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ÖZET


Bu çalışmada fasulye fidelerinin (Phaseolus vulgaris cv. Strike) sitokinin miktarları üzerine civa, bakır, kadmiyum ve kurşunun etkileri araştırıldı. Her dört metalinde klor tuzu kullanıldı. Ağır metal solusyonları saf suyla hazırlandı. Civanın stok solusyonundan (HgCl2) 0.02, 0.04, 0.06 mM, kadmiyumdan (CdCl2.H2O) 0.05, 0.06 ve 0.08 mM, bakırdan (CuCl2) 0.1, 0.2 ve 0.3 mM, kurşundan (PbCl2) ise 1.5, 2.0 ve 2.5 mM konsantrasyonları hazırlandı. Elde ettiğimiz sonuçlara göre dört ağır metal fidelerin sitokinin seviyesinde önemli oranlarda azalışlar meydana getirdi. Sitokinin içeriğindeki azalışın ağır metalin çeşidi ve konsantrasyonuyla ilişkili olduğu görüldü. Fidelerin içsel sitokinin seviyesi üzerine en fazla toksik etkiyi civa gösterdi, bu metali sırayla kadmiyum, bakır ve kurşun izledi (Cd++ > Cu++ > Pb++). Sonuçlar p<0.05 ve p<0.01 önem seviyelerinde istatistik analize tabi tutuldu.

Anahtar Kelimeler: Ağır Metal, Fasulye Fidesi, Sitokinin
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ABSTRACT

EFFECTS OF SOME HEAVY METALS (Pb++, Cu++, Cd++and Hg++) ON CYTOKININ CONTENT IN BEAN (Phaseolus vulgaris cv. Strike) SEEDLINGS
In this study, bean seedlings (Phaseolus vulgaris cv. Strike) were investigated the effects of Hg++, Cd++, Cu++ and Pb++ on cytokinin levels. Also the chlorine salts of each four heavy metals were used. Heavy metal solution prepared with pure water. The stock solution of  lead was prepared at a concentration of 1.5, 2.0 and 2.5 mM (PbCl2) and other stock solution had a concentration of 0.1, 0.2 and 0.3 mM for copper (CuCl2); 0.05, 0.06, and 0.08 mM for cadmium (CdCl2.H2O); 0.02, 0.04 and 0.06mM for mercury (HgCl2). According the results we have obtained, four heavy metals caused decreases at significant rations, in the endogen cytokinin levels of seedlings. It was found that the decreases in the cytokinin content related with kind of the heavy metal and concentrations. The highest effect on cytokinin was determined in seedlings exposed to mercury. This metal followed the order Cd++ > Cu++ > Pb++. The result were applied to statistically analyze at significant levels (p<0.05 and p<0.01).
Key Words: Heavy Metal, Bean Seedling, Cytokinin
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1. GİRİŞ
Ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi cansız öğeleri başta insan olmak üzere bitki ve hayvanların etkileri ile kirlenmektedir. Ayrıca çeşitli doğa olayları bu kirlemeyi artırmaktadır. 20. yüzyılın ikinci yarısından itibaren endüstri gelişimine paralel olarak artan kirlilik günümüzde bütün canlıları tehdit eder bir duruma gelmiştir.Bu tehtid ana üretici konumunda olan bitkiler üzerinde çok daha fazladır.
Çevre kirliliği konusunda en çok kullanılan terimlerden biri ağır metallerdir. Endüstriyel faaliyetler,  motorlu  taşıtların  egzoz  gazları,   maden yatakları ve işletmeleri, volkanik faaliyetler, tarımda gübreleme ve ilaçlama gibi pek çok etken ağır metal kirliliğinin nedenleri arasında yer alır.
Ağır metaller arasında yer alan Mn, Fe, Cu, Zn ve Ni gibi elementler yüksek bitkiler için esensiyal besinlerdir [Nedelkoska and Doran, 2000]. Mesela bakır ve çinko gibi ağır metallerin normal konsantrasyonları bitkilerin büyüme ve gelişmesinde önemli rol oynayan protein ve enzimlerin yapısı için gerekli kofaktör olarak görev alırlar [Steffens, 1990]. Mikrobesin elementi olsun veya olmasın ağır metallerin bitkide aşırı birikimi fizyolojik strese, büyüme ve gelişmede azalmaya sebep olur [Ouzounidou, 1994]. Bitki dokularında ağır metal birikimi fazla olursa mineral besin alımı [Ouzounidou and Eleftheriou, 1992], transpirasyon [Poschenrieder ve diğ., 1989], fotosentez [Lidon and Ramalho, 1993], enzim aktivitesi [Van assche and Ceulemans, 1980], klorofil biyosentezi [Lidon and Henriques, 1991] ve çimlenme [Munzuroğlu and Geçkil, 2002] gibi çok sayıda olay olumsuz yönde etkilenir. Bunlara memranlarda hasar [Kennedy and Gonsalves, 1987], hormon dengesinin bozulması, su ilişkisinin değişmesi gibi fizyolojik olaylar da eklenebilir. 

Bitkilerde gerek vejetatif, gerekse reprodüktiv büyüme ve farklılaşma hormonların denetimi altında gerçekleşir. Bilindiği gibi bitki hormonlarının bir kısmı büyümeyi arttırıcı, bir kısmı da yavaşlatıcı etkilere sahiptir. Bitki büyümesi enzimlerin oluşmasına ve bu oluşumu kontrol eden nükleik asitlere sıkı bir bağımlılık gösterir. Bitkideki hormon oluşumu ise kısmen ortamın etkisi altındadır. Ortamın bitki üzerindeki etkilerinin bazıları da hormonlar vasıtasıyla ortaya çıkmaktadırlar. Bu bitki hormonlarından olan sitokininler özellikle hücre bölünmesini teşvik ederler. Böylece bitkinin büyüyüp gelişmesini sağlarlar. Sitokininlerin bitki dokularında yaşlanmayı geçiktirdiği, dolayısıyla katabolizmayı durdurucu veya yavaşlatıcı etkileri olduğu bilinmektedir (Van Standen ve Cook, 1988). Kirletici unsurlar arasında önemli bir yer tutan ağır metaller, başta bitkiler olmak üzere bütün canlılarda büyük tahribatlar meydana getirmiş ve getirmeye devam etmektedir. Ağır metal stresinin bitkilerdeki metabolik prosesleri nasıl etkilediğini açıklığa kavuşturmak, ayrıca bitkilerin bu kirleticilere karşı hangi tepkiler verdiğini ve hangi adaptif mekanizmalar geliştirdiğini belirlemek oldukça önemlidir. Problemin boyutu bu durumda daha iyi anlaşılabilir. Bu da alınacak önlemlerin ve gelecekle ilgili yapılacak planlamaların daha sağlıklı olmasını sağlar. Yukarıdaki literatür bilgilerinden de anlaşılacağı gibi ağır metallerin bitkilerdeki etkileri konusunda çok sayıda çalışma yapılmıştır. Fakat bu kirletici unsurun bitki metabolizmasında büyük rolü olan sitokinin hormon seviyesini nasıl etkilediği hususunda yeterli bilgi mevcut değildir.

Bu çalışmada fasulye (Phaseolus vulgaris cv. Strike) fidelerine klor tuzları şeklinde uygulanan kurşun, bakır, kadmiyum ve civa gibi ağır metal katyonlarının (PbCl2, CuCl2, CdCl2.H2O, HgCl2) sitokinin seviyesi üzerine olan etkileri belirlenmeye çalışılmıştır. Ayrıca bu dört ağır metalin belirtilen bu parametre açısından birbiriyle kıyası yapılarak toksiklik dereceleri belirlenmeye çalışılmıştır. Bu araştırmanın hem bu konuda yapılmış çalışmalara önemli katkılar sağlayacağı, hem de yeni çalışmaların planlanmasına ışık tutacağı kanaatindeyiz.
2. MATERYAL VE METOD 
2.1. Materyalin Temini
Araştırmalarımızda bitkisel materyal olarak, dikotil bir bitki olan fasulye fideleri kullanıldı. Fasulye tohumları, Elazığ Tarım İl Müdürlüğü Çiftçi Eğitim ve Yetiştirme Şubesinden temin edildi.
Ağır metal olarak kurşun (Pb++), bakır (Cu++), kadmiyum (Cd++) ve civa (Hg++)’nın klor tuzları (PbCl2, CuCl2, CdCl2.H20 ve HgCl2) kullanıldı. Ağır metaller ve kimyasal maddeler Merck firmasından sağlandı. Sitokinin biyotesti için kullanılan turp (Raphanus sativus L.) tohumları ise İstanbul Tohum Pazarından sağlandı.
2.2. Fidelerin Yetiştirilmesi ve Ağır Metal Uygulanması
Fidelerin yetiştirilmesi sırasında, ilk önce saptanacak parametrenin her bir ağır metal konsantrasyonu için 300 adet fasulye tohumu alındı ve 2 dakika süreyle 0.001 M HgCl2’de bekletilerek steril edildi (Sresty ve Madhova, 1999). Daha sonra 15-20 dakika saf su ile yıkanan tohumlar 500 ml lik bir behere konularak üzerine 250 ml musluk suyu ilave edildi ve 24-25 oC lik karanlık ortamda 7 saat süreyle şişmeye bırakıldı. Bu sürenin sonunda şişme ortamından çıkarılan tohumlar, içerisine çift katlı filtre kağıdı döşenmiş ve 10 ml musluk suyu ile ıslatılmış 11 cm çapındaki petrilerin her birine 10’ar adet gelecek şekilde ekildi Ekimden hemen sonra kapağı kapatılan petriler 24-25 oC lik karanlık iklim dolabına kaldırılarak çimlenmeye bırakıldı. Bu arada içleri dere kumu ile doldurulan 13,5-14 cm çapında ve 13 cm derinliğinde plastik saksılar hazırlandı. Dere kumu saksılara aktarılmadan önce elendi, çeşme suyu ile yıkandı ve içerisinde HCl bulunan küvetlerde 2 gün süreyle bekletildi. Daha sonra iki defa çeşme suyu, 1 defa da saf su ile yıkandı ve 400 oC lik etüvde yakılarak, tüm organik maddelerden arındırıldı. Her bir ekim işleminde, önceki ekimden kalan kum birkaç defa çeşme suyu ve bir defa da saf su ile yıkandıktan sonra 150 oC de kurutuldu (Rovira, 1956). Etüve kaldırıldıktan yaklaşık 55 saat sonra, çimlenmiş ve radikula uzunlukları 2-2,5 cm ye ulaşmış tohumlardan bu saksılara ekim yapıldı. Ekim her bir saksıya 8 adet çimlenmiş tohum gelecek şekilde planlandı. Bundan sonra saksılar sera koşullarına alınarak fideler büyümeye bırakıldı. Sera koşulları, ışık için 3500 lüx, sıcaklık için 24-25 oC, fotoperyot 16 saat ışık, 8 saat karanlık (uzun gün) olacak şekilde düzenlendi.
Bu koşullarda bekletilen her saksı gün aşırı 50 ml musluk suyu ile sulandı. Sera koşullarında 
büyümeye terk edilen bu fidelerden, tohumun ıslatılmasından itibaren başlayan zaman diliminin 5. gününde sağlıklı büyüme göstermeyenler elimine edildi. Bu seleksiyondan 2 gün sonra, yani bir haftalık olan homojen görünüme sahip fideler alınarak ağır metal çözeltilerine konuldu. Bu işlem için önce ağır metallerin (CuCl2, CdCl2.H20, HgCl2) stok konsantrasyonu (2 mM) hazırlandı. Bu stok çözeltilerden kadmiyum için; 0.05, 0.06 ve 0.08 mM, bakır için 0.1, 0.2 ve 0.3 mM, civa için 0.02, 0.04 ve 0.06 mM konsantrasyonlarında solüsyonlar hazırlandı. Kurşun için stok konsantrasyonu 20 mM olarak hazırlandı ve bundan seyreltme yoluyla 1.5, 2.0 ve 2.5 mM konsantrasyonlarında çözeltiler elde edildi. Stok çözeltilerden seyreltme işlemi Hoagland besin çözeltisi kullanılarak yapıldı. Daha sonra 500 ml’lik alüminyum folyo ile kaplı kavanozlara her ağır metalin 3 konsantrasyonundan 200 ml (kontrol için Hoagland solüsyonu) bırakıldı. Yetiştirilen 7 günlük fasulye fideleri saksılardan alınarak kökleri musluk suyunda iyice yıkandı. Bu fidelerden her bir ağır metal konsantrasyonu için 10’ar adet (her kavanoza iki fide olacak şekilde) sünger kapaklar yardımıyla kavanozlara yerleştirildi. 10 gün boyunca uzun gün şartlarında (gündüz 16 saat ve gece 8 saat) fideler gelişmeye bırakıldı. 

2.3.Fidelerde Hormon Kstraksiyonu ve Tayini
 2.2. de anlatıldığı gibi yetiştirilen fideler 10 gün boyunca ağır metal (Cu, Pb, Hg ve Cd) Hoagland solüsyonlarında büyümeye bırakıldı. Sitokinin ekstraksiyonunda Cobat and Poschenrieder (1986) da anlatılan yöntemin aşağıdaki gibi modifikasyona uğratılmış şekli kullanıldı. İlk olarak kadmiyumun farklı konsantrasyonlarında (0.05mM, 0.06mM ve 0.08mM) 10 gün boyunca büyütülen fideler ayrı ayrı alınarak bir makasla küçük parçalara bölündü ve homojenizatöre konuldu. Üzerine %90 lık 100 ml metanol ve antioksidan olarak 20 mg butilated hidroksi toluenden (BHT) eklendi ve 2 dakika homojenize edildi. Daha sonra bu ekstrakt 12 saat süreyle 4 oC de buzdolabında bekletildi. Whatman no 1 filtre kağıdı kullanılarak Buchner hunisi ile süzüldü. Süzüntü 35 oC de rotavaporda su fazına kadar uçuruldu. Su fazının pH’sı 6N NaOH ile 8’e ayarlandı ve ayırma hunisinde 3x50 ml etil asetat ile çalkalanarak bazik ve nötr maddelerin etil asetat fazına geçmesi sağlandı. Bazik ve nötr maddeleri içeren etil asetat fazları bir kapta toplanarak sitokinin biyotesti için kullanıldı. Her bir ağır metal konsantrasyonu için ayrı ayrı olacak şekilde toplam 20 adet fide kullanıldı. Buraya kadar anlatılan işlemlerin tamamı kontrol, bakır (Cu), kurşun (Pb) ve civa (Hg) konsantrasyonları için de yapıldı.

[image: image1.wmf]0

50

100

150

200

250

Kotiledon ağırlık artışı %   

2.3.1.Sitokinin Ekstraksiyonu ve Biyotesti
2.3.’de anlatıldığı gibi elde edilen her bir fidenin etil asetat fazı rotavaporda 35 oC’de su fazına kadar uçuruldu. Su fazını pH’ı seyreltik NaOH ile 7’ye ayarlandı ve hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlandı. Bu 10 ml’lik su fazlarının içerdiği sitokinin grubu maddelerin belirlenmesinde Letham (1971)’ın aşağıdaki gibi modifiye edilmiş turp kotiledonu genişleme biyotesti kullanıldı. 
Turp (Raphanus sativus L.) tohumları musluk suyunda 4 saat süreyle ıslatıldı. Sonra bu tohumlar ıslak pamuk üzerine ekilerek 24 oC’lik karanlık ortamda 92 saat süreyle çimlenmeye ve gelişmeye bırakıldı. Bu süre sonunda gelişen fideler arasında homojenite bakımından seleksiyon yapıldı. Bu fidelerden 4-4.5 cm boyuna gelmiş olanların kotiledon yaprakları kullanıldı. Bu arada 11 cm çapındaki petrilerin her birine, ağırlıkları eşit olacak şekilde çift katlı filtre kağıtları yerleştirildi.
Sonra her bir fideden elde edilen ve son hacimleri saf suyla 10 ml ye tamamlanan su fazları bu petrilere ayrı ayrı döküldü. Bu arada kalibrasyon için saf suda hazırlanmış değişik konsantrasyonlardaki kinetin çözeltileri yine aynı şekilde petriler içindeki filtre kağıtlarının üzerine dökülerek test sistemleri hazırlandı. Daha sonra her bir petriye teker teker tartılmak süretiyle 10’ar kotiledon adaksial yüzleri filtre kağıdındaki çözelti ile temas edecek şekilde yerleştirildi. Kotiledonlar, belli bir plan dahilinde petrilere yerleştirilerek hangi kotiledonun nereye konulduğu kolayca belirlenebildi. Daha sonra bütün petrilerin kapakları kapatıldı ve 23-24 oC’lik ortamda 500 lüks ışık şiddetinde devamlı floresans ışığı altında 60 saat süreyle bekletildi. Bu sürenin sonunda petri kutularından birer birer çıkarılan kotiledonların yüzeyindeki su bir kurutma kağıdına emdirildikten sonra son ağırlıkları tespit edildi. Her bir kotiledonun ilk ve son ağırlıkları göz önüne alınarak, ağırlık artışları yüzde olarak belirlendi.
2.4. İstatistik Analizler
Bütün deneyler 3 defa tekrar edildi. Sonuçlar ortalamanın standart hatası alınarak ve varyans analizi yapılarak istatistik analize tabi tutuldu. Varyans analizi bilgisayarda SPSS 10.0 Windows programı kullanılarak çoklu karşılaştırma testi p<0.05 ve p<0.01 önem seviyelerinde yapıldı.Ortalamaların standart hatası histogramlar üzerinde dikey çizgiler (bar) şeklinde verildi.
3. ARAŞTIRMA SONUÇLARI VE  

    TARTIŞMA
Uygulanan her dört ağır metalin de fasulye fidelerinde, turp kotiledonu genişleme testi ile saptanan sitokinin düzeyini önemli sayılabilecek düzeylerde (p(0.05, p(0.01) azalttığı tespit edilmiştir. 

KURŞUN
Kurşun uygulamasına bağlı olarak fidelerin sitokinin düzeylerinde meydana gelen değişiklikler Şekil 3.1 gösterilmiştir. 
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Şekil 3.1. Kontrol,1.5, 2.0 ve 2.5 mM PbCl2 uygulanan fasulye fidelerden 10. gün sonunda elde edilen ekstrelerin bazik maddelerini içeren su fazlarında, turp kotiledonu genişleme biyotesti ile belirlenen sitokinin aktiviteleri (%).

Bu şekilden de görüleceği üzere kurşun uygulaması fasulye fidelerdeki sitokinin düzeyi üzerine önemli etkiler yapmıştır. 10 ml saf suda, ayrıca kontrol grubu fideleriyle 1.5, 2.0 ve 2.5 mM PbCl2 solüsyonlarında büyütülmüş fidelerden elde edilen 10’ar ml’lik su fazlarında 60 saat süreyle devamlı flouresans ışığı altında bekletilen turp kotiledonlarının ağırlık artışı oranları, sırasıyla %66 ( 6.55, %159.33 ( 8.5, %142.66 ( 7.09, %138 ( 6 ve %130.33 ( 7.09 olarak tespit edilmiştir. Kalibrasyon amacıyla kullanılan kinetin çözeltileri-nin sağladıkları kotiledon ağırlığı artışları baz alındığında kontrol fideleriyle, 1.5, 2.0 ve 2.5 mM PbCl2 solüsyonlarında büyütülmüş fidelerin sitokinin içerikleri sırasıyla, 1.83x10-7, 4.42x10-7, 3.96x10-7, 3.83x10-7 ve 3.62x10-7 M olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar kurşun uygulamasının fidelerin sitokinin düzeyini azalttığını (p(0.05) ve bu durumun kurşun konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak daha belirgin olarak ortaya çıktığını göstermektedir. 

BAKIR
Bakır tuzu uygulamasının fasulye fidelerindeki sitokinin miktarı üzerine etkileri Şekil 3.2’de verilmiştir.







Şekil 3.2. Kontrol, 0.1, 0.2 ve 0.3 mM CuCl2 uygulanan fasulye fidelerden 10. gün sonunda elde edilen ekstrelerin bazik maddelerini içeren su fazlarında, turp kotiledonu genişleme biyotesti ile belirlenen sitokinin aktiviteleri (%).

Bu histogramda da görüldüğü gibi bakır uygulaması fasulye fidelerdeki sitokinin düzeyi üzerine önemli etkiler yapmıştır. 10 ml saf suda, ayrıca kontrol grubu fideleriyle, 0.1, 0.2 ve 0.3 mM CuCl2 solüsyonlarında büyütülmüş fidelerden elde edilen 10’ar ml’lik su fazlarında 60 saat süreyle devamlı flouresans ışığı altında bekletilen turp kotiledonlarının ağırlık artışı oranları, sırasıyla %66 ( 6.55, %159.33 ( 8.5, %136 ( 5.29, %132.33 ( 7.63 ve %128.33 ( 7.63 olarak tespit edilmiştir. Kalibrasyon amacıyla kullanılan kinetin çözeltilerinin sağladıkları kotiledon ağırlığı artışları baz alındığında kontrol fideleriyle 0.1, 0.2 ve 0.3 mM CuCl2 solüsyonlarında büyütülmüş fidelerin sitokinin içerikleri sırasıyla 1.83x10-7, 4.42x10-7, 3.77x10-7, 3.66x10-7 ve 3.55x10-7 M olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar bakır uygulamasının fidelerin sitokinin düzeyini azalttığını (p(0.01) ve bu durumun bakır konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak ortaya çıktığını göstermektedir.

KADMİYUM
Kadmiyum tuzu uygulanan fasulye fidelerinin sitokinin miktarında meydana gelen değişiklikler Şekil 3.3.’de gösterilmiştir.
Şekil 3.3.’ ün incelenmesinden de anlaşılacağı gibi kadmiyum uygulaması sitokinin düzeyi üzerine önemli etkiler yapmıştır. 10 ml saf suda, ayrıca kontrol grubu fideleriyle, 0.05, 0.06 ve 0.08 mM CdCl2.H2O solüsyonlarında büyütülmüş fidelerden elde edilen 10’ar ml’lik su fazlarında 60 saat süreyle devamlı flouresans ışığı altında bekletilen turp kotiledonlarının ağırlık artışı oranları, sırasıyla %66 ( 6.55, %159.33 ( 8.5, %127 ( 7, %124.67 ( 7.51 ve %121 ( 5.29 olarak tespit edilmiştir. Kalibrasyon amacıyla kullanılan kinetin çözeltilerinin sağladıkları kotiledon ağırlığı artışları baz alındığında kontrol fideleriyle 0.05, 0.06 ve 0.08 mM CdCl2.H2O solüsyonlarında büyütülmüş fidelerin sitokinin içerikleri sırasıyla 1.83x10-7, 4.42x10-7,  3.52x10-7, 3.44x10-7 ve 3.36x10-7 M olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar kadmiyum uygulamasının fidelerin sitokinin düzeyini azalttığını (p(0.01) ve bu durumun kadmiyum konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak
daha belirgin olarak ortaya çıktığını göstermektedir.






Şekil 3.3. Kontrol, 0.05, 0.06 ve 0.08 mM CdCl2.H2O uygulanan fasulye fidelerden 10. gün sonunda elde edilen ekstrelerin bazik maddelerini içeren su fazlarında, turp kotiledonu genişleme biyotesti ile belirlenen sitokinin aktiviteleri (%).

CİVA
Civa uygulamasına bağlı olarak sitokinin düzeylerinde meydana gelen değişiklikler Şekil 3.4.’ de verilmiştir.




Şekil 3.4. Kontrol, 0.02, 0.04 ve 0.6 mM HgCl2      uygulanan fasulye fidelerden 10. gün sonunda elde edilen ekstrelerin bazik maddelerini içeren su fazlarında, turp kotiledonu genişleme biyotesti ile belirlenen sitokinin aktiviteleri (%).

Bu şekilden de görüleceği üzere civa uygulaması sitokinin düzeyi üzerine önemli etkiler yapmıştır. 10 ml saf suda, ayrıca kontrol grubu fideleriyle, 0.02, 0.04 ve 0.06 mM HgCl2 solüsyonlarında büyütülmüş fidelerden elde edilen 10’ar ml’lik su fazlarında 60 saat süreyle devamlı flouresans ışığı altında bekletilen turp kotiledonlarının ağırlık artışı oranları, sırasıyla %66 ( 6.55, %159.33 ( 8.5, %125 ( 9.5, %119 ( 8.54 ve %105.67 ( 5.51 olarak tespit edilmiştir. Kalibrasyon amacıyla kullanılan kinetin çözeltilerinin sağladıkları kotiledon ağırlığı artışları baz alındığında kontrol fideleriyle 0.02, 0.04 ve 0.06 mM HgCl2 solüsyonlarında büyütülmüş fidelerin sitokinin içerikleri sırasıyla 1.83x10-7, 4.42x10-7, 3.47x10-7, 3.30x10-7 ve 2.77x10-7 M olarak hesaplanmıştır. Bu sonuçlar civa uygulamasının fidelerin sitokinin düzeyini azalttığını (p(0.05) ve bu durumun civa konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak daha belirgin olarak ortaya çıktığını göstermektedir.
Elde ettiğimiz bulgulara göre Pb, Cu, Cd ve Hg’ nın klor tuzları fasulye fidelerinin sitokinin düzeylerinde önemli oranlarda azalışlara yol açmıştır. Genel olarak en büyük toksik etkiyi civa göstermiş, civayı sırayla kadmiyum, bakır ve kurşun izlemiştir.

Kurşun, bakır, kadmiyum ve civa ağır metalleri sitokinin düzeylerini de önemli oranlarda azaltmıştır. Çevresel stres faktörlerinin bitkilerdeki sitokinin düzeyini azalttığı bilinmektedir. Mesela Lycopersicum esculentum bitkisine 8 gün süreyle tuz stresi uygulanmış, sonuçta trans ve cis-zeatin miktarının azaldığı tespit edilmiştir [Walker and Dumbroff, 1981]. Zea mays fidelerine sıcak stresi uygulandığında ABA miktarının arttığı sitokinin miktarının azaldığı rapor edilmiştir [Cheik and Jones, 1994]. Soğuk stresine maruz bırakılan Triticum aestivum bitkisinde ABA içeriğinin arttığı, sitokinin içeriğinin azaldığı görülmüştür [Taylor and Bhalla, 1990]. Besin eksikliği durumunda bitkideki sitokinin seviyesinin azaldığı hususunda çeşitli raporlar mevcuttur. N eksikliğinde Helianthus annulus bitkisinin kök, yaprak ve tomurcuklarındaki sitokinin içeriğinin azaldığı tespit edilmiştir [El-D and Salama, 1979]. Plantago major sp. Pleiosperma ya düşük seviyede N, P ve Ca uygulandığında kök ve gövdede zeatin ile zeatin ribozid seviyesinde azalmalar görülmüştür [Kuiper and Schuit, 1989]. Bilindiği gibi sitokininlerin önemli sentez merkezlerinden biri köklerdir. Ağır metallerin köklerle doğrudan temas ederek kök büyümesini büyük oranlarda inhibe etmesi, köklerde birikmesi ve bitkinin besin alımını azaltması gibi nedenlerden dolayı sitokinin düzeyi azalmış.olabilir.
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