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Bugday (Triticum Aestivum L.) Fidelerinde Sicaklik — Agir Metal Etkilesimlerinin
Coziiniir Proteinler Uzerine Etkisi

Ahmet MUSLU Nuray ERGUN!

1 Mustafa Kemal Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii, Antakya-Hatay

*Corresponding author:
E-mail: ergun.nuray@gmail.com

Ozet:

Bu arastirmada, ekmeklik bugday (Triticum aestivum L. cv Dagdas) fidelerine krom ve bakir agir metalleri ve ayrica bu agir metallerle
birlikte yiiksek sicaklik uygulanmusgtir. Strgiinlerdeki ¢oziiniir proteinler SDS-PAGE teknigi ile belirlenmistir. Yiiksek sicaklik ve agir metal
stresi altinda kontrol gruplarina oranla ¢6ziiniir protein miktari 6nemli derece azalmistir. Ayrica arastirma sonuglarimiza gore genel olarak Cr
uygulamalari, Cu uygulamalarina kiyasla daha toksik bir etki meydana getirmistir.

Anahtar kelimeler: Triticum aestivum, agir metal, ¢6ziiniir protein, SDS-PAGE.

Abstract:

The aim of this research was to investigate the seperate and combined effects of high temperature and chrome and copper on bread wheat
bugday (Triticum aestivum L. cv Dagdas). The souble protein contents, in shoots were determined by SDS-PAGE analysis. The soluble protein
contents of seedling were decreased at high temperature and following heavy metal treatment compared to control. In addition it has been shown
that Cr treatment displays a more toxic effect compared to Cu treatment.
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GIRIS

Yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve kimyasal toksisite
gibi pek cok abiyotik stres faktorleri ile oksidadif stres,
diinyada biiyiik l¢lide tarim alanlarini tehdit etmektedir [1].
Bitkilerde ortalama % 50’ den fazla verim kaybina neden olan
abiyotik stres faktorleri, diinyadaki tarimsal iiriin kaybininda
birincil nedenidir [2]. Bununla birlikte topraklarda giderek
artan agir metal kirliligi de tarim alanlarmni ve insan saghigini
tehdit eden diger 6nemli stres faktorlerindendir.

Agir metaller, yogunlugu 5 gr cm™’ ten daha fazla olan
element grubu olarak tanimlanmakta [3] ve bu gruba kursun
l((Pb)’ kadmlqu (Cd.)’ k.rom (Cn), dgmlr (Fe), bakir .(.Cll)’ tarimsal ekosisteme girerler. Bunlarin bitkideki zararl etkileri

obalt (Co), nikel (Ni), civa (Hg) ve ¢inko (Zn) olmak iizere . . P - - .
altmistan fazla metal dahil edilmistir. Bu metallerden bazilari derisimlerine ve ¢dziinebilirliklerine baghdr [5). Ulkemizde

. e bugday, ekilis alanin biyiikligi bakimindan ilk siray1
organizmaya girdikten sonra kolay kolay atilamazlar ve bazi almaktadir [6].

fizyolojik aktiviteler lizerinde inhibitdr etkisi gosterirler.
Ayrica bu metaller gesitli insan aktiviteleri sonucu {iretilen
gerek sanayi gerekse de sehirsel atiklarin (pil, akii,
termometre, kursun tetraetil gibi benzinle katilan maddeler
vs.) iginde bol miktarda bulunmakta ve hem ¢evre kirliligine
hem de ciddi saglik sorunlarina neden olmaktadirlar [4]. Bazi
agir metaller bitki beslenmesi i¢in 6nemli olduklart halde
yiiksek konsantrasyonlarda toksiktirler. Bunlar Cu, Fe,
mangan (Mn), molibden (Mo), Zn, Co ve Ni’ dir. Bununla
birlikte Cd, Cr, Hg ve Pb gibi agir metaller de gesitli yollardan
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Yiiksek sicaklik gibi abiyotik stres kosullart altinda
tarimsal bitki verimi sinirlanmaktadir [7,8]. Bugday gelisimi
ve verimi i¢in optimum sicaklik araligi 18-24 °C olup, 28-32
OC gibi sicakliklara kisa siireli (5-6 giin) dahi maruz kalirsa,
verimde % 20 veya daha fazla azalmaya neden olabilmektedir.

Diinya niifus artis hizina paralel olarak hem tarimsal
verimin arttirtlmasi ile besin sikintisinin giderilmesine, hem de
tarimsal alanlarin sicak iklim kusagindaki verimli alanlara
dogru genisletilmesine ihtiyag vardir. Bu nedenle tahillarin
yiiksek sicaklik stresine olan toleranst ile ilgili molekiiler ve
genetik temellerin [9] ve agir metal stresi gibi abiyotik stres
faktorlerine karst  bitkilerin  tolerans mekanizmalarinin
aydinlatilmasina ihtiyag vardir.

Bitkiler ¢ogu kez yasadiklari habitatin ayni anda birden
fazla stres faktoriiyle miicadele etmek zorunda kalirlar. Ciinkii
bitkilerin gelistigi ve yetistigi ortamlarda gerek duyulan bazi
faktorler eksik ve baz1 faktorler de ideallikten oldukga uzaktir.
Gliniimiizde en 6nemli ¢evre sorunlarindan biri kiiresel iklim
degisiklerine bagli olarak meydana gelen sicaklik artisidir.
Ayrica tarim alanlarinda agir metal kirliliginin giderek arttig
bilinmektedir. Bu kosullar altinda gerek yiiksek sicaklik ve
gerekse de agir metal stresinin her ikisine birden maruz kalan
bitkilerin her iki strese birden gelistirebilecekleri tolerans
mekanizmalarinin  aydinlatilabilmesi ileride yasanabilecek
olumsuz ¢evre kosullar1 karsisinda daha direngli bitki
¢esitlerinin gelistirilmesi agisindan 6nemli olabilir.

Literatiirde sicaklik+agir metal etkilesimlerinin bitkiler
iizerine etkileri ile ilgili caligmalarin oldukca sinirli oldugu
g6z Oniine alinarak, ekmeklik (Triticum aestivum L. cv
Dagdas) bugday fidelerine uygulanan krom ve bakir agir
metalleri ve ayrica bu agir metallerle birlikte gerceklestirilen
yiiksek  sicaklik  (30/40 °C) uygulamalarmin  ¢dziiniir
proteinlerinin  SDS-PAGE  teknigi ile belirlenmesine
caligilmustir. Bu tez ¢alismasinda, agir metal ve sicaklik stresi
arasindaki olasi etkilesimleri konu alarak, her iki stresin de
ayni anda varhigit durumunda bitkiler de ortaya c¢ikacak
tepkilerin incelenmesi amaglanmigtir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal
Arastrmamizda  bitki materyali olarak  kurakliga

dayanimmin iyi oldugu belirlenmis olan bugday tohumlari
(Triticum aestivum L. cv. Dagdas 94) kullanilmistir. Bugday
tohumlar1 Adana Cukurova Ziraat Fakiiltesi’nden temin
edilmistir.

Yontem

Bitki Yetistirme Kosullari

Calismamizda materyal olarak kullanilan fidelerin su
kiltiirii teknigi ile yetistirilmesinde iki litrelik, dis1 151k
gecirmeyecek sekilde aliiminyum folyo ile sarilmig (Salisbury
ve Ross, 1992) plastik kaplar kullanilmistir. Besin ¢ozeltisi
olarak pH’1 5.7° ye ayarlanmis tam giiclii Arnon ve Hoagland
[10] ¢ozeltisi kullanilmig ve iklim kabinine yerlestirilmislerdir.

Fideler, glin boyu havalandirilmak suretiyle 10 giin
biytitiilmislerdir. 5. giin kaplardaki ¢ozeltiler dokiiliip yeni
besin ¢ozeltileri ile doldurulmustur. Bu metaller kontrol 0, 10,
30 uM Cr ve kontrol (0,32 pM), 10, 30 uM Cu olacak sekilde
besin soliisyonuna ilave edilmistir. Bitkiler iklim kabininde
ortalama 24+2 °C sicaklikta, nisbi nemin % 66 ve 11k
kosullarinin  ortalama 1198 likks oldugu kosullarinda
yetigtirilmistir.

Deneme iki farkli sicaklikta yiritilmistir. Birinci
deneme; bitkiler iklim kabininde ortalama 16/24 °C

(gece/glindiiz)  sicaklikta  yetistirilmistir. ~ Agir  metal
uygulamasindan sonraki 5. (fideler 15 giinliik iken) giinde
fideler hasat edilmistir. ikinci dememe de ise baslangic
kosullart degistirilmeden agir metal uygulamalarinin 4.
gliniine kadar aymi islemler tekrarlanmigtir. Agir metal
uygulamalarinin 4. giin bitiminde (fideler 14 giinlik iken)
kabin sicaklik ayar1 16/24 °C* den (gece/gilindiiz) 30/40 °C’ ye
(gece/giindiiz) ¢ikarilarak fideler 24 saat yiiksek sicaklik
stresine maruz birakilmistir. Her deneme iinitesi 3 tekrarli
yuriitilmiigtiir.

Biyokimyasal analizler igin ayrilan fidelerin kokleri kok-
stirglin ayirim bolgesinden kesilmis ve siirgiinler ¢6ziiniir
protein analizleri i¢in kiiglik pargalar halinde derin
dondurucuda saklanmigtir.

Elektroforez Analizi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Protein analizleri Laemmli’ye gore % 5°lik yiginlastiric
ve % 12’lik aymrier jel kullanarak sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezinde (mini Clever SDS-PAGE)
yapilmustir [11]

BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar, kontrol grubu ile 10 ve
30 uM konsantrasyonlarinda Cr ve Cu uygulamalarina maruz
kalan fideler arasindaki farklar1 ve ayrica bu agir metallerle
birlikte yapilan 2 farkhi sicakhk (16/24 °C ve 30/40 °C)
uygulamalarmin bugday fideleri iizerine etkilerini ortaya
koyacak sekilde ele alinmistir. Denemelerde kullanilan bugday
fidelerinde ¢oziinlir proteinlerin SDS-PAGE’ de analizleri
incelenmistir.

Coziiniir Proteinlerin SDS- PAGE Analizleri

Bu c¢alismada spektrofotmetrik olarak belirlenen ¢oziiniir
protein miktarlarin1 desteklemek amaciyla SDS-Poliakrilamid
jel elektroforezi yapildi. Yiiksek sicaklik ve farkli
konsantrasyonlarda Cr ve Cu uygulamalarina ait bantlar SDS-
Poliakrilamid jel elektroforezi yapildiktan sonra Coomassie
Brilliant mavisi ile boyanarak goriintiilenmistir (Sekil 1).

. —66.4 kDa

— 556 kDa

—42.7 kDa

— 346 kDa

—27.0kDa

Sekil 1. 16/24 °C ve 30/40 °C’ de kontrol, 10 ve 30 uM Cr ve Cu
uygulamalar1 sonucu yaprak ekstraktlarimin SDS-PAGE ile belirlenen
protein profilleri (a; 24 °C kontrol, b; 24 °C 10 uM Cr, c; 24 °C 30
uM Cr, d; 24 °C 10 uM Cu, e; 24 °C 30 uM Cu, f; 40 °C kontrol, g;
40 °C 10 uM Cr, h; 40 °C 30 uM Cr, 15 40 °C 10 uM Cu, j; 40 °C 30
puM Cu ve m; Marker).
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Molekiil agirligi bilinen protein markirt kullanilarak
sicaklik, agir metal ve sicaklik+agir metal etkilesimleri sonucu
bugday fidelerinde ¢oziiniir proteinlerin molekiiler agirliklart
incelendiginde, bantlarin yaklagik 55,0 kDa’ luk bolgede
yogunlagdigr belirlenmistir. 24 °C* de Cu uygulanmisg
bitkilerde proteinlerin kontrol gruplarina oranla daha fazla
ifade edildigi tespit edilmistir. Ozellikle 24 °C” de 10 uM Cu
uygulamast sonucu ortaya ¢ikan yaklagik 50,0 kDa’ luk
protein bandinin daha belirgin oldugu ancak 30 uM Cu
uygulamasinda tekrar ifadesinin azaldig1 gézlenmistir. 40 °C’
de 30 uM Cu uygulamasi sonucu olusan protein bandinin
diger gruplara oranla daha az ifade edildigi goriilmektedir.
Ayrica 40 °C’ de 30 pM Cr uygulamasi sonucu kontrol
grubuna gore protein ifadesinde 6nemli bir artis gézlenmistir.
Nitekim ¢oziiniir proteinlerin spektrofotometrik 6lgtimleri ile
elde ettigimiz sonuglarla da uygunluk géstermektedir. Ornegin
24 °C’ de 10 pM Cu uygulamast sonucu ¢dziiniir protein
miktarinin arttigim1 ancak 30 uM Cu uygulamasinda tekrar
azaldig1 belirlenmistir. SDS-PAGE analizleri sonrasinda da
benzer sonuglar elde edilmistir. 24 °C* de hem 10 uM hem de
30 uM Cu uygulamasi sonucu ¢oziiniir protein miktarlarinin
degismedigi gozlenmistir. 40 °C 10 uM Cr ve 30 uM Cu
uygulamalarinda ise hem spektrofotometrik olarak olgiilen
¢Oziliniir protein miktarlarinin azaldigi hem de ayni 6rneklerin
SDS-PAGE analizleri sonras1 protein ifadelerinin azaldig1
tesbit edilmistir.

SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda sicaklik, agir metal ve sicaklik +
agir metal uygulamalarinin bugday fidelerinin ¢6ziiniir protein
miktarlarinda 6nemli degisikliklere neden oldugu tespit

edilmigtir.
Bitkilerin dogal kosullar altinda stres faktorlerine karsi
gosterdikleri  adaptasyonlar bazi  ekolojik  avantajlar

kazandirmasina ragmen, iiriinde kayiplar nedeniyle tarimsal
acidan bazi simirlamalar getirmektedir. Bilindigi tizere bitkiler
tabiatta ¢ogunlukla birden fazla stres faktoriiyle ayni anda
karsilasabilmektedirler. Ciinkii bitkilerin yetistigi ve gelistigi
ortamlarda genellikle bazi faktorler yetersiz ve bazi faktorler
de optimum degerlerden oldukga uzaktir.Oysa bitkiler bir veya
daha fazla stres faktoriine karst sinirli bir rekabet kapasitesine
sahiptir. Bu durumda organizmalar mevcut stres faktorlerini
ortadan kaldirmak, sakinmak veya agmak i¢in ¢esitli fizyolojik
ve biyokimyasal savunma mekanizmalarini devreye sokarlar.
Ozellikle 20. yy’ dan itibaren gesitli insan aktiviteleri sonucu
olusan topraklardaki agir metal kirliligi ve belki de giiniimiiz
sorunlarindan en Onemlisi kiiresel iklim degisimlerine bagl
gergeklesen kiiresel 1sinma ile bu problemler giderek etkisini
artirmakta ve gerek insan sagligini gerekse de tarim alanlarini
tehdit etmektedir. Bu nedenle, tarimsal bitkilerde sicaklik+agir
metal stresi gibi ¢apraz toleranslarin gelistirilebilmesi igin,
geleneksel ve molekiiler 1slah caligmalarinin birlestirilmesi
[12,13] {irlin kaybmna neden olan stres faktorlerinin ve bu
faktorlerin fizyolojik, molekiiler ve genetiksel temellerinin
aydinlatilmas gerekmektedir.
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