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OZ: Bu calismada agir metal stresi karsisinda bitkilerin tohum ¢imlenme yiizdeleri, kok govde uzunluklari, kuru ve yas agirltk
gibi fizyolojik parametrelerin yaninda, stres karsisinda primer cevaplarindan olan antioksidan enzimlerin gen ekspresyon seviyeleri, lipid
peroksidasyonu seviyeleri ve total protein igerikleri incelenerek kisa siireli agir metal stresinin etkilerinin degerlendirilmesi
amaglannugtir. 15 uM, 30 uM ve 60 uM konsantrasyonlarda karisim halinde agir metal uygulamas: (arsenik, kursun ve kadmiyum)
konsantrasyon artist ile iliskili bir sekilde ¢imlenme oraminda azalmaya sebep olmustur. Kok ve govde uzunluklart yiiksek dozda (60 uM)
kontrole gore azalmistir. Birinci giinde 60 uM doz kik ve govde uzunluklarim arttirmis (p<0,05), besinci giinde govde uzunluklar: 15 uM
‘lik konsantrasyon da artarken (p<0,05), 30 uM ve 60 uM lik konsantrasyonlarda kontrole gore anlamh bir degisiklik olmamistir (p>0,05).
Lipid peroksidasyonunun bir gistergesi olarak MDA seviyeleri birinci ve besinci giinde anlamli sekilde artmigtir (p<0,05). Doza bagl
olarak kok ve govdedeki protein miktarlari anlaml sekilde azalmistir (p<0,05). Agwr metal stresine birincil cevap olarak antioksidan
enzimlerin (Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) ve Glutatyon sentetaz (GS)) ekspresyon seviyelerinde anlamli degisiklikler
gozlenmigtir. Konsantrasyona bagl olarak bitkideki agir metal birikiminin arttigi tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Arpa, agir metal stresi, antioksidant enzimler.
Some Biochemical Changes in Barley Plants Under Arsenic, Lead, and Cadmium Stress

ABSTRACT: In this study, the effects of short-term heavy metal stress were evaluated by examining the gene expression levels
of antioxidant enzymes, lipid peroxidation levels, and total protein contents, which are among the primary responses to stress. In addition,
physiological parameters such as seed germination percentages, root stem lengths, dry and fresh weight of plants against heavy metal
stress were assessed. Application of heavy metals (arsenic, lead, and cadmium) in mixture at concentrations of 15 uM, 30 uM, and 60 uM
caused a decrease in germination rate in association with the increase in concentration. Root and stem lengths decreased at high dose (60
UM) compared to the control. On the first day, 60 uM dose increased root and stem lengths (p<0.05), while on the fifth day, stem lengths
increased at 15 uM concentration (p<0.05). However, there were no significant changes compared to the control at 30 uM and 60 uM
concentrations (p>0.05). As an indicator of lipid peroxidation, MDA levels increased significantly on the first and fifth days (p<0.05).
Depending on the dose, protein amounts in the root and stem decreased significantly (p<0.05). Significant changes were observed in the
expression levels of antioxidant enzymes [Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutathione synthetase (GS)] as a primary
response to heavy metal stress. It was determined that heavy metal accumulation in the plant increased depending on concentration.

Keywords: Barley, heavy metal stress, antioxidant enzymes.
GIRIS
Insan ve hayvan beslenmesinin ana maddelerinden biri

olan tahillar, ayn1 zamanda bir¢ok endiistriyel {iriin igin
de hammadde olarak kullanilmaktadir. Tahillar yiiksek

yetistirilirken, giiniimiizde hayvan beslenmesinde yem
olarak ve bira liretiminde kullanilmak tizere maltlik
olarak  endiistriyel  Olgekte  yaygin  olarak
kullanilmaktadir.

protein igerigi sebebiyle en ¢ok tiiketilen besin
kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Bu nedenle tahil
tiretimi tiim diinyada yaygin olarak yapilmaktadir.
Arpa bitkisi insan tarafindan ilk kiiltire alian
bitkilerden birisidir. Baglangigta beslenme amac ile

Bitkiler biiylimek ve gelismek icin ekolojik sartlarin
optimum olmasina ihtiya¢ duyarlar. Cevresel sartlarda
bir degisim oldugu zaman metabolizmalarim1 bu
sartlara uyum saglayacak sekilde degistirebilirler.
Ancak bu tolerans smirlarinin agan beklenmedik
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kosullara maruz kaldiklarinda, bitki gelisimi ve
verimliligi etkilenir. Bitkileri strese sokan cesitli
gevresel faktorler vardir. Bunlardan bazilari tarimda
kullanilan ¢esitli pestisitler, herbisitler ve suni giibreler
gibi maddeler madencilik, kentsel ve endiistriyel
atiklar, ve trafikle birlikte agiga ¢ikan egzoz gazlarinin
icerigi ile ekosisteme verilen yogun miktardaki agir
metallerdir (Garelick ve ark., 2008). Ekosistemdeki
agir metal kirliligi 6zellikle de ekonomik olarak énemli
olan tahillarda agir metallerden kaynaklanan bir strese
neden olmakta, tiriin ve verim Kalitesini etkilemektedir
(Rasheed ve ark., 2023).

Arsenik (As) kanserojen bir metaloid olup ekosistem
icinde organik ve inorganik sekilde yaygin olarak
gortlir.  Organizmalar i¢in ¢evresel bir tehdittir
(Zhang ve ark., 2021). inorganik arsenik yeraltinda
arsenat (As V) ve arsenit (As Ill) seklinde bulunur
Arsenat (As V) bitkilerde fosfat metabolizmasini
etkiler, As(Ill) enzim/proteinlerin tiol gruplarina
kolayca baglanabilir. Her iki As tiirii de tasimada
farklilik gosterir ve bitkilere toksisiteye neden olabilir;
As (I1I) bitkiler i¢in As (V) den daha tehlikeli olarak
kabul edilir (Ali ve ark., 2021). ROS (Reaktif Oksijen
Tiirleri) genel olarak bitkilerde As (V), As (IID)'d
olusturacak sekilde indirgenmeye maruz kaldiginda
dretilir; bu stireci, ROS iretimine katkida bulunan
As'in metilasyonu izler. Artan ROS iretimi, DNA,
protein ve lipitlerin yok olmasina yol agar. Arsenik,
bitki hiicresinde antioksidan dengeyi bozan HO, ve
MDA miktarlarinda artisa sebep olabilir (Zulfiquar ve
Ashraf, 2022).

Tarim ve endiistrideki gelismeler, tarimsal topraklarda
daha yiiksek bir Cd (Kadmiyum) konsantrasyonuna
sebep olmustur. Cd ile kirlenmis toprakta yetisen
bitkilerde Cd birikmesi, bu bitkileri tiikketen hayvanlar
ve insan sagligi i¢in ciddi problemler olusturmaktadir.
Cd’un bitkilerde kloroza yol agtigi, bitki biiyiimesini
engelledigi ve bitki nekrozuna yol actig1 bildirilmistir
(Haider ve ark., 2021). Cd toksisitesi, karbon
fiksasyonunu engellemekte ve klorofil igerigini ve
fotosentetik aktiviteyi azaltmaktadir (Saoudi ve
ark.,2024). Toprakta bitkiler Cd' a maruz kaldiginda,
yapraklarda nispi nem igerigi, stoma iletkenligi ve
terleme en aza inmekte ve bitkiler ozmotik strese
girmektedir ve bdoylece bitkilerde fizyolojik hasar
meydana gelmektedir (Adil ve ark., 2020).

F. SANAL, H. YILDIR :ARSENIK, KURSUN VE KADMIYUM STRESI ALTINDA
ARPA BITKiSINDE BAZI BiYOKIMYASAL DEGISIKLIKLER

Pb (Kursun), arsenikten sonra ikinci en tehlikeli agir
metal (HM) Kkirleticisidir (Mfarrej ve ark., 2024).
Yiiksek dozlarda Pb’a maruz kalmak su, besin ve bitki
iligkilerini bozarak bitkilerde oksidatif hasara yol acar.
Ayrica hiicre zarinin gecirgenligini bozar ve fotosentez
ve solunum siireglerinde biyokimyasal ve fizyolojik
bozulmalara neden olur. Bu toksisite sebebi ile ROS
olusumunu tetikler ve biyolojik makro molekiillere
zarar verir. Membranlarda lipid peroksidasyonuna
sebep olur. Pb toksisitesi, H,O dahil olmak {izere ROS
gelisimini  hizlandirir ve  bu  da ikincil oksidatif
strese neden olarak biiylimenin erken asamalarinda
inhibisyona yol acar (Haider ve ark., 2021).

Tiim bu veriler dikkate alindiginda birgok tarim
alaninda bilingsiz bir sekilde ve yaygin olarak pestisit
ve herbisit kullanildig1 i¢in ve sulama sularina karisan
sanayi atiklarinin da arsenik, kadmiyum ve kursun
bilesikleri igerebilecegi goz Oniine alinarak caligsma
planlanmigtir. Bu calismada agir metal stresi karsisinda
bitkilerin tohum ¢imlenme yiizdeleri, kok govde
uzunluklari, kuru ve yas agirhk gibi fizyolojik
parametrelerin - yaninda, stres Kkarsisinda primer
cevaplarindan olan antioksidan enzimlerin gen
ekspresyon seviyeleri, lipid peroksidasyonu seviyeleri
ve total protein igerikleri incelenerek kisa siireli agir
metal  stresinin  etkilerinin  degerlendirilmesi
amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT
Bitkilerin yetistirilmesi ve agir metal uygulanmasi

Arastirmada Trakya Tarimsal Aragtirma Enstitlisiinde
adaptasyon ¢alismalarindan sonra gelistirilen Hordeum
vulgare L. (Hasat) arpa tohumlart kullanilmigtir.
Deneye dahil edilen tiim tohumlar ¢imlendirilmeden
once %]1,5’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 10 dk
sire ile ylizey sterilizasyonu uygulanmustir.
Sterilizasyondan sonra tohumlar birkag kez distile su
ile yikanmustir. Cimlendirmenin gergeklestirilecegi
petri kaplar1 1 saat boyunca 120 C°de pastor firmninda
sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra tohumlar her
petriye kurutma kagitlart arasmna 25 adet tohum
yerlestirilerek bitki biiylitme kabininde 20 °C de
fotoperiyot uygulanarak ¢imlenmeye birakilmistir
(Sekil 1). Agir metal uygulamasi igin taze hazirlanmis
farkli konsantrasyonlarda (15 uM, 30 uM ve 60 uM )
(As, Pb ve Cd) agir metal igeren karisim ile (10 ml)
sulama yapilmis ve kontrol grubu distile su ile
sulanmisgtir.
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Sekil 1. Bitki bilyiitme kabininde petri plaklari.
Figure 1. Petri plates in the plant growth chamber.

Tohum ¢imlenmesine agir metal Karisiminin etkisi

Cimlenme lizerine agir metal etkisini belirlemek i¢in
petri plaklarindaki tohumlar farkli konsantrasyonlarda
taze hazirlanmig (As, Pb, Cd) agir metal igeren
soliisyonlar ile sulanmigtir. Kontrol grubu igin distile
su ile sulama yapilmis ve tiim gruplar karanlikta 20° C’
de inkiibasyona birakilmigtir. Cimlenme siirecinde 4.

Giin sonunda plumula ve radikula uzunluklart
Olciilmiistiir. 2-5 mm’ den uzun olanlar ¢imlenmis
olarak kabul edilmis ve c¢imlenen tohum sayisi
belirlenmistir. Cimlenme yiizdeleri kontrol grubundaki
tohum sayis1 baz alinarak hesaplanmustir.

Kok ve govde uzunluklarmma ve taze ve Kkuru
agirhiklar iizerine agir metal karigiminin etkileri

Bu ¢alisma i¢in agir metal uygulanmadan 6nce, arpa
tohumlar1 10 giin boyunca distile su ile sulanarak
biytitilmiis 10 giinlik biyiitmeyi takiben metal
iyonlari igeren soliisyonlarla sulamaya devam edilmig
ve 1.ve 5 giinlerde 6rnekler alinmistir (Sekil 1, 2, 3).

1. giin kontrol grubu: Sulama distile su ile yapildi.

1. giin deney grubu:15, 30 ve 60 uM agir metal igeren
(As, Pb ve Cd) karisimi uygulanmustir. Kok ve
govdeler 1. giiniin sonunda alinmustir.

Sekil 2: Kontrol grubu ve 15,30 ve 60 pM agir metal karigimi uygulanmig tohumlar 1. giin sonu. a) Kontrol 1. giin grubu

b) Deney 1. Giin (15 uM metal karisimi) ¢) Deney 1. Giin (30 uM metal karigimi) d) Deney 1. Giin (60 uM metal karigimi).

Figure 2: 1st day result of control group and 15, 30 and 60 pM heavy metal mixture treated seed a) Control day 1 group

b) Experimental day 1 (15 pM metal mixture) c) Experimental day 1 (30 uM metal mixture) d) Experimental day 1 (60 uM metal mixture).

Sekil 3: Kontrol grubu ve 15, 30 ve 60 uM agir metal karigimt uygulanmug tohumlar 5. giin sonu. a) Kontrol 5. giin grubu

b) Deney 5. Giin (15 uM metal karisimi) ¢) Deney 5. Giin (30 uM metal karigimi) d) Deney 5. Giin (60 uM metal karigimi).

Figure 3: Control group and 15, 30 and 60 uM heavy metal mixture treated seeds at the end of day 5. a) Control day 5 group

b) Experimental day 5 (15 uM metal mixture) c) Experimental day 5 (30 uM metal mixture) d) Experimental day 5 (60 pM metal mixture).
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Taze- kuru agirliklart ve Kok, govde uzunluklarim
belirlemek icin en uzun kdok ve govde secilerek
Ol¢iilmiis, uzunluklar  kaydedilmistir. ~ Koklerin
hipokotilden kok sagagi ve govdesi kesildikten sonra
hassas terazi kullanilarak taze agirliklart bulunmustur.
Kuru agirliklilart 6lgebilmek i¢in 6nce kdk ve govdeler
etiivde 80°C’de kurutulmustur (24 saat) ve kok ve
govdelerin kuru agirliklari belirlenmistir.

Lipit peroksidasyonunun él¢iilmesi

Thiobarbutirik asit (TBA) yontemi kok ve goévde
orneklerindeki lipid peroksidasyonunu belirlemek igin
kullanilmistir. Bu yontemde MDA 6l¢iimii yapilmistir
(Sun ve ark., 2008). Cimlenen tohumlardan taze olarak
kok ve govde 6rnekleri 0,5 g tartilarak dondurulmustur
(80°C). Dondurulmus 6rnekler %10’ luk Trikloroasetik
asit iginde (TCA) hazirlanmis olan %0,25°1ik TBA” da
cam homojenizator kullanilarak homojenize edilmis ve
95°Cde 30 dk. kaynatilmistir. Ardindan hizla
sogutularak ve 10 dk santrifiij edilmistir (10.000 x g).
Elde edilen siipernatantin absorbanslari 532 ve 600 nm’
de ol¢ilmistiir. Lipid peroksidasyonunu hesaplamak
icin &= 1,55 mM cm™ kullanilmustir.

Bitki dokularindaki protein miktarlarina agir
metallerin etkisi

Farkli konsantrasyonlarda agir metal karigimi
uygulanmig ve ¢gimlenmeye birakilmig kontrol ve deney
gruplarmin  kok ve govdelerindeki protein tayini
gergeklestirilmistir (Sanal ve ark., 2014). Protein tayini
icin Lowry yontemi kullanilmustir (Lowry ve ark.,
1951).

Antioksidan enzimlerin
seviyelerinin belirlenmesi

gen ekspresyon

Tim deney gruplarindan elde edilen enzimlerin
ekspresyon analizleri i¢in 0,2 gr taze ornekler uygun
tamponda sivi azot ve boncuklar kullanilarak
homojenize edilmis ve total RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. RNA izolasyonunda Total RNA
PureLink® RNA Mini Kit (Life Sciences)

Cizelge 1. Antioksidan enzim genleri i¢in kullanilan primerler.
Table 1. Primers used for antioxidant enzyme genes.
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kullantlmistir.  Orneklerden izole edilen RNA
miktarlari  Qubit® Fluorometer (Invitrogen) ile
belirlenmis ve PCR sartlart Step 1: 25°C, 10 dk; Step
2: 37 °C, 120 dk; Step 3: 85 °C, 5 dk olacak sekilde
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) kullanilarak programlanmustir.
cDNA sentezi yapildiktan sonra elde edilen cDNA’lar
-20 C’de saklanmistir. Her bir enzim igin uygun
primerler segilerek enzimlerin gen ifadelerindeki
degisiklikler RT-PCR ile belirlenmistir. Her bir enzim
ve diizeltme faktorii olarak hausekeeping gen GAPDH
icin kullanilan primerler ¢izelgede verilmistir.
(Cizelge 1). Elde edilen syber green mix, cDNA ve
primerler i¢in PCR program: 1 dongii 2 dakika 50°C ve
10 dakika 95°C, ardindan 40 dongii denaturasyon (95°C
15 s) ve annelling ve uzatma (60°C’ de 1 dakika olacak
sekilde uygulanmustir. Gen ekspresyonlarindaki farklar
AACt  metodu kullanilarak  karsilastirilmigtir.
Kalibrasyon egrisi i¢in ve diizeltme faktorii igin
GAPDH gen ekspresyonlari kullanilmustir.

Agir metal birikiminin belirlenmesi

Cimlendirilen bitki oOrneklerinden 0,5 g alinmig
deiyonize su ile yikanarak ve fazla suyu emdirildikten
sonra taze agirliklar1 kaydedilmistir. Her gruba ait
ornekler nitrik asit soliisyonuna (%65) konularak,
toplamda 10 ml’ye tamamlanmigtir. Elde edilen bu
soliisyon mikrodalga yakma sisteminde protokole gére
yakilarak homojenize edilmistir (CEM Mars 6) (Power:
1030-1800, sicaklik:180, Ramp Time 20.00-25.00,
Hold Time: 10: 00). Protokol sonunda elde edilen
ornekten 1 ml alinarak nitrik asid (%2) ile seyreltilmis
ve Agilent 7700 x ICP-MS’de bitki dokularinda
birikmis olan metal miktarlar1 belirlenmistir. Deney 3
tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

istatistik

Istatistiksel analizler SPSS kullanilarak yapilmis ve
tanimlayic istatistikler aritmetik ortalama + standart
sapma olarak ifade edilmistir. Istatistiksel anlamlilik p
<0,05 olarak tanimlanmugtir.

Antioksidan Forward primer Reverse Primer

enzim genleri

Antioxidant

enzyme genes

SOD F (5-GTTCGGTGACAACACCAATG-3") R(5’-GGAGTCGGTGATGTTGACCT-3")
CAT F(5’-TACGAGCAGGCCAAGAAGTT-3) R(5’-ACCTTGTACGGGCAGTTCAC-3’)

GS F (5’>-TGGGACCAGCAAGTAAAACC-3’)

R(5’-TCGCGAATG TAGAACTCGTG-3’)

GAPDH

F (5’- TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3")

R (5’- TGTCATCATATTTGGCAGGTTT-3")

165



ANADOLU 34 (2) 2024

BULGULAR VE TARTISMA
Tohum ¢imlenmesi iizerine etki

Petri plaklarina 25 adet tohum yerlestirilmistir.
Arsenik, kursun ve kadmiyum igeren karigimlar
uygulanmig  tohumlar 20° C’ de Kkaranlikta
¢imlendirilmistir. Kontrol grubunda ise distile su
kullanilmigtir. 4. Giinilin sonunda ¢imlenen tohumlarin
2 mm den uzun olan radikula ve plumulalari tizerinden
¢imlenen  tohum sayisi  belirlenmis,  kontrol
plaklarindaki say1 baz alinarak ¢imlenme yiizdeleri
hesaplanmustir.

Agir metal uygulanan tiim deney gruplarinda
konsantrasyon artis1 ile iligkili olarak ¢imlenme
yiizdelerinde anlamli azalma oldugu goriilmiistiir.
(p<0,05) (Cizelge 2).

Agir metal karisiminin kok, govde taze ve kuru
agirhklara etkisi

Agir metal uygulanan gruplarda 1. giinde kok
agirliklarinda anlamhi degisiklikler gozlenmistir. 15
UM’ lik agir metal uygulamasinda agirliklarda azalma,
30 uM ve 60 puM konsantrasyonlarda artis oldugu
gbzlenmistir. Gévde oOrneklerinde ise taze ve kuru
agirliklar agisindan degerlendirildiginde kontrole gére
15 uM konsantrasyonda agirliklarda azalma izlenirken
30 uM ve 60 puM agir metal karisimi uygulanan
gruplarda artma oldugu gézlenmistir. Kok ve govdede
1. giinde kontrol ile karsilastirildiginda taze ve kuru
agirliklardaki degisim benzerlik gostermektedir.

Taze agirliklar da ise 5. giinde 15 uM ve 30 uM’ ik
konsantrasyonlar da artmig, 60 pM konsantrasyonda
azalis olarak gozlenmis, 15 uM konsantrasyonda kuru
agirliklar  kontrole gore aymi kalirken, 30 pM
konsantrasyonda kuru agirliklarda artis, 60 uM da ise
azalis tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 3).

Cizelge 2: Arsenik, kursun ve kadmiyum ‘un tohum ¢imlenmesi {izerine etkisi.

Table 2: Effect of arsenic, lead and cadmium on seed germination.
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%?S,Pb,Cd) 1. giin imlenme yiizdesi (%) 5. giin gimlenme yiizdesi (_%)
arigimin konsantrasyonu (uM) First day germination percentage (%) Fifth day germination

(As,Pb,Cd) irstdayg P ge (0 percentage (%)

Concentration of the mixture (uM)

Kontrol 93,3+5,47 91,1+1,55

15 uM metal karigimi 83,53+4,99 89,93+4,73

30 uM metal karigimi 86,63+2,63 89,63+4,60

60 uM metal karigimi 89,96+7,17 89,96+5,41

Cizelge 3. Agir metal karisiminin kok, govde taze ve kuru agirliklara etkisi.
Table 3. Effect of heavy metal mixture on root, stem fresh and dry weights.

(As,Pb,Cd) Arpa kok/barley root Arpa kok/barley root

karigiminin 1.giin/first day 5. glin/fifth day

konsantrasyonu

(uM) (As,Pb,Cd) Kok taze agirlik | Kok kuru agirlik Root Kok taze agirlik K&k kuru agirlik

Concentration of Root fresh weight dry weight Root fresh weight Root dry weight

the mixture (UM) (@ (@ ©)] (@

Kontrol 1,865+0,113 0,076+0,018 2,550+0,10 0,092+0,010

15 uM 1,602+0,091 0,130+0,020 1,7980+0,15 0,097+0,021

30 uM 2,052+0,123 0,121+0,004 1,598+0,065 0,099+0,006

60 uM 2,558+0,021 0,109+0,032 1,186+0,136 0,089+0,025

(As,Pb,Cd) Govde/Stem Géovde/Stem

karigiminin 1. Giin/first day 5. giin/fifth day

konsantrasyonu

(uM) (As,Pb,Cd) Govde taze agirlik Govde kuru agirlik Govde taze agirlik Govde kuru agirhik

Concentration of Stem fresh weight Stem dry weight Stem fresh weight Stem dry weight

the mixture (uM) () (9) (@) ()

Kontrol 2,235+0,127 0,175+0,009 1,445+0,095 0,190+0,060

15 uM 1,662+0,190 0,130+0,054 2,678+0,042 0,196+0,034

30 M 2,638+0,065 0,208+0,009 2,884+0,120 0,208 +0,010

60 uM 2,558+0,021 1,967+0,043 2,440+0,205 0,178+0,028



Agir metal karistminin kok govde uzunluklarina
etkisi

Belirlenen siire sonunda kok govde uzunluklari
oOlgiildiigiinde, 1. giin de kok ve gdovde uzunluklari
kontrole gore 15 puM ve 30 uM’lik dozlarda
uzunluklarda anlaml bir degisiklik tespit edilememistir
(p>0,05). 60 uM’lik konsantrasyonda kontrol grubuna

16.00
14,00
12.00
10.00
8,00
6.00
4.00
2.00
0.00

Kk Govde Uannlugu (cm)

Kontrol| 15 uM | 30 uM

Arpa Kok

Uzunluk
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gore kok ve govde wuzunluklarinda bir
gozlenmistir. (p<0,05)( Sekil 4).

artis

5. glin sonunda ise 15 uM ve 30 uM ’lik diisiik dozlarda
kok uzunluklarinda anlamli olmayan bir artisa
(p>0,05), 60 uM konsantrasyonda ise yine anlamli
olmayan bir azalmaya rastlanmustir (p>0,05) (Sekil 5).

60 uM  Kontrol 15 M 30 pM - 60 uM

Givde

Sekil 4. 1.giin kok ve gdvde uzunluklarinin kontrole gére degisimi. ¢: 60 uM kontrol grubu ile karsilastirma, p<0,05
Figure 4. Change in root and stem lengths on the 1st day compared to the control. c: comparison with 60 uM control group, p<0.05
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Kontrel| 15 pM
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Uzumluk

30 uM | 60 pM | Kontrol | 15 pM | 30 pM - 60 pM

Gvde

Sekil 5. 5.giin kok ve gdvde uzunluklarinin kontrole gére degisimi. a: 15 uM kontrol grubu ile karsilastirma, p<0,05
Figure 5. Change in root and stem lengths on the 5th day compared to the control. a: Comparison with 15 uM control group, p<0.05
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Lipid peroksidasyonunun 6lciilmesi

Caligilan tim konsantrasyonlarda koklerde kontrol
grubu 1. gin sonunda deney gruplart ile
karsilastirildiginda MDA miktarlarinda anlamli bir
artts gozlenmistir (p<0,05). G6vde ve kontrol grubu
orneklerinin MDA seviyeleri karsilagtirildiginda ise 15
uM konsantrasyonda anlamli bir degisiklik meydana

14,00 -

12,00 -

MDA (mmol/gr)

gelmezken (p>0,05), 30 uM ve 60 puM da artis
gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 6).

5. glinde kdk 6rneklerinde kontrole gbre agir metale
maruz kalan gruplardaki MDA seviyesi artmig
(p<0,05), govde 6rneklerinde de benzer sekilde anlaml
bir artig gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 7).

Kok

b c
c
10,00 - b
a
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6.00 -

4,00 -

2.00 -

0.00 -

Kontrol‘ 15 pM ‘ 30 pM ‘ 60 pM Kontrol‘ 15 pM ‘ 30 pM ‘ 60 uM

Govde

Sekil 6. 1. giin kok ve govde MDA igerigi. a: 15 uM kontrol grubu ile karsilagtirma, p<0.0 b: 30 uM kontrol grubu ile karsilagtirma,

p<0,05 c: 60 uM kontrol grubu ile karsilastirma, p<0,05.

Figure 6. Root and stem MDA content on Day 1. a: Comparison with 15 uM control group, p<0.05 b: Comparison with 30 uM control

group, p<0.05 c: Comparison with 60 uM control group, p<0.05.
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Sekil 7. 5. giin kok ve govde MDA igerigi a: 15 uM kontrol ile karsilagtirma p<0,05 b: 30 uM kontrol ile kargilagtirma p<0,05 c: 60 pM

kontrol ile karsilastirma p<0,05

Figure 7. Root and stem MDA content on day 5. a: Comparison with 15 uM control group p<0.05 b: Comparison with 30 uM control

group p<0.05 c: Comparison with 60 uM control group p<0.05
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Bitki dokularindaki protein miktarlarina agir metal
karisiminin etkisi

Kok orneklerinde 1.giinde kontrol ile
karsilagtirlldiginda 15 pM’ lik uygulamada total
protein igerigi azalma gostermistir (p<0,05). 30 uM
konsantrasyonda  gozlenen degisikligin  anlaml
olmadigr gorilmistiir (p>0,05). 60 uM uygulamada
koklerde total protein iceriginde kontrole gore artig
belirlenmistir (p<0,05). G6évde 6rneklerinde 15 uM” lik
konsantrasyonda protein igeriginde bir diisme
gozlenmis, ancak anlamli bulunamamustir (p>0,05).

10,00 -
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30 uM ve 60 uM agir metal karigimina maruz kalan
gruplarda ise bir artig tespit edilmistir (p<0,05) (Sekil
8).

5. gin sonunda yapilan Ol¢limlerde kok protein
iceriklerinde 15 puM konsantrasyonda bir degisiklik
tespit edilemezken (p>0,05), 30 uM’lik uygulamada
protein miktarinda azalma gozlenmistir (p<0,05). 60
uM’lik doza maruz kalan 6rneklerde protein miktarlari
kontrol ile kiyaslandiginda artis gostermistir (p<0,05).
Buna karsilik incelenen tiim dozlarda govde
orneklerinde  protein  miktarlari  kontrole  gore
diismiisttr (p<0,05)(Sekil 9).

b
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~ 6,00 1 a
E
g 4,00 -
£
2 2,00 -
a
‘TCE) 0,00 I
= ‘ Kontrol‘ 15mM ‘ 30 mM ‘ 60 mM ‘ Kontrol‘ 15mM ‘ 30 mM ‘ 60 mM
Arpa Kok Govde
Protein
Sekil 8. 1.giin de kok ve govde total protein igerikleri. a: 15 pM kontrol ile karsilastirma, p<0,05 b: 30 uM kontrol ile karsilagtirma,

p<0,05 c: 60 uM kontrol ile karsilastirma, p<0,05.

Figure 8. Root and stem total protein contents on day 1. a: Comparison with 15 pM control, p<0.05 b: Comparison with 30 uM control,

p<0.05 c: Comparison with 60 uM control, p<0.05.
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Sekil 9. 5.Giinde kok ve govde total protein igerikleri. a: 15 uM kontrol ile karsilagtirma, p<0,05 b: 30 uM kontrol ile karsilastirma,

p<0,05 c: 60 uM kontrol ile karsilagtirma, p<0,05.

Figure 9. Root and stem total protein contents on day 5 a: Comparison with 15 uM control, p<0.05 b: Comparison with 30 uM control,

p<0.05 c¢: Comparison with 60 uM control, p<0.05.
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Antioksidan enzimlerin
seviyelerinin belirlenmesi

gen ekspresyon

As, Cd ve Pb’a maruz kalma ile iligkili olarak meydana

gelen metal stresi sebebi ile bitkilerin birincil
cevaplarindan birisi  bazi antioksidan enzimlerin
ekspresyon seviyelerindeki  degisimlerdir. Bu

degisimler referans gen olarak segilen B aktin geni
seviyeleri ile karsilastirilarak incelenmistir.

Referans geni olarak sectigimiz B Aktin genin ifade
seviyeleri 1. giin sonunda kontrol grubundaki gen ifade
seviyeleri ile karsilastirilmigtir. Bu karsilagtirmanin
sonuglarina gore 30 uM’ Iik agir metal karisim ile
muameleden sonra gen ifade seviyeleri azalma
gosterirken, 30 ve 60 mM konsantrasyonlarda artmustir.
GS enziminin gen ifade seviyelerinin ise tim deney

6 _

g s

(<5}

=

3 4

s

2 3

(<5}

S

L 2

(<5}

c

5 1

e

¢ O _

B Aktin GS
m Kontrol 15 mM

Sekil 10. 1.gtin antioksidan enzimlerin gen ekspresyon seviyeleri.
Figure 10: Gene expression levels of antioxidant enzymes on day 1.
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Sekil 11. 5.giin antioksidan enzimlerin gen ekspresyon seviyeleri.
Figure 11. Gene expression levels of antioxidant enzymes on day 5.

gruplarinda artis gosterdigi, SOD enziminin gen
ifadesinin 15 uM’lik agir metal uygulamasinda
azaldigi, diger iki dozda artis gosterdigi tespit
edilmistir. Yine benzer sekilde antioksidan savunmanin
onemli enzimlerinden CAT ve GPX enzimlerinin gen
ifade seviyeleri kontrole gore belirgin sekilde artmistir
(p<0,05) (Sekil 10).

B Aktin seviyeleri ile kiyaslandiginda 5. giiniin sonunda
GS enziminin gen ifadesi kontrole gore artarken, SOD
enziminin gen ifadesi 15 uM uygulama dozunda azalis,
diger iki dozda ise artis seklinde gozlenmistir. CAT
enzimi agisindan degerlendirme yaptigimizda ise gen
ifadesinin biitiin gruplarda arttigi, GPX enziminin gen
ifade seviyelerinin ise 15 pM Kkonsantrasyonda

azaldigi, 30 ve 60 uM lik konsantrasyonlarda arttigi
tespit edilmistir. (Sekil 11).

SoD CAT GPX
=30mM =60 mM
I
I I
SOD CAT GPX
=30mM =60 mM
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Bitki érneklerinde agir metal tayini

Her iki deney grubunda da kontrol grubu
karsilastirildiginda As, Cd ve Pb’un bitki kok
dokularinda konsantrasyon artig1 ile iligkili olarak
biriktigi tespit edilmistir. 60 uM *lik konsantrasyonda
dokulardaki birikim yiiksek olarak gozlenmistir
(Cizelge 4 ve 5).

Cevre kirliliginde biiyiik oneme sahip olan agir
metaller bitkilerde fizyolojik, makroskobik,
mikroskobik  degisikliklere sebep olmaktadirlar.
Bitkiler insan beslenmesinin temel gidalarindan birisi
oldugu i¢in agir metallerin gidalardaki varligi insanligi
tehdit etmektedir Su ve gidalarda toksik maddelerin
varlig1 istenmemektedir. Yapilan arastirmalar sifir agir
metal olmasinin miimkiin olamayacagini ve 6zellikle
agir metallerin bir¢ok sekilde gidalarimiza dahil
olabildigini gostermektedir. Agir metallerin insanlarin
besinlerine bulasabilir olmasi ciddi bir saglik sorunu
olarak goriilmektedir.

Tarimda verimi artisini saglamak olduk¢a onemlidir.
Bunun i¢in c¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

Cizelge 4. 1.glin agir metal birikimi (ppb).
Table 4. 1st day heavy metal accumulation (ppb).
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Giibreleme ve aritma c¢amurlarmin kullanimi bu
yontemlerden biridir. Ancak verimi arttirmak adina
fosfat igerigi yiiksek giibre kullanimi ve endiistriyel
kaynakli aritma ile elde edilen ¢amurlarinin agir metal
icermelerinden dolay: tiim diinyada tarim topraklar
agir metal kirliligi ile kars1 karsiyadir. Bu agir metallar
icinde Cd bir¢ok agir metale gore topraktan bitkiye
gecisi daha fazla olabilen bir agir metaldir. Bu nedenle
besin  zincirine katilimi  daha yiikksek oranda
gerceklesmektedir. insan viicudunda bulunan Cd’un %
42’si tahillar araciligi ile beslenme siirecinde sisteme
dahil olmaktadir (Bitarishvili ve ark., 2023).

Diger iilkelerde oldugu gibi 6zellikle iilkemizde maltlik
olarak ve hayvan yemi endiistrisi i¢in yetistirilen
arpada agir metallere maruz kalmakta ve bunun sonucu
olarak bitkinin verimi ve elde edilen {iriiniin kalitesini
etkilemektedir (Sharma ve ark., 2023). Tohumlarin
¢imlenme asamalar1 bitkiler i¢in hassas bir donemdir.
Savunma  mekanizmalart  heniiz tam  olarak
gelismemistir.

Kontrol Control 1.Giin

15 uM 30 uM 1.Giin

- - - 60 uM 1.Giin
First day 1. Gin First day First day First day
As 0,104+0,040 0,28+0,112 0,286+0,032 1,381+0,202
Cd 0,039+0,005 0,177+0,081 0,195+0,012 1,065+0,293
Pb 0,428+0,007 0,524+0,014 0,61+0,032 1,647+0,425
Cizelge 5. 5.gilin agir metal birikimi (ppb).
Table 5. 5th day heavy metal accumulation (ppb).
Kontrol Control 5.Giin 15 puM 5.Giin 30uM 5.Giin 60uM 5.Giin
Fifth day Fifth day Fifth day Fifth day
As
0,126+0,018 0,366+0,003 0,983+0,115 1,859+0,551
Cd 0,098+0,017 0,354+0,034 1,024+0,400 2,38+0,251
P
b 0,856+0,087 1,162+0,072 1,975+0,272 3,066+0,672
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Bu siirecte agir metale maruz kalmak bitki gelisimi i¢in
bir risk olusturmaktadir (Bitarishvili ve ark., 2023). Bu
nedenle toksisite caligmalarinda toksisitenin seviyesi
degerlendirilirken bu asamanin incelenmesi 6nemlidir
(Liu ve ark., 2005).

Arpanin ¢imlenme siirecinin degerlendirildigi bu
calismada uygulanan farkli dozlardaki agir metal
uygulamasinin konsantrasyon artisi ile iligkili olarak
tohumlarda  ¢imlenme  yiizdesini  diisiirdiigii
gbzlenmistir. Benzer sekilde arpa bitkisi ile yapilan bir
calismada kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda As
uygulanan bitkilerde siirgiin uzunlugunda, kok
uzunlugunda, siirgiin taze agirliginda, kok taze
agirhiginda ve siirgiin kuru agirhiginda 6nemli bir
azalma gorildigi bildirilmistir (Nazir ve ark., 2022).

Giincel arastirma sonuglari, Pb stresinin arpa
bitkilerinin verim oOzelliklerini ve tane kalite
karakteristiklerini 6nemli dl¢iide (p < 0,05) azalttigini
ortaya koymustur (Islam ve ark.,2021; Sharma ve
ark.,2024). Calismamiz bulunan sonuglarla uyumludur.
Kok ve govde wuzunluklari kontrol grubu ile
kiyaslandiginda sadece 60 uM doz uygulanan grupta
artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). 5 giinliik
muamelenin sonunda 15 uM ve 30 uM doz uygulanan
gruplarda, uzunluklarin kontrole gore artmis oldugu, 60
uM’lik  konsantrasyonda uzunluklarda gdzlenen
azalmanin anlamli olmadigr gorilmiis ve govde
uzunluklarindaki ~ kiyaslamada 15 pM’ Ik
konsantrasyonda anlamli bir artig tespit edilmistir
(p<0,05). Xiaoyung (2023), kursun ve kadmiyum
toksisitesini arastirdigi bir calismada kursun ve
kadmiyumun kdk gévde uzunluklarini nemli Slgiide
etkiledigini bildirmistir. Benzer sekilde Sharma ve ark.

(2024) kursun toksisitesinden arpa kok siirgiin
uzunluklarinin kot sekilde etkilendigini
gbzlemlemislerdir.

Abdullah ve ark. (2024), kursuna maruz kalmanin
koklerde biiylime ve geligmesinin azalmasi, ciicelesme
ve kloroz ile sonuglandigini  bildirmiglerdir.
Calismamiz sirasinda gozlemlerimize dayanarak,
konsantrasyon ile iligkili bir sekilde arpa bitkisinde
yapraklarda ve koklerde lokal kahverengilesmeler ve
kloroz tespit edilmistir.

Lipid peroksidasyon seviyelerinin saptanmasinda stres
indikatorii olarak kabul edilen MDA miktarinin
Olgiilmesi  siklikla  kullamilan  bir  ydntemdir.
(Taulavuori ve ark., 2001; Bagues ve ark., 2024). 1.

giinde caligmamizda agir metale maruz kalan biitlin
gruplarda arpa koklerinde MDA miktarinda bir artis
gozlenmistir (p<0,05). Govde Orneklerinde diigiik
konsantrasyonda (15 pM) anlamhi bir degisiklik
gozlenmezken, 30 pM ve 60 pM agir metal
uygulanmalarinda bir artis tespit edilmistir (p<0,05).
S5.glin sonunda ise kok ve govde orneklerinde MDA
miktarlari1 tim dozlarda yilikselme gostermistir
(p<0,05). Al- Ghzawi ve ark. (2019), arpada artan
konsantrasyona bagli olarak MDA seviyelerinin
anlamli sekilde arttirdigini tespit etmislerdir. Benzer
sekilde = Mfarrej ve  ark. (2024), artan
konsantrasyonlarda kursun muamelesine maruz kalmis
arpa Ornekleri ile yaptiklar1 calismada uygulanan
kursun artis1 ile birlikte MDA miktarinin arttigini
belirtmiglerdir. Navapour ve ark. (2020) tarafindan
bugdayda farkli Pb konsantrasyonlarinin lipit
peroksidasyonuna sebep oldugu ve malondialdehit
seviyelerinin konsantrasyon ve siireye bagli olarak
artt1g1 bildirilmistir. Uyguladigimiz agir metal karisimi
(As, Pb ve Cd) arpa bitkisinde oksidatif stres
olugturmustur. Bunun en 6nemli kanit1 olarak da lipid
peroksidasyonunun bir igareti olan MDA miktarlarinda
bir artisin meydana gelmis olmasi gosterilebilir. Bitki
hiicreleri agir metal toksisitesine maruz kaldiginda
ferritinler, metalotiyoneinler (MT'ler) ve fitokelatinler
(PC) ve ilgili peptitler gibi detoksifikasyona katilir. Bu
sistemler asirt  yiiklendiginde, mevcut metal
toksisitesinin {istesinden gelmek icin oksidatif stres
savunma mekanizmalar1 devreye girer. Calismamizda
agir metal toksisitesinde kdk ve gdvdenin protein
igeriklerinde doza bagl artiglar gézlenmistir. Pb
stresinin, oksidatif hasardan sorumlu olan bitkilerde
mevcut proteinlerin  konsantrasyonunu  azalttigi
bildirilmistir. Azalma, Pb detoksifikasyonu igin
mevcut  proteinlerin  kullaniminin  artmasindan
kaynaklanmigtir. Sharma ve ark. (2024) kursun
toksisitesi ¢aligmalarinda arpa tanelerindeki toplam
¢cOzlinlir proteininin, Pb stresi altinda azaldigim
gostermistir. Sanal ark. (2014) arpa tohumuyla
gerceklestirdikleri ¢alismalarda (0.5- 16 mM) doz
araliginda arsenik uygulamalarinda kdklerde total
protein miktarlarinin azaldigini tespit etmislerdir.
Metal toksisitesi, maruz kalan bitki kok ve
govdelerinde metale maruz kalma altinda stres
proteinlerinin indiiklenmesine neden olur. Cd stresine
maruz birakilan iki arpa genotipinde anti-oksidatif
enzimle iligkili genlerin ifadesini arttig1 bildirilmistir
(Kanwal ve ark., 2024). Bu stres proteinlerinin
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muhtemelen GSH (glutatyon) ve PC biyosentezinde
yer alan ¢esitli antioksidan enzimleri ve diger enzimleri
ve ayrica bazi 1s1 soku proteinlerini icerdigi ifade
edilmektedir (Oztetik, 2016).

Calistigmniz  tim gruplarda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda agir metallerin konsantrasyon ile
iliskili olarak kok ve govde dokularinda artarak
biriktigi gozlenmistir. Calismamizla benzer sekilde
Haddad ve ark. (2023) arpada uzun vadede metal
birikiminin artt1g1, arpanin vejetatif kisimlarindaki Pb,
Krom (Cr) ve Cd konsantrasyonu, sulama suyunda
artan metal uygulamasiyla birlikte artan bir egilim
gosterdigini ifade etmislerdir. Tiim bunlara dayanilarak
yaygin ve ayni zamanda bilingsiz bir sekilde tarim ilact
kullanim iilkemizde de mevcut oldugundan ve sulama
amacl kullanilan sulara birlikte karisan As, Cd ve Pb
sanayi atiklarinin da bulunabileceginden, bitkilerin
birincil cevaplarindan olan antioksidan enzim
seviyelerinde bir takim degisimler olabilecegi goz
Oniine alinarak bazi enzimlerin ekspresyon seviyeleri
incelenmistir.

Antioksidan  enzimlerin gen ifade seviyeleri
degerlendirildiginde GS enziminin gen ifadesinin 1
gliniin sonunda biitiin deney gruplarda kontrole gére
arttigi, SOD enziminin ifadesinde 15 uM’lik
konsantrasyonda azalma gozlenirken diger iki dozda
bir artig izlendigi tespit edilmistir. Agir metal iyonu
uygulanan tiim gruplarda CAT ve GPX enzimlerinin
gen ifadeleri artmistir. GS ve CAT enzimlerinin gen
ifade seviyeleri 5.giinlin sonunda kontrol grubuna gore
artma gosterirken SOD ve GPX enzimlerinde 15 pM
dozda ifade seviyelerinde bir diisme, diger iki dozda
artma izlenmistir. SOD, GS, GPX ve CAT gen ifade
seviyeleri 15 uM’lik dozda azalmakla birlikte, doza ve
uygulama siiresine bagli olarak savunma sisteminin
harekete gectigini gosterir bigimde artmistir. Benzer
sonuglarin L. esculentum (domates), Morus alba L.
(dut) ve Cicer arietinum L. (nohut) gibi bitkilerde
gerceklestirilen stres ¢alismalarinda SOD enziminin
aktivitesinde de gozlendigi bildirilmistir. (Harinasut ve
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ark., 2003). SOD enzimi kodlayan genlerin ifade
seviyelerinin arastirildigi bir ¢ok ¢aligmada gesitli stres
kosullarina maruz birakilan farkli bitki tiirlerinde bu
enzimin gen ifadesinde degisikliklerin olustugu bu
degisikliklerin ise stres ile bas etmede bitkiye yardimet1
oldugu bildirilmistir (Aydin ve ark., 2012; Kanwal ve
ark., 2024). Yine bir ¢ok calismada farkli bitkilerde
katalaz genlerinin strese bagli olarak ifade diizeylerinin
arttigi ifade edilmistir. (Millar ve ark., 2003;
Bitarishvili ve ark.,2023; Direk ve ark., 2024; Sharma
ve ark., 2024). Sonug olarak ¢alismamizda da agir
metale uygulamasinin bitkiler igin en savunmasiz
oldugu ifade edilen ¢imlenme periyodunda bitki
gelisimini olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.

Endiistrilesmenin bu kadar hizli oldugu bir donemde
tim toplumlarda, kentlesme ile birlikte endiistriyel ve
kentsel atiklar artmakta, tarim ilaci ve giibrenin
bilingsiz kullanimu igeriklerindeki zararli etkileri olan
agir metallerin sulardaki ve topraktaki seviyelerini
hizla kabul edilebilir degerlerin tizerine ¢ikarmaktadir.
Bir c¢ok bitki tirli ile yapilan c¢aligmalarda agir
metallere maruz kalmanin oksidan stresin birincil
cevabl olan antioksidan enzimlerin aktivitelerinde
degisikliklere sebep oldugu gosterilmistir.
Calismamizda bitkilerin antioksidan savunmasinda da
aktif gorev aldigi bilinen bazi enzimlerin gen ifade
seviyelerindeki degisikliklerin gézlenmesi literatiirdeki
aynt enzimlerin aktivitelerindeki degisimleri ile de
uyumlu oldugundan, c¢alismada elde ettigimiz
bulgularin ileriki caligmalarda bitkilerin ¢imlenme
periyodunda agir metale maruz kaldigir zaman savunma
mekanizmalarinin ayrintili analizlerinde arastiricilara
onemli katkilar sunacagini diisinmekteyiz.
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