Tween-20) ¢ozeltisi ile 2°ser kez 2’ser dakika calkalanarak yikanmistir.

TBST cozeltisi bilesenleri (1 1)
* Tris baz 6,05 g

* Sodyum kloriir 8,76 g
* %0,1 Tween-20 100 pl
* pH7,5

Birinci antikor, 1:1500 oraninda HSP 60 [Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 60 Clone
LK-2 (mouse)] %1 BSA (Bovine serum albumin) iceren TBST’de ¢oziilerek hazirlanmistir.
Membranlar, birinci antikorda oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildiktan sonra,
TBST’de 2’ser kez 10’ar dakika g¢alkalanarak yikanmistir. Ayni islem HSP 23 [Monoclonal
Anti-Heat Shock Protein 23 (rabbit)] antikoru i¢in de aymi sekilde gergeklestirilmistir. Yikama
isleminden sonra, %1 BSA iceren TBST de ¢oziilerek hazirlanan, 1:5000 oranindaki ikinci
antikorda [Anti mause IgG (Fc) AP Conjugate] oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyondan sonra membran TBST’de 4’er kez 10’ar dakika calkalanarak yikanmustir.
Yikama isleminin ardindan membran substrat (alkalin fosfataz enzimi) icerisinde yaklasik 10-
15 dakika kadar tutularak bantlarin renklenerek goriiniir hale gelmesi saglanmistir. Substrattan
alinan membran saf su ile yikanip kurutulduktan sonra ortaya ¢ikan bant goriintiileri bir tarayici
yardimiyla dijital ortama aktarilmistir. Bantlarin densitometrik analizleri ise “Image J” programi

yardimiyla yapilmstir.
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3.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen veriler “IBM SPSS STATISTICS 20 for Windows” istatistik programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Uygulamalar arasindaki farklilik ‘Duncan’ testi ile 0.05 6nem

seviyesinde ortaya konulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre Membran Zararlanma Orani

Tez kapsaminda, yaygm agwr metal kirleticileri smifindan olan Pb metalinin
hiperakiimiilator 6zelligi olan iki tiir slis bitkisinin protein metabolizmasi iizerine etkisi
arastirilmistir. Sekil 4.1°de Pb (NOs3), uygulamalarma bagl olarak kina ¢icegi ve siis lahanasi
bitkilerinin yapraklarmda hiicre membran zararlanma oranlar1 verilmistir. Buna gore kimna
ciceginde 100 ppm de %1,8 200 ppm de %3,6 400 ppm de %6,0 oraninda zararlanma
belirlenmistir. Siis lahanasinda ise 100 ppm de %1,6 200 ppm de %2,5 400 ppm de %3,6
oraninda zararlanma oldugu goriilmiistiir. Her iki tiirde de konsantrasyon arttikca zararlanma
oraninin arttig1 gériilmiistiir. Konsantrasyonlar arasindaki fark her iki tiir i¢inde istatistiki olarak

onemli bulunmustur (p<0,05) (Ek Aciklamalar-A-B).

Zararlanma (%)
Zararlanma (%)

il
i

2 S 2

T T T
100 ppm 200 ppm 400 ppm
Konsantrasyonlar Konsantrasyonlar

T T T
100 ppm 200 ppm 400 ppm

Sekil 4.1. Kursun nitrat uygulamalarina bagli olarak (a) kma c¢icegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinin yapraklarindaki hiicre membran zararlanmasi. Dikey barlar tekerriirlerin + SS’larmi
gostermektedir.

Membranlarin zarar gormesi sonucu su ve besin aliniminda dengesizlikler meydana
gelmekte, bu durum stoma iletkenliginde azalma ve sonug olarak fotosentez oranmin diismesi
ile sonuclanmaktadir. Yapilan ¢aligmadakine benzer sekilde, yulafta As metalinin bitkinin

membran yapisini bozdugu ortaya konmustur (Stoeva ve Bineva, 2003).
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Benzer sekilde Petunia hybrida L. bitkisinde Cd, Cr, Cu, Ni ve Pb'nin etkilerinin
incelendigi bir ¢caliymada tiim uygulamalarda iyon sizintisinda artiglar gézlemlenmistir (Khan
vd., 2019). Balouchi vd.nin (2017) fasulye de uyguladig: ¢esitli agir metallerin bitkide iyon

sizintisini arttirdigini gézlemlemislerdir.

4.2. Yaprak Oransal Su Kapsam (YOSK) ve Turgor Kaybi (TK)

Kursun uygulamasina bagli olarak kina c¢igegi ve siis lahanasi bitkilerinin
yapraklarmdaki YOSK Sekil 4.2' de verilmistir. Kina ¢iceginin YOSK oranima bakildiginda,
kontrolde %87,22 100 ppm’de %85,04 200 ppm'de %85,57 iken, 400 ppm’de ise bu oran
%78,10 ile en diisiik seviyede gozlemlenmistir. Siis lahanasinda kontrolde %89,76 100 ppm’de
%91,53 olarak belirlenen YOSK 200 ve 400 ppm uygulamalarinda azalarak sirasiyla %88,46
ve %86,86 olarak belirlenmistir. Konsantrasyonlar arasi fark kina ¢igegi icin 6nemli bulunurken

slis lahanasi i¢in istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur (p<0,05) (Ek Agiklamalar-C-D).

100+ A 4100 b
— =
— == ==
—
80 — = 80
= 60 E 60
& &
(o] o
>= >
407 40
20+ 20
U T T T T LU T T T T
Kontrol 100 ppm 200 ppm 400 ppm Kentrol 100 ppm 200 ppm 400 ppm

Konsantrasyonlar Kensantrasyonlar

Sekil 4.2 Kursun nitrat uygulamasina bagli olarak (a) kina ¢igegi ve (b) siis lahanas1
bitkilerinin yapraklarindaki yaprak oransal su kapsami (YOSK). Dikey barlar tekerriirlerin =
SS’ larin1 gostermektedir.

Kursun uygulamalarinin siis lahanasi ve kina ¢icegi bitkilerinin yapraklarindaki TK
tizerindeki etkisi Sekil 4.3” de gosterilmistir. Genel olarak konsantrasyon arttik¢a her iki tiirde
de TK oranmnin arttig1, bu artigin kina ¢igeginde 6zellikle 400 ppm uygulamasinda dikkat ¢ekici

oldugu belirlenmistir.
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Kina ¢iceginin TK, kontrol %9,31 100 ppm %12,25 ve 200 ppm %12,85 uygulamalar1
arasinda kiigiik farkliliklar gosterirken, 400 ppm uydulamasinda %19,90 ile en yiiksek degere
ulagmistir. Siis lahanasinin TK oranlar1 da kontrolde %8,07 100 ppm’de %9,81 200 ppm’de
%10,64 olup, 400 ppm’de %12,13 ile en yiiksek seviyeye ulasmistir. Buna gore
konsantrasyonlar arasindaki fark her iki tiir i¢in istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05)

(Ek Acgiklamalar-E-F).
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Sekil 4.3. Kursun nitrat uygulamalarina bagl olarak (a) kina ¢icegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinin turgor kaybindaki (TK) degisimi. Dikey barlar tekerriirlerin = SS’ larin1
gostermektedir.

Yaprak oransal su kapsami ve TK bitkinin su dengesini belirlemede 6nemli bir belirtegtir
(Siddiqui vd., 2015). Turgor basincinda meydana gelen degisim stoma hareketlerini etkilemekte
ve bitkiler kursun toksisitesi durumunda turgor basincini korumak i¢in prolin gibi ozmolitleri

sentezlemektedirler (Qureshi vd., 2007).

Alzahran1 vd. (2020) yildiz ciceginde yaptiklar1 bir ¢alismada kursun stresi altinda
bitkilerin YOSK’unda kontrole gore bir azalma goriildiigiinii kaydetmislerdir. Sorgum bitkisine
(Sorghum bicolor L. Moench) farkli konsantrasyonlarda, farkli agir metal uygulamalar:
yapilmig ve bitkilerin artan konsantrasyona bagli olarak YOSK’unda azalmalar oldugu
bildirilmistir. Yildirim vd. (2019) rokada (Eruca sativa L.) yaptiklar1 bir ¢caligmada bitkide Cd

uygulamalarmmin konsantrasyon artisi ile YOSK'u azalttigini bildirmislerdir.
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Chara fragilis ve Callitriche palustri gibi su bitkilerinde yapilan bir ¢calismada bitkiler
cesitli agir metaller ile muamele edilmis ve bu metallerin toksik etkilerinin yani sira bitkilerin

turgor kaybini da azalttig1 gozlemlenmistir (Poklonov vd., 2018).

4.3. Toplam Klorofil Miktar

Kursun uygulamalaria baglh olarak kina cicegi ve siis lahanasi bitkilerinin toplam
klorofil miktar1 Sekil 4.4> de verilmistir. Kina ¢i¢eginin klorofil miktar1 kontrol 2,59 mg/g TA
,100 ppm 2,69 mg/g TA, 200 ppm'de 2,77 mg/g TA ve 400 ppm’de ise 2,78 mg/g TA ile
konsantrasyon artisi ile bir artis belirlenmistir. Siis lahanasinin klorofil miktar1 kontrolde 2,40
100 ppm’de 2,38 200 ppm’de 2,41 400 ppm’de ise 2,30 mg/g TA olarak belirlenmistir. Toplam
klorofil miktar1 bakimindan konsantrasyonlar arasindaki fark iki tiir icin de Onemsiz

bulunmustur (p<0,05) (Ek A¢iklamalar-G-H).
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Sekil 4.4. Kursun nitrat uygulamalarina bagli olarak (a) kina ¢igegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinde toplam klorofil miktar1. Dikey barlar tekerriirlerin = SS’ larin1 gostermektedir.

Agir metaller bitki hiicresinde oksidatif hasar1 tetiklediginden, metaller klorofil
sentezinde rol oynayan belirli enzimlerin sentezini engelleyebilmekte ve bu nedenle, klorofil

konsantrasyonu agir metal stresi altinda azalma gosterebilmektedir.
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Misir bitkisinde yapilan ¢calismalarda ¢esitli agir metal (Cd, Cr, Ni ve Cu) uygulamalari
yapilmistir ve agir metal konsantrasyonu arttik¢a bitkilerdeki toplam klorofil miktarminin
azaldig1 bildirilmistir (Barbosa vd., 2010; Rizvi ve Khan, 2019). Yine musir bitkisinde yapilan
bir caligmada, diisiik Pb konsantrasyonlarinda (195 mg/kg ve 390 mg/kg) klorofil miktarmin
degismedigi ancak, yiiksek konsantrasyonlarda (585 mg/ kg) azaldig1 rapor edilmistir (Rizvi ve
Khan, 2018).

Kadmiyum stresi uygulanan Bacopa monnieri L. ve petunya bitkisinde yapilan
calismalarda da klorofil miktarinin diisik Cd konsantrasyonlarindan etkilenmedigi,

konsantrasyon artig1 durumunda ise azaldigi belirtilmistir (Singh vd., 2006; Khan vd., 2019).

Yapilan bu calismada da klorofil miktar1 bakimindan, konsantrasyonlar 6nemli
olmamasi, yapilan Pb uygulamalarmin her iki tiirde de klorofil miktarmni etkileyecek diizeyde
olmadigini gdéstermektedir. Bu durumun, her iki bitki tiirtiniin hiperakiimiilator olmasindan ve
bu bitkilerde kursunun kdklerden siirgiinlere taginmasimin kisitlanmasidan da kaynaklaniyor

olabilecegi diistiniilmektedir.

4.4. Govde ve Kok Yas-Kuru Agirhg:

Sekil 4.5° de Pb uygulamalarmin kma ¢icegi ve siis lahanasi bitkilerinin gévde yas
agirhigr tizerindeki etkisi gosterilmistir. Uygulamalara gore govde yas agirhigi
degerlendirildiginde, kma c¢igeginde en diisilk govde yas agwhigr 41,16 g ile 100 ppm
uygulamasinda elde edilirken, en yiiksek govde yas agwhigr (54,69 g) ise 400 ppm
uygulamasindan elde edilmistir. Siis lahanasmin kontrol grubu 31,38 g ile en diisiik gdvde yas
agirhigina sahip olurken, 400 ppm uygulamasinda ise 42,25 g ile en yiiksek govde yas agirhigi
degerine sahip olmustur. Govde yas agirlig1 bakimindan istatistiksel olarak konsantrasyonlar

arasindaki fark her iki tiir i¢in de 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Ek Agiklamalar-F-G).
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Sekil 4.5. Kursun nitrat uygulamalarina bagli olarak (a) kia ¢icegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinde govde yas agirligi. Dikey barlar tekerriirlerin = SS’ larin1 gostermektedir.

Kursun uygulamalarina bagli olarak kina cicegi ve siis lahanasi bitkilerinin kok yas
agirhigindaki degisimler Sekil 4.6’da verilmistir. Kok yas agirligr bakimindan kina ¢igeginde
govde yas agirligindaki duruma benzer sonuglar elde edilmistir. Kok yas agirligi 100 ppm’de
en diisiik degeri alirken (12,80 g), en yiiksek degere (17,21 g) ise 400 ppm uygulamasinda
ulagmugtir. Siis lahanasinin en yiiksek kok yas agirhigr (2,90 g) 100 ppm uygulamasinda
goriiliirken, en diisiik kok yas agirlhigi (1,47 g) degeri 400 ppm uygulamasinda goriilmiistiir. Kok
yas agirhigir bakimindan konsantrasyonlar arasindaki fark iki tiir i¢in de istatistiksel olarak

onemli bulunmustur (p<0,05) (Ek Aciklamalar-H-I).
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Sekil 4.6. Kursun nitrat uygulamalarina bagl olarak (a) kina ¢igegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinde kok yas agirligl. Dikey barlar tekerriirlerin + SS” larimi géstermektedir.
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Sekil 4.7°de Pb uygulamasinin kina ¢igegi ve siis lahanasi bitkilerinin govde kuru agirlig:
iizerindeki etkisi gosterilmistir. Kina ¢icegi bitkilerinin gévde kuru agirlig1 incelendiginde, en
diisiik govde kuru agirhigi 3,98 g ile 200 ppm’de bulunurken, en yiiksek (4,63 g) govde kuru
agirligi ise 400 ppm’de bulunmustur. Siis lahanasinin kontrol grubunda en diisiikk gévde kuru
agirhigr (4,06 g) elde edilirken, en yiiksek govde kuru agirhik degeri (5,52 g) 400 ppm

uygulamasindan elde edilmistir.

Govde kuru agirligi bakimindan konsantrasyonlar arasindaki fark kina ¢iceginde

onemsiz iken siis lahanasinda istatistiki olarak dnemli bulunmustur (p>0,05) (Ek Ac¢iklamalar-

JK).
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Sekil 4.7. Kursun nitrat uygulamalarina bagli olarak (a) kina ¢icegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinde govde kuru agirligi. Dikey barlar tekerriirlerin + SS’ larini gostermektedir.

Kursun uygulamalarina bagl olarak kina ¢icegi ve siis lahanasi bitkilerinin kék kuru
agirhigindaki degisimler Sekil 4.8’de verilmistir. Kina ¢iceginde en yiiksek kok kuru agirhigi
(0,80 g) kontrol grubunda tespit edilirken, en diisiik kok kuru agirligr ise 0,57 g ile 100 ppm
uygulamasinda tespit edilmistir. Siis lahanasmnin 100 ppm uygulamasinda en yiliksek kok kuru
agirhik degeri elde edilirken, en diisiik kok kuru agirlik degeri (0,29 g) 400 ppm uygulamasindan

elde edilmistir.
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Kok kuru agirhigi bakimindan konsantrasyonlar arasindaki fark iki tiir icin de onemli

bulunmustur (p<0,05) (Ek Ac¢iklamalar-L-M).
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Sekil 4.8. Kursun nitrat uygulamalarina bagl olarak (a) kina ¢icegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinde kok kuru agirligi. Dikey barlar tekerriirlerin = SS’ larin1 gostermektedir.

Daha once yapilan pek cok calismada yiiksek Pb konsantrasyonlarinin bitkilerde
biyokiitleyi olumsuz yonde etkileyerek toprak {istli yag-kuru agirligini ve ayn1 zamanda kok yas-
kuru agrrhgim azalttig1 bildirilmistir (Eren ve Daghan, 2014; Daghan, 2016; Eid vd., 2018;
Alacabey ve Zorer Celebi, 2020; Dere ve Dogan, 2020).

Yapilan bu ¢alismadaki sonuclar ise, dnceki ¢alismalarin aksine kina ¢igegi ve siis
lahanas1 bitkilerinde Pb uygulamalarina bagli olarak toprak {istii aksamda ya da koklerde

biiylime geriligine yol agcacak dnemli bir degisiklik olmadigini ortaya koymustur.

Bu c¢alismada kullanilan bitkilerin biiyiime ve gelismelerinde herhangi bir aksama
goriilmemesi bu bitkilerin hiperakiimiilatér bitki olmasindan ve ayrica uygulanan
konsantrasyonlarin bu bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz etkileyebilecek kadar yiiksek

olmamasidan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.5. Prolin Miktari

Sekil 4.9°da kma ¢icegi ve siis lahanasi bitkilerinde kursun uygulamalarinin prolin
miktar lizerine etkisi gosterilmistir. Kina ¢igeginde Pb konsantrasyonunun artmasina paralel
olarak prolin miktarinin arttig1; kontrolde 327,7 uM/gTA olarak belirlenen prolin miktar1 100,
200 ve 400 ppm'de swrasiyla 364,1, 506,1 ve 629,1 uM/gTA olarak belirlenmistir. Siis
lahanasinda, 100 ppm (1559,6 uM/gTA) ve 200 ppm (1011,7 uM/gTA) uygulamasinda prolin
miktarmin azaldig1 400 ppm'de (2179,2 uM/gTA) ise arttig1 ancak tiim uygulamalarda prolin
miktarmin kontrolden (2716,9 uM/gTA) daha diisiik oldugu saptanmustir. Istatistiksel olarak
konsantrasyonlar arasi fark her iki tiir i¢in de 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Ek Agiklamalar-N-

0).
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Sekil 4.9. Kursun nitrat uygulamalarina bagli olarak (a) kina ¢icegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinde prolin miktari. Dikey barlar tekerriirlerin + SS’ larini gostermektedir.

Prolin, bitkileri kuraklik, tuzluluk veya agir metaller gibi ¢evresel stresler altinda olusan
ROS'larn zararl etkilerinden koruyan ozmoprotektan bir molekiil gorevi goren ¢ok islevli bir
amino asittir (Singh vd., 2014). Yiiksek bitkilerde bir stres belirteci olarak gorev yapan prolin
genellikle ¢evresel streslere yanit olarak fazla miktarlarda birikir (Ashraf vd., 2010).
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Yapilan ¢aligmalarda gesitli bitkilerde Pb stresi kosullarinda prolin miktarinin arttigi
bildirilmistir (Nautiyal ve Sinha, 2012; Alzahrani vd., 2020). Prolinin stres kosullarinda artan
ROS'larin temizlenmesine ve hiicre alt1 yapilarin stabilize edilmesine yardimci oldugu ve ayrica
hiicre igindeki redoks homeostazini diizenledigi bilinmektedir (Wang vd., 2015). Emamverdian
vd. (2015), prolinin agir metal stresi altinda bir protein stabilizatorii olarak rol oynayabilecegini
One sirmiiglerdir. Bazi arastiricilar da bitkide Pb stresinden kaynaklanan ROS'larin
temizlenmesinde veya Pb'nin selatlanarak detoksifikasyonunda prolinin rol oynadigini

bildirmislerdir (Farago ve Mullen, 1979; Sharmila ve Pardha Saradhi, 2002).

Bu calismada, ROS’lara bakilmamakla birlikte, kina ¢i¢eginin prolin miktarinin
konsantrasyon artigina bagli olarak artmasi, ROS'lara karsi bu bitkinin gelistirdigi bir savunma
mekanizmasi olarak prolin miktarini arttirmasindan kaynaklaniyor olabilir. Malar vd. (2016)
Pb'nin biiyiik 6l¢lide koklerde biriktigini ve daha sonra yaprak sapi ve yaprak dokularina
tagindigimi belirtmislerdir. Siis lahanasinda ise 200 ppm'e kadar prolin miktarinin azaldiktan
sonra 400 ppm'de artig gostermesi, Pb’nin belli bir konsantrasyona kadar koklerde birikmesi ve

bitkinin yapraklarina translokasyonunun engellenmesi ile ilgili olabilecegini diistindiirmektedir.

4.6. Toplam Coziinebilir Protein Miktari

Genel olarak Sekil 4.10 incelendiginde Pb uygulamalarinin kma c¢igegi bitkisinde
konsantrasyon artisima bagl olarak toplam protein miktarinin kontrole (42,04 mg/gTA) gore
giderek azaldig1 gozlemlenmistir. En disiik protein miktar1 18,85 mg/gTA ile 400 ppm
uygulamasinda goriilmiis olup bunu 25,66 mg/gTA ile 200 ve 32,45 mg/gTA ile de 100 ppm
uygulamalar1 takip etmistir. Siis lahanasinda ise kontrole (21,53 mg/gTA) gore biitiin
uygulamalarda bir artis gézlemlenmistir. En yliksek protein miktar1 200 ppm (37,45 mg/gTA)
uygulamasinda goriiliirken, bunu sirasiyla 100 ppm (27,94 mg/gTA) ve 400 ppm uygulamalar1
takip etmistir (24,28 mg/gTA). Coziinebilir protein miktar1 bakimindan konsantrasyonlar
arasindaki fark her iki tiir i¢in de 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Ek Agiklamalar-P-R).
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Sekil 4.10. Kursun nitrat uygulamalarina bagl olarak (a) kima ¢icegi ve (b) siis lahanasi
bitkilerinde toplam ¢6ziinebilir protein miktar1. Dikey barlar tekerriirlerin + SS’ larim
gostermektedir.

Abiyotik stres sirasinda protein igeriklerindeki bu degisiklikler, stres kosullar1 altinda
bitki tepkilerinde ortaya c¢ikan anahtar siirecin belirlenmesine yonelik potansiyel biyolojik

belirtegler olarak kullanilabilir (Tran ve Popova, 2013).

Kumar vd. (2013) Talinum triangulare bitkisinde yapmis olduklar1 bir ¢calismada Pb
uygulamalarinin, konsantrasyon artisia bagli olarak protein igerigini azalttigini bildirmislerdir.
Singh vd. (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada Cd stresi ile muamele edilen Bacopa monnieri L.
bitkisinin konsantrasyon artigina bagl olarak protein i¢eriginin azaldigini gézlemlemislerdir. B.
monnieri'nin koklerinin ve yapraklarinin protein igerigindeki bu azalmanin, proteaz veya diger
katabolik enzimlerin artan aktivitesine bagli olarak ¢oziiniir proteinlerin par¢alanmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Triticum aestivum L. cv. Ceyhan 99’daki bir ¢alismada
bugday fidelerine uygulanan Pb ¢ozeltisinin derisimi arttikca kok ve otsu govdede toplam
protein miktarmnin azaldigi belirlenmistir (Colak ve Dogan, 2011). Yildiz ¢iceginde yapilan bir
calismada ise Pb stresi altinda bitkilerin toplam protein miktarinda konsantrasyon artigina bagl

olarak odnemli bir artis oldugu kaydedilmistir (Alzahrani vd., 2020).
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Yapilan bu calismada ise kina ¢iceginde konsantrasyon artisi karsisinda toplam
¢oziinebilir protein miktarinin kademeli olarak azalmasi bu tiiriin Pb stresine karsi hassas
oldugunu gostermektedir. Buna karsilik siis lahanasinda 200 ppm'e kadar ¢oziinebilir protein
miktarinin artmasi daha sonra 400 ppm'de azalmasi ise siis lahanasinin 200 ppm'e kadar Pb

konsantrasyonundan etkilenmedigini gostermistir.

4.7. SDS-PAGE

Sekil 4.11'de Pb uygulamasina bagli olarak kina ¢icegi ve siis lahanasi bitkilerinin
toplam protein profilleri gosterilmistir. Calisilan siis bitkilerinin profilleri incelendiginde kina
ciceginde 100, 200 ve 400 ppm'lik konsantrasyonlarda yaklasik 137 kDa biiyiikligiinde bir
protein bandi gdézlemlenirken, ayni bant kontrol uygulamasinda gézlemlenememistir. Kina
ciceginde 75 kDa biiyiikliigiinde bagka bir protein band1 kontrolde saptanamazken diger tiim

uygulamalarda saptanmistir.

Kina ¢igeginde gozlemlenen 137 kDa biiyiikliigiindeki protein bandi siis lahanasinda da
gbdzlenmistir, ancak bu bant kontrolde belirgin bir sekilde gozlemlenirken uygulamalarda
belirsizlesmistir. Biiylikliigii 111 kDa olarak tespit edilen bir protein band1 kontrol ve 400 ppm
uygulamasinda tespit edilirken, 100 ve 200 ppm uygulamalarinda tespit edilememistir. Yapilan
tim uygulamalarda 61 kDa biiyiikliigiindeki bagka bir bant goriiliirken, ayn1 bant kontrol
grubunda goriilmemistir. Yine siis lahanasinda 23 kDa biiyiikliigiinde bir bant tespit edilmis
olup bu bant kontrol ve 400 ppm uygulamasinda 100 ve 200 ppm'e gore daha yogun olarak
gbzlemlenmistir. Kontrol bitkilerinde yogun olarak tespit edilen, 17 kDa biiytlikliigiindeki bir

baska bant ise uygulamalarda yogunlugu azalmis olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Kursun nitrat uygulamalarina bagli olarak kina ¢igegi ve siis lahanasi bitkilerinde
SDS-PAGE protein profilleri. MA: Molekiiler agirlik standardi (kDa).

SDS PAGE yontemi biyokimyasal teknikler arasinda yer alan ve bitki koleksiyonlarinin
genetik yapisimi tanimlamada kolay ve gegerli olmasi sebebi ile oldukca yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Babaoglu vd., 2004). Hiicresel siireclerin kontroliinde proteinlerin
fonksiyonel molekiiller olarak onemli bir yeri oldugundan, SDS PAGE kullanarak karsit
genotipler arasinda proteinlerin profil ve yapisindaki degisikliklerin arastirilmasi onem arz

etmektedir (Arefian vd., 2014).

Pb bitki hiicrelerinde sitoplazmik proteinler ile etkilesime girmekte ve toksisite
bitkilerdeki protein havuzlarinin boyutlarini azaltmaktadir (Garcia vd., 2006; Piotrowska vd.,
2009). Yalniz bitki hiicreleri toksisite durumunda tolerans i¢in 6nemli bir amino asit olan prolin
gibi cesitli amino asitlerin seviyesini arttirmaktadir (Qureshi vd., 2007). Yapilan bu calismada

da Pb stresinin neden oldugu bazi protein kayiplar1 saptanmustir.
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4.8. Immiinblot (Western Blot)

Immunblot analizleri sonucunda, HSP 60 antikoru ile belirlenen 61 kDa'luk 1s1 soku
proteinin kina ¢igegi ve siis lahanasi bitkilerindeki durumu Sekil 4.12°de gosterilmistir. Buna
gore tespit edilen HSP 60'in kina ¢igeginde 100 ppm uygulamasinda kontrole gdre bir artig

gosterdigi, ancak artan konsantrasyonlarda yogunlugunun diistiigli belirlenmistir.

Siis lahanasi bitkisinde ise HSP 60'in kontrole gére 100 ppm uygulamasinda arttigi, 200
ppm uygulamasinda kontrolden daha diisiik yogunlukta oldugu, 400 ppm uygulamasinda ise en

yiiksek seviyeye ulastig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.12. Kursun nitrat uygulamalarma bagl olarak kina ¢icegi ve siis lahanasi bitkilerinde
HSP 60 proteininin goriiniimii (a) ve HSP 60 proteinin bant yogunlugu (b).
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Kursun konsantrasyonlarma bagli olarak yogunlugu degisen 23 kDa'luk bir HSP 23
proteini her iki bitki tiiriinde de tespit edilmistir (Sekil 4.13). Belirlenen HSP 23 proteini kina
ciceginde kontrolde ¢ok yogun bir sekilde gozlemlenirken, Pb konsantrasyonlarinda daha diigiik

yogunlukta gézlemlenmistir. En diisiik yogunluk 200 ppm uygulamasindan elde edilmistir.

Siis lahanasi bitkisinde ise HSP 23 proteinin yogunlugu 100 ppm ve 400 ppm
uygulamalarinda kontrole gore daha diistik bulunurken, 200 ppm uygulamasinda ise kontroliin

yaklagik 2 katina ¢ikarak en yliksek diizeye ulastigi tespit edilmistir.

a)
Kina Cigegi Siis Lahanasi
G Sen S SRS | 6 S—
et
Kontr. 100 200 400 Kontr. 100 200 400
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b)
250 - mKina Cicedi
0Sls lahanasi
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50 4 ’_

0 o= N

Kontrol 100 ppm 200 ppm 400 ppm

Oransal Bant Yogunlugu
(% kontrol)

Konsantrasyonlar

Sekil 4.13. Kursun nitrat uygulamalarma bagl olarak kina ¢icegi ve siis lahanasi bitkilerinde
HSP 23 proteininin gériiniimii (a) ve HSP 23 proteinin bant yogunlugu (b).

Proteinler islevsel olarak c¢ok yonlii makromolekiillerdir. Hiicresel sinyalizasyon,
diizenleme, kataliz, molekiillerin hiicre i¢i ve hiicreler aras1 hareketi, membran fiizyonu, yapisal
destek ve korumada gorev alirlar (Amm vd., 2014). Bitkilerin abiyotik stres kosullar1 altinda
hayatta kalabilmesi i¢in proteinlerin dogal konformasyonunun korunmasi ve dogal olmayan

proteinlerin birikiminin azaltilmas1 zorunludur.
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HSP'ler hiicrelerdeki stresin olumsuz etkilerini azaltmada goérev yapan molekiiler

saperonlardir (Swindell vd., 2007; Akerfelt vd., 2010; Al-Whaibi 2011; Xu vd., 2011).

HSP 60 metal stresi de dahil olmak {izere stres ortamlarinda ve normal kosullarda
hiicresel islevler i¢in gereklidir, HSP 60 saperonlarmnin indiiksiyonunun, sitoplazmada metal
iyonlar1 varliginda bile proteinlerin denatiirasyonunu engelledigini ortaya ¢ikarmustir (Sarry vd.,
2006; Rodriguez-Celma vd., 2010). Ispanakta (Spinacia oleraceae L.) yapilan bir calismada agir
metal stresi kosullarinda HSP 60'in 6nemli miktarda arttig1 ve Pb kontaminasyonunda erken

uyart i¢in kullanilabilecek 6nemli biyomarkir oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2011).

sHSP ailesi saperonlari, yanlis katlanma ve c¢esitli stres etkenleri nedeniyle meydana
gelen protein birikimini Onleyerek hiicreyi korumada rol alan, 12-42 kDa arasinda degisen
molekiiler agirliga sahip proteinlerdir (Haslbeck vd., 2005; Muthusamy vd., 2017). Pisum
sativum'da sHSP 18.1'in ve Synechocystis sp.'de sHSP 16.6'min in vitro kosullar altinda
katlanmamis proteinlerin katlanma siirecinde rol aldig1 bildirilmistir (Mogk vd., 2003). Cesitli
bitkilerde yapilan cesitli agir metal streslerinin HSP'lerin sentezini arttirdigi yoniinde ¢alismalar

bulunmaktadir (Czarnecka vd., 1988; Ogawa vd., 2009; Lee ve Ahn, 2013).

Sonuglar degerlendirildiginde, HSP 60’1n kina ¢i¢eginde tiim uygulamalarda kontrole
gore yogunlugunun artmasi, strese karst savunma mekanizmasinda rol oynadigini
gostermektedir. Ancak, 100 ppm'den sonra HSP 60 sentezinde bir azalma meydana gelmesi
bunun yiiksek seviyede kirlilik s6z konusu oldugunda savunmadaki etkinliginin azaldigi

anlamina gelmektedir.

Siis lahanasinda ise HSP 60 sentezinin 6zellikle 400 ppm uygulamasinda en yiiksek
seviyeye ulagmasi bu bitkinin Pb stresiyle basa ¢ikma potansiyelinin daha yiiksek oldugunu ve
yiiksek kirlilik s6z konusu oldugunda Pb metalini daha iyi tolere edebilecegini gostermektedir.
Bu durum siis lahanasmnin kursun metaline karsi hiperakiimiilator 6zelligini 6n plana

cikarmaktadir.
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Kia ¢igeginde HP 23 sentezinin kontrolde daha yiiksek olup, Pb konsantrasyonlarina
gore genelde azalma egiliminde olmas1 bu bitkide Pb stresine toleransta HSP 23'{in 6nemli bir
roliiniin bulunmadig1 anlamina gelmektedir. Diger taraftan siis lahanasi bitkisinde 6zellikle 200
ppm uygulamasinda meydana gelen 6nemli artis, bu bitkide Pb stresine karsi toleransta HSP
23"in etkin bir rol oynadigmi gostermektedir. Konsantrasyonun daha da artmasi durumunda
sentezdeki azalma, daha yiiksek konsantrasyonlarda HSP 23'{in etkinliginin azalmasindan ileri

gelebilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Agir metallerin neden oldugu toprak kirliligi kiiresel Olgekte en Onemli cevre
sorunlarindan birisidir. Agir metaller ¢cevrede biyolojik olarak parcalanmadigindan genellikle
kolayca birikebilmekte ve toksik etkileri daha da artarak olduk¢a karmasik yapilar
olusturabilmektedirler. Bitkiler farkli derecelerde toksisiteye sahip yiiksek agir metal
konsantrasyonlaria maruz kaldiginda, hiicre ve dokularda yapisal, biyokimyasal ve molekiiler
diizeyde degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Agir metallerin topraktan arindirilmasi i¢in bazi
uygulamalar bulunmaktadir. Topragin yerinde aritilacagi bir aritim teknolojisi olan
fitoremediasyon bu uygulamalardan en ekonomik olamidir. Fitoremediasyonda kullanilan
bitkiler, toprakta var olan metal miktarindan ¢ok daha fazlasmi toprak iistii kisimlarinda
biriktirebilen hiperakiimiilator bitkilerdir. Baz siis bitkileri, cevreyi gilizellestirmenin yani sira,
ayni zamanda agir metaller veya organik kirleticilerle kirlenmis toprakta biiylirken kirletici
maddeleri biriktirebilir veya yapisini bozabilirler. Bu tiir bitkileri kullanmanin en 6nemli
avantaji, bu bitkilerin ¢ogunun canlilarin besin zincirine girmemesidir. Bu tiir iyilestirmeler,
tarimsal olarak kullanilamayan arazilerin temizlenerek kullanilmasina katki saglayacaktir.
Fitoremediasyon i¢in uygun hiperakiimiilator bitkilerin se¢cimi basarida 6nemli bir etkendir. Bu
nedenle, bitkileri niceliksel ve niteliksel olarak iyilestirmek i¢in yeni yontemler bulmak
amaciyla bitkilerin bu tiir stres faktorlerine, 6zellikle agir metallere verdigi yanitlar1 anlamak
onemlidir. Bu ¢alismada, hiperakiimiilator olarak bilinen Impatiens balsamina L. ‘Pink Single’
ve Brassica oleracea L. var. Acephala ‘Nagoya Purple’n Pb stresine verdigi yanitlar

incelenerek, Pb fitoremediasyonunda kullanilabilirlik potansiyelleri belirlenmeye ¢aligilmistir.

Impatiens balsamina L. ‘Pink Single’ ve Brassica oleracea L. var. Acephala ‘Nagoya
Purple’n yaprak dokularinda, Pb stresi altinda meydana gelen bulgular asagida vurgulamistir:

J Her iki tiirde de konsantrasyon arttik¢a zararlanma oraninin arttig1,

J YOSK'un kma ¢igeginde Pb uygulamalarina bagh olarak azalirken, TK'nin
artt1g1, ancak siis lahanasinda YOSK ve TK bakimimdan belirgin bir degisiklik olmadigi,
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. Uygulanan Pb konsantrasyonlarmin her iki tiirde de klorofil miktarin1 etkileyecek
diizeyde olmadigi,
o Kina ¢icegi ve siis lahanasi bitkilerinde Pb uygulamalarina bagh olarak toprak

iistii aksamda ya da koklerde biliylime geriligine yol acacak onemli bir degisiklik olmadigi
belirlenmistir.

o Prolin miktarmmin kina ¢igegi bitkisinde konsantrasyon artigina bagli olarak
artmasmin muhtemelen ROS'larm artisi ile ilgili olabilecegi, diger taraftan siis lahanasinda ise
konsantrasyon artis1 ile prolin miktarinin azalmasinin bu bitkide belli bir konsantrasyona kadar
Pb birikiminin daha ¢ok koklerde yapilmis olmasiyla ilgili olabilegini géstermektedir.

. Kima c¢igeginde konsantrasyon artisi karsisinda toplam ¢oziinebilir protein
miktarinin kademeli olarak azalmasi bu tiirlin muhtemelen Pb stresine karsi siis lahanasina gore
daha hassas olmasindan kaynaklanabilecegini gostermektedir.

. Immunblot analizleri sonucunda, her iki tiirde de HSP 60'mn Pb stresine kars1
savunmada rol oynadigi,

. Kima c¢igeginde HSP 23'lin Pb stresine karsi toleransta onemli bir roliiniin
bulunmadig1 ancak, siis lahanasinda ise toleransta etkin bir roliiniin bulunabilecegi

belirlenmistir.

HSP ile ilgili caligmalar daha ¢ok yiiksek sicaklik stresi konularinda yapilmis olup, agir
metal stresi ile ilgili olduk¢a az sayida calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismadan elde edilen
HSP'ler ile ilgili sonuglar Pb kirliliginde markir olarak kullanilabilecek niteliktedir. Elde edilen
veriler, Pb stresine toleransin artirilmasma yardimci olabilecek, yeni ve istenen tarimsal
ozelliklere sahip bitkilerin gelistirilmesini amacglayan 1slah ve miihendislik programlarinda
kullanilabilecek bilgiler edinilmesine katki saglamustir. Ileride bu konu ile ilgili olarak Pb
stresinin molekiiler mekanizmasini daha iyi anlayabilmek amaciyla gen diizeyinde arastirmalara
yonelinerek, Pb stresine toleransli siis bitkileri gelistirilebilecegi gibi, topraktan toplanan agir
metal miktarini arttirmak amaciyla transgenik bitkilerin gelistirilmesi ile ilgili ¢aligmalar

yapilabilir.
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Ayrica, bu calismadan edindigimiz bilgilere gore, Pb ile kirlenmis tarim arazilerinin
fitoremediasyonunda siis lahanas1 (Brassica oleracea L. var. Acephala ‘Nagoya Purple’)
bitkisinin etkin bir sekilde kullanilabilme potansiyelinin oldugu ortaya ¢iktigindan, bdyle

arazilerin iyilestirilmesi amaciyla bu bitkinin yetistirilmesi tavsiye edilebilir.
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EK ACIKLAMALAR

Ek aciklamalar: Kursun stresinin bazi siis bitkilerinde protein metabolizmasina etkilerinin

belirlenmesi i¢in yapilan analizlerin istatistik sonuclar1

A: Kina ¢igegi Zararlanma Orani (%)

B: Siis lahanas1 Zararlanma Orani (%)

C: Kina ¢igegi Yaprak Oransal Su Kapsami (%)

D: Siis lahanas1 Yaprak Oransal Su Kapsami (%)

E: Kina ¢igegi Turgor Kaybi1 (%)

F: Siis lahanas1 Turgor Kaybi (%)

G: Kina ¢icegi Toplam Klorofil Miktar1 (mg/g TA)

H: Siis lahanasi Toplam Klorofil Miktar1 (mg/g TA)

F: Kina ¢igcegi Govde Yas Agirhigi (g)

G: Siis lahanas1 Govde Yas Agirligi (g)

H: Kima ¢icegi Kok Yas Agirlhigi (g)

I: Siis lahanas1 Kok Yas Agirhigi (g)

J: Kina ¢icegi Govde Kuru Agirligi (g)

K: Siis lahanas1 Govde Kuru Agirligi (g)
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EK ACIKLAMALAR (devam)

L: Kina ¢igegi Kok Kuru Agirlig (g)

M: Siis lahanas1 Kok Kuru Agirligi (g)

N: Kina ¢i¢egi Prolin Miktar1 (uM Prolin/gTA)

O: Siis lahanas1 Prolin Miktar1 (uM Prolin/gTA)

P: Kina ¢igegi Toplam Co6ziinebilir Protein (mg protein/gTA)

R: Siis lahanas1 Toplam Coziinebilir Protein (mg protein/gTA)
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EK ACIKLAMALAR

Ek Aciklamalar-A: Kina cicegi Zararlanma Orani (%)

74

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmig Model 47,3952 2 23,698 54,246 ,000

Kesisme 224,003 1 224,003 512,763 ,000

Konsantrasyonlar 47,395 2 23,698 54,246 ,000

Hata 6,990 16 437

Toplam 414,188 19

Diizeltilmig Toplam 54,385 18

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Aciklamalar-B:

Siis lahanas1 Zararlanma Orani (%)

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 11,1832 2 5,591 32,167 ,000

Kesisme 120,281 1 120,281 691,974 ,000

Konsantrasyonlar 11,183 2 5,591 32,167 ,000

Hata 2,781 16 174

Toplam 142,784 19

Diizeltilmig Toplam 13,964 18

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Aciklamalar-C: Kina cicegi Yaprak Oransal Su Kapsam (%)

76

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 108,3182 3 36,106 10,241 ,006

Kesisme 75244118 1 75244,118 21342,174 ,000

Konsantrasyonlar 108,318 3 36,106 10,241 ,006

Hata 24,679 7 3,526

Toplam 78719,322 11

Diizeltilmig Toplam 132,997 10

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Aciklamalar-D:

Siis lahanas1 Yaprak Oransal Su Kapsami (%)

Kaynak Kareler Toplam1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 24,3932 3 8,131 1,890 ,232

Kesisme 76308,713 1 76308,713 17737,699 ,000

Konsantrasyonlar 24,393 3 8,131 1,890 ,232

Hata 25,812 6 4,302

Toplam 79523,722 10

Diizeltilmis Toplam 50,206 9

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Aciklamalar-E:

Kina ¢icegi Turgor Kaybi (%)

78

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 178,667° 3 59,556 116,826 ,000

Kesisme 1770,577 1 1770,577 3473,204 ,000

Konsantrasyonlar 178,667 3 59,556 116,826 ,000

Hata 3,059 6 510

Toplam 2082,233 10

Diizeltilmig Toplam 181,726 9

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Aciklamalar-F: Siis lahanasi1 Turgor Kaybi (%)

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F 0O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 25,5062 3 8,502 53,558 ,000

Kesisme 992,325 1 992,325 6251,187 ,000

Konsantrasyonlar 25,506 3 8,502 53,558 ,000

Hata ,952 6 ,159

Toplam 1057,619 10

Diizeltilmis Toplam 26,458 9

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Aciklamalar-G: Kina ¢icegi Toplam Klorofil Miktar1 (mg/g TA)

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model ,0542 3 ,018 , 375 774

Kesisme 78,273 1 78,273 1630,552 ,000

Konsantrasyonlar ,054 3 ,018 ,375 74

Hata ,336 7 ,048

Toplam 81,739 11

Diizeltilmig Toplam ,390 10

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Ac¢iklamalar-H: Siis lahanas1 Toplam Klorofil Miktar (mg/g TA)

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model ,0202 3 ,007 ,278 ,840

Kesisme 67,516 1 67,516 2763,175 ,000

Konsantrasyonlar ,020 3 ,007 ,278 ,840

Hata ,195 8 ,024

Toplam 67,732 12

Diizeltilmis Toplam ,216 11

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Aciklamalar-F:

Kina cicegi Govde Yas Agirhg (g)

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 212,9592 3 70,986 12,282 ,017

Kesisme 17565,940 1 17565,940 3039,294 ,000

Konsantrasyonlar 212,959 3 70,986 12,282 ,017

Hata 23,118 4 5,780

Toplam 17802,017 8

Diizeltilmis Toplam 236,077 7

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Aciklamalar-G:

Siis lahanas1 Govde Yas Agirhg (g)

83

Kaynak Kareler Toplam1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 191,375 3 63,792 14,581 ,013

Kesisme 10878,125 1 10878,125 2486,429 ,000

Konsantrasyonlar 191,375 3 63,792 14,581 ,013

Hata 17,500 4 4,375

Toplam 11087,000 8

Diizeltilmig Toplam 208,875 7

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Aciklamalar-H:

Kina cicegi Kok Yas Agirhgi (g)

84

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 21,1962 3 7,065 22,229 ,006

Kesisme 1892,509 1 1892,509 5954,327 ,000

Konsantrasyonlar 21,196 3 7,065 22,229 ,006

Hata 1,271 4 ,318

Toplam 1914,976 8

Diizeltilmis Toplam 22,467 7

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Ac¢iklamalar-I: Siis lahanas1 Kok Yas Agirhgi (g)

Kaynak Kareler Toplam1 Serbestlik Ortalama Kareler F 0O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 2,7542 ,918 22,575 ,006

Kesisme 41,469 41,469 1019,696 ,000

Konsantrasyonlar 2,754 ,918 22,575 ,006

Hata ,163 ,041

Toplam 44,386

Diizeltilmis Toplam 2,917

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Aciklamalar-J

: Kina ¢icegi Govde Kuru Agirhg (g)

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model ,5472 ,182 ,650 ,623

Kesisme 155,735 155,735 555,605 ,000

Konsantrasyonlar ,547 ,182 ,650 ,623

Hata 1,121 ,280

Toplam 157,403

Diizeltilmig Toplam 1,668

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Aciklamalar-K:

Siis lahanas1 Govde Kuru Agirhgi (g)

Kaynak Kareler Toplam1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 2,5142 ,838 8,186 ,035

Kesisme 189,540 189,540 1851,768 ,000

Konsantrasyonlar 2,514 ,838 8,186 ,035

Hata ,409 ,102

Toplam 192,463

Diizeltilmig Toplam 2,923

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Aciklamalar-L:

Kina cicegi Kok Kuru Agirhg (g)

88

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model ,0682 ,023 15,389 ,012

Kesisme 4,020 4,020 2711,427 ,000

Konsantrasyonlar ,068 ,023 15,389 ,012

Hata ,006 ,001

Toplam 4,094

Diizeltilmis Toplam ,074

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Aciklamalar-M:

Siis lahanas1 Kok Kuru Agirhig (g)

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model ,0552 ,018 61,261 ,001

Kesisme 1,038 1,038 3452,171 ,000

Konsantrasyonlar ,055 ,018 61,261 ,001

Hata ,001 ,000

Toplam 1,095

Diizeltilmis Toplam ,056

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Aciklamalar-N

: Kina c¢icegi Prolin Miktar1 (uM Prolin/gTA)

Kaynak Kareler Toplam1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 198174,2822 3 66058,094 15,249 ,000

Kesisme 3017029,020 1 3017029,020 696,451 ,000

Konsantrasyonlar 198174,282 3 66058,094 15,249 ,000

Hata 47652,054 11 4332,005

Toplam 3386178,140 15

Diizeltilmig Toplam 245826,336 14

O.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Aciklamalar-O:

Siis lahanasi Prolin Miktar1 (uM Prolin/gTA)

91

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 5024651,2612 3 1674883,754 19,215 ,000

Kesisme 44609767,658 1 44609767,658 511,782 ,000

Konsantrasyonlar 5024651,261 3 1674883,754 19,215 ,000

Hata 784490,531 9 87165,615

Toplam 49976111,311 13

Diizeltilmis Toplam 5809141,792 12

O.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Aciklamalar-P:

Kina cicegi Toplam Coziinebilir Protein (mg protein/gTA)

Kaynak Kareler Toplami1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 1324,0912 3 441,364 18,003 ,000

Kesisme 16340,542 1 16340,542 666,526 ,000

Konsantrasyonlar 1324,091 3 441,364 18,003 ,000

Hata 367,740 15 24,516

Toplam 19577,887 19

Diizeltilmis Toplam 1691,831 18

O.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Aciklamalar-R:

Siis lahanas1 Toplam Coziinebilir Protein (mg protein/gTA)

Kaynak Kareler Toplam1 Serbestlik Ortalama Kareler F O.D.
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 667,1022 3 222,367 19,985 ,000

Kesisme 13740,560 1 13740,560 1234,930 ,000

Konsantrasyonlar 667,102 3 222,367 19,985 ,000

Hata 155,772 14 11,127

Toplam 15284,899 18

Diizeltilmis Toplam 822,874 17

O.D: Onem Derecesi (%5)
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