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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

KADMIYUM STRESI ALTINDAKI MISIR FIDELERI UZERINE ASETON O-
(2-NAFTILSULFONIL)OKSIiM UYGULAMASININ ETKILERI

Esin AHNEAK

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogretim Uyesi Fuat YETISSIN

Kadmiyum stresoriine maruz birakilan misir (Zea mays) fidelerinde aseton O-(2-
naftilsiilfonil)oksim (ANSO)’in etkisini aydinlatmaya ¢alistik. Calismamizda; Kontrol igin olusturulan ve
orneklerin 18 saat saf suda bekletildigi grup, ANSO uygulamasi i¢in olusturulan ve drneklerin 6nce 6 saat
0,3 mM ANSO ardindan 12 saat saf suda bekletildigi grup, Cd uygulamasi i¢in olusturulan ve 6rneklerin
once 6 saat saf su ardindan 12 saat 100 uM CdCl; i¢inde bekletildigi grup, ANSO+Cd uygulamasi igin
olusturulan ve 6rneklerin 6nce 6 saat 0,3 mM ANSO ardindan 12 saat 100 uM CdCl; iginde bekletildigi
grup olmak {izere 4 deney grubu olusturduk. Bitkide tek basina Cd uygulamasinin meydana getirdigi Cd
birikiminin 7,8 kati kadar birikim ANSO+Cd uygulamasinda gergeklesmistir. Bununla beraber ABA
degerlerinde en ¢ok artis tek basina Cd uygulamasinda gézlemlenmistir. Cd uygulamasi NSI ve klorofil
degerlerini kontrol gruplarindaki degerlere kiyasla diisiirmiistiir. Bunun yaninda Cd uygulamasi ile kontrole
gore artan karotenoid degeri ANSO+Cd ile daha fazla artig gdstermistir. HoO>, ve MDA degerleri Cd
muamelesi ile artmis ANSO+Cd muamelesi ile diismistiir. CAT, GPX ve APX aktiviteleri Cd muamelesi
ile kontrole kiyasla artig gdstermislerdir. Fakat ANSO 6n muamelesi ile GPX azalirken CAT ve APX daha
da artmigtir. SOD aktivitesi ise Cd ve ANSO+Cd gruplarinda esit degerde kalmig fakat kontrol gruplarina
kiyasla diisiis gerceklesmistir. Prolin icerigi Cd uygulamast ile artmig ANSO 6n uygulamasi ile diismiistiir.
Askorbik asit ve katekolde Cd uygulamasi ile kontrole kiyasla diisiis olmus fakat ANSO+Cd uygulamasi
ile degerler nisbeten yiikselmistir. Sinnamik asit ve trans P-kumarik asit ise Cd uygulamasi ile kontrole
kiyasla yiikselmislerdir. Sonug olarak Cd stresine maruz kalan misir bitkisinde ANSO 6n uygulamasinin,
Cd’nin selasyonunu saglayarak, bitkinin korunmasina katki sagladigi sdylenebilir.

2022, 49 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Siilfonat tiirevi, Fenolik bilesikler, Zea mays, Absisik asit, Antioksidan sistem



ABSTRACT

MS THESIS

EFFECTS OF ACETON O-(2-NAPHTYLSULFONYL)OXIM APPLICATION
ON MAIZE SEEDLINGS UNDER CADMIUM STRESS

Esin AHNEAK

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Biology

Advisor: Assistant Professor Dr. Fuat YETISSIN

We tried to elucidate the effect of acetone O-(2-naphthylsulfonyl)oxime (ANSO) on maize (Zea
mays) seedlings exposed to cadmium stressor. We created 4 experimental groups: the group formed for the
control and in which the samples were kept in distilled water for 18 hours, the group formed for the ANSO
application and the samples were first kept in 0.3 mM ANSO for 6 hours, followed by 12 hours in distilled
water, the group formed for the Cd application and the samples were first kept in distilled water for 6 hours,
followed by 100 uM for 12 hours, the group formed for the ANSO+Cd application and the samples were
first keptin 0.3 mM ANSO for 6 hours and then in 100 uM CdClI; for 12 hours. 7.8 times of Cd accumulation
caused by Cd application in the plant was realized in ANSO+Cd application. However, the highest increase
in ABA values was observed in the Cd application alone. Cd application decreased RWC and chlorophyll
values compared to the values in the control groups. In addition, the carotenoid value, which increased with
Cd application compared to the control, increased more with ANSO+Cd. H.0, and MDA values increased
with Cd treatment and decreased with ANSO+Cd treatment. CAT, GPX and APX activities increased with
Cd treatment compared to control. However, GPX decreased with ANSO pretreatment, while CAT and
APX increased even more. SOD activity remained equal in the Cd and ANSO+Cd groups, but decreased
compared to the control groups. Proline content increased with Cd application and decreased with ANSO
pretreatment. There was a decrease in ascorbic acid and catechol compared to the control with Cd
application, but the values increased relatively with ANSO+Cd application. Cinnamic acid and trans P-
coumaric acid increased with Cd application compared to control. As a result, it can be said that ANSO
pre-application in maize plant exposed to Cd stress contributes to the protection of the plant by providing
chelation of Cd.

2022, 49 Pages

Keywords: Sulfonate derivative, Phenolic compounds, Zea mays, Abscisic acid, Antioxidant system
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1. GIRIS

Her canlinin kendi habitatinda optimum kosullarin bulunmasi, homeostasileri igin
gereklidir. Bu kosullardaki olumsuz degisikler ise canlilarda stres olusturur. Canlilar igin
stres olusturan faktorler farklilik gostermekte ve elbette strese verilen yanitlar da farkl
olmaktadir. Bununla birlikte tiim canlilar i¢in ortak bir takim stres faktorleri de mevcuttur.
Kiiresel 1sinmay1 arttirict etmenler, endiistriyel atiklar ve agir metal birikimleri tim

canlilarda olumsuz cevap olusturan faktorlerdir.

Canlilar yapisal biitiinliiklerini korumak i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Dolayisiyla
enerji kaynaklarini koruma ve devamliligini saglama hayati 6nem tasir. Bu anlamda,
bitkiler, diinya tlizerindeki yasamin devamliliinda kilit 6neme sahip organizmalardir.
Gilines ile diinyaya ulasan enerjinin canlilar ic¢in kullanilabilir bir forma
dontistiirilmesinde en 6nemli aracilardan biri bitkilerdir. Diinya yiizeyinde yasamin
devamlilig1 i¢in bitkileri hayatta tutan optimum kosullari korumak bir zorunluluktur.
Bitkiler icin stres olan abiyotik ve biyotik stres faktorlerinin azaltilmasi ya da bitkilerin
bu stres faktorlerine toleranslarinin arttirilmasi, bitkilerin siirekligini saglamaya yonelik
¢Oziim yollarindandir. Bitkiler strese cevaplarini bir merkezilestirilmis stres yanit sistemi
tizerinden olustururlar (Chapin, 1991). Bitki hiicreleri stresi algilayan hiicresel sensorlere
sahiptir ve alinan uyarilar uygun sinyal yollar1 ile cevap olusumunun saglanacagi merkeze
iletilerek bitkinin biyokimyasal, molekiiler ve fizyolojik cevap olusturmasi saglanir (Gull

ve ark., 2019).

Sanayilesme ile baslayan, diinyadaki top yektn degisim, olumlu etkiler kadar
olumsuz sonuglar da dogurmustur. Bunlardan en Onemlisi maalesef toprak
kirlenmeleridir. Topraktaki Kirlilik, ekolojik kirlenmenin temel sebeplerindendir ve
elbette bitkilerin tretici gorevi tistlendigi besin zincirlerinde yer alan tiim canlilar i¢in
birincil tehdittir. Bitkiler i¢in stres olusturan abiyotik etmenlerden bir¢ogu toprak kirliligi
ile baglantilidir. Ozellikle de yarilanma 6mrii uzun olan toksik agir metallerin kirletici
faktor oldugu topraklarda bitkilerin verimliligi kayda deger diisiis gostermektedir (Algan
ve Bilen, 2005). Agir metal kategorisine giren ortalama 40 kadar metal iyonu (Sharma ve
Agrawal, 2005) bulunmakla birlikte; ¢inko, bakir ve demir gibi baz1 agir metaller bitkiler
ve hayvanlar i¢in iz miktarlarda yararlidir (Asati ve ark., 2016). Civa, kursun, arsenik,
kadmiyum gibi metal iyonlar1 toksiktir ve etkili aritma yollar1 kullanmayan fabrikalarin

atik sularinda bol miktarda bulunmaktadir (Saglam ve Cihangir, 1995). Toksik agir



metaller bitkide fotosentez hizini diisiirerek siirgiin ve kok gelisimini inhibe ederler (Asati
ve ark., 2016), ayrica oksidatif strese neden olurlar (Fryzova ve ark., 2017). Toksik agir
metaller toprak mikroflorasinda zararli etkiler yaratarak dolayli olarak bitki biliyiimesini

olumsuz etkilerler (Asati ve ark., 2016).

Bu agir metaller i¢inde bitkiler i¢in en toksik olanlarindan biri kadmiyumdur. Eser
miktardaki Cd bile bitkiler igin tehlikelidir. Bitkilerin CO2 alim potansiyelini diisiirerek
organik madde tretimini sinirlar, bitki hiicrelerde turgor kaybina neden olur, ROS
iretimine yol agar ayrica lipid peroksidasyonunda artis meydana getirir (Farid ve ark.,
2013). Bu nedenle kiiresel ekinler olarak tanimlayabilecegimiz mahsullerde Cd stresi
biiyiik sorundur. Bu iiriinlerin Cd gibi agir metallere tolerans gelistirmelerinin saglanmasi
ya da iirtine, Cd gibi agir metallerin toksik etkilerini azaltic1 desteklerin verilmesi mahsul

verimliligi acisindan énemlidir.

Kiiresel oneme sahip ekinlerden biri de misirdir. Giiney Meksika’nin daglik
bolgelerinde g¢esitlendirildikten sonra diinyaya yayilan misirin, en eski tiirlerinin ge¢cmisi
yaklasik 9000 y1l 6ncelere dayanmaktadir (Matsuoka ve ark., 2002). Diinyada yetistirilme
alan1 en genis 2. tahil iirlinli olan misir; insan beslenmesinde, endiistriyel ve kimyasal
bir¢ok iiriinlin ham maddesi olarak sanayide, silajlik olarak hayvan beslenmesinde
kullanilmaktadir (Turhal, 2021). Ayrica endiistriyel alkol (Ranum ve ark., 2014) ve
biyoenerji (Torres ve ark., 2016) iiretiminde de kaynaktir. Hem besin hem de genis
spektrumlu ham madde olarak kullanimi nedeni ile diinya capinda ithalat ve ihracati
onemlidir. Bu nedenle; mevcut tiirlerinin biyotik ve abiyotik streslere direnglerini arttirici

uygulamalarin gelistirilmesi kiiresel onem arz etmektedir.

Ekosistemin hizla kirlenme gosterdigi diinyamizda, mahsul degeri bu denli
yiiksek bir tahilin verimliliginin arttirilmasi ve devamliliginin saglanmasi amaci ile yagam
ortamindaki streslerin olumsuz etkilerini azaltic1 ya da ortadan kaldirici tedbirlerin ve
uygulamalarin gelistirilmesi tim tlkeler i¢in gerekliliktir. Bu calismada Cd stresi
altindaki musir (Zea mays L.) bitkisinde aseton O-(2-naftilsiilfonil)oksim (ANSO)

maddesinin destegi ile Cd’nin yikici etkilerinin azaltilip azaltilmayacagi arastirilmistir.

1.1 Agir Metaller ve Bitkilerdeki Molekiiler Mekanizmasi
Tam tanimlamas1 yapilamamis olmakla birlikte birim hacim agirhig Sg/cm? iistii,
atom numarasi 20°den biiyiikk metallere agir metal denir (Yerli ve ark., 2020). Farkli

karakteristik ozelliklere sahip ¢ok sayida metal iyonu igeren agir metaller, ekotoksisite



olusturan elementler kategorisinde degerlendirilirler (Sharma ve Agrawal, 2005).
Bununla birlikte; ¢inko, mangan, bakir ve demir gibi tiirleri bitkilerde mikrobesin
elementi olarak kullanilmaktadir. Insanlarda bakir elementi deri ve kemik yapisina katilir.
Demir elementi hemoglobinin hem grubunun sentezi i¢in gereklidir. Cinko elementi
insanda bazi enzimlerin kofaktorii olarak ¢alisir. Fakat canlilar i¢in gerekliligi olan agir
metal tiirli sayisi ¢ok azdir. Eser miktarda alindiginda, organizmaya faydasi olabilen bu

agir metallerin bile esik degerlerin tistiindeki alimi toksik etki yaratir.

Termik Santral, Ulagim Demir-Celik,
Cip, Atik Gamur Gimentao,
‘Yakma Tesisleri Awactan Carm Oreti
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Sekil 1. 1 Agir metallerin ekosisteme gegis yollart (Rether, 2002)

Agir metaller kayaglarin jeolojik igeriginden depremler, volkanik faaliyetler gibi
dogal yollarla ekosisteme katilabildigi gibi endiistriyel faaliyetler gibi insan kaynakli
yollarla da ekosisteme dahil olmaktadir (Melih ve ark., 2009). Bunun yaninda kadmiyum,
civa, arsenik, krom ve kursun gibi tiirleri bitkiler i¢in mutlak zararlidir (Daghan ve ark.,
2013). Ozellikle agir metaller ile kontamine olmus topraklarda asit yagmurlarinin etkisi
ile su kaynaklarina yogun miktarda agir metal gegisi olmaktadir.

Toprak igerigine adsorbe olmus agir metaller bitki kdklerine ATP hidrolizi ile

alinip koklerden govdeye ksilem ile tasinmaktadirlar (Terzi ve Yildiz, 2011).



1.1.1 Topraktan agir metal iyonlarinin alim ve tasinimi

Agir metallerin bitki koklerinden alimi, kok hiicrelerinin ¢ift kathi fosfolipid
tabakasia gomiilii transmembran iyon tasiyicilar1 ve kanal proteinleri aracilifiyla ya da
metal selatlayicilar gibi yollar ile gergeklesmektedir. Metal tasiyicilar: ailesinde yer alan
tastyicilara bakir metalinin tasinmasinda gérevli CTR/COPT; demir, kadmiyum ve ¢inko
tasiniminda gorevli NRAMP (Dogal direngle ilgili makrofaj proteini), ¢cinko tasiniminda
kullanilan ZIP1 ile ZIP2 (DalCorso ve ark., 2013) ve ATP baglayici kaset (ABC) siiper
ailesi (Martinoia ve ark., 2002) 6rnek olarak sayilabilir . Rizosferdeki mikroorganizmalar
ve bitki kokleri, toprakta kolloidlere tutunmus metal iyonlarinin kokler tarafindan alimini
saglamak amaciyla kiigiik molekiillii organik bilesikler (Siderofor), karboksilatlar
salgilarlar (DalCorso ve ark., 2013). Boylelikle topraktaki metal formlar1 bitki kokleri
tarafindan kolay alinabilir hale doniistiiriilmiis olur. Ayrica bitkiler salgiladiklari
kimyasallar yardimiyla topragin pH’nmi disiirip selasyonu kolaylastirirlar. Kokler
yardimiyla alinan metal iyonlar1 simplastik ve apoplastik yolu izleyerek (Thakur ve ark.,

2016) ksileme gegis yaparlar ve siirgiinlere aktarilirlar.
1.1.2 Bitkilerde agir metal stresinin etkileri ve bitki yamitlari

Agir metallerin bitki metabolizmas1 tizerindeki toksik etkileri agir metallerin
tiiriine, bitki i¢in 1z miktarda gerekli olup olmadigina, bitkinin agir metale maruz kalma
dozuna ve siiresine bagli olarak degisir (Asri ve S6nmez, 2006). Bitkilerin agir metal
streslerine yanitlar1 ise kacinma, bitkinin belli organlarinda biriktirme ve savunmaya
gecme seklindedir. En toksik agir metallerden biri olan ¢inkonun bitkiler tizerindeki etkisi
bitkilerin metabolik hizlarin1 diislirerek gelisim geriligi yaratmaktir. Cinko bitki
yapraklarinda klorofil sentezi i¢in gerekli olan Mg ile yarisarak klorofil sentezini inhibe
etmekte ve yapraklari kloroza gotiirmektedir (Asri ve Sonmez, 2006). Kursun (Pb),
kadmiyum (Cd) ve nikel (Ni) iyonlarinin Salvinia natans (L.) All. (Su egreltisi) ve Lemna
minor L. (Su mercimegi) bitkileri tizerine etkilerinin arastirildig1 bir ¢alismada bitkilerin
maruz birakildiklar1 agir metallerin dozlart arttikca gelisimlerinin yavasladigi, organik
madde tretiminin azaldigi, lipid peroksidasyonuna bagli membran hasarlarinin arttigi ve
bitkilerin muhtelif organlarinda agir metal birikimlerinin meydana geldigi
gozlemlenmistir (Yalgin ve Leblebici, 2014). Fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkisi
tizerinde yapilan bir aragtirmaya gore kadmiyum ve civa stresinin kok {izerine olumsuz
etkilerinin, siirgiin sistemleri iizerindeki olumsuz etkilerinden daha yikici oldugu ayrica

toksik etkileri agisindan civanin kadmiyuma kiyasla daha agir sonuglar dogurdugu



gozlemlenmistir (Zengin ve Munzuroglu, 2003). Zea mays L. bitkisinde farkli
derisimlerde Pb ve Cd uygulamalari sonucunda koleoptil ve kok biiyiimelerinde

inhibisyon olusmustur (Ayhan ve ark., 2007).
1.1.3 Kadmiyum stresi altinda misir bitkisi

Dogada ¢ogunlukla kadmiyum siilfiir seklinde bulunan kadmiyum ge¢is metaline
Zea mays L. yiiksek tolerans gosterebilen bir bitki degildir. Yapilan bir calisma
gostermistir ki; Cd muamelesi ile misir bitkisinde enzim sistemleri olumsuz etkilenmis,
klorofil sentezi azaldig1 i¢in organik madde birikimi diismiis ve dolayisiyla biiyiime
geriligi meydana gelmistir (Lagriffoul ve ark., 1998). Baska bir ¢alisma ise, misir
bitkisinde, farkli konsantrasyonlarda Cd’ye maruz kalmanin Mn ve Zn birikimini
azalttigin1 gostermistir (Wang ve ark., 2007). Misir bitkisinin kok hiicrelerinin
ceperlerinde lignin biriktirme potansiyelini arttirarak ¢eperin sertlesmesine ve
nihayetinde kok gelisiminin inhibisyonuna neden olur; ayrica bitkinin mineral alimin
azaltir, proteinleri etkileyerek enzim sentezini bozar ve lipid peroksidasyonu ile membran
hasar1 yaratir (P4l ve ark., 2006). Iki cesit musir ile yapilan bir arastirma, Cd stresi ile
misirlarda ROS ftretiminin arttigini, lipid peroksidasyonunun gelistigini ve neticede her
iki musir ¢esidinde de tane veriminin % 4-11 aralifinda azalis gosterdigini ortaya
koymustur (Anjum ve ark., 2015). Kadmiyum stresine maruz birakilan misir fidelerine
aseton O-(4-klorofenilsiilfonil) oksim 6n uygulamasinin fotosentetik parametreler
tizerinde stresin olumsuz etkilerini hafiflettigi gosterilmistir (Demiralay, 2022).

1.2 Bitkilerin Abiyotik Stres Faktorlerine Molekiiler Cevaplari
1.2.1 Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu

Bitkilerde 6zellikle agir metaller, radyasyon, yaralanma, toprak tuzlulugu, yiiksek
151k, kuraklik, sicaklik degisimleri, ksenobiyotikler gibi abiyotik stres kosullarinda reaktif
oksijen tiirleri hemen hemen her hiicrede olusturulmakta fakat en yogun olarak kloroplast,
mitokondri ve peroksizomlarda iiretilmektedir. Dogas1 geregi diisiik reaktiviteye sahip
O2’nin, stres kosullarinda reaktivitesi monovalent indirgenme reaksiyonlari ile artmakta

ve ROS olusumu ile sonuglanan bir dizi reaksiyon meydana gelmektedir.
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Sekil 1. 2 Agir metal stresinde ROS olugumu (Benavides ve ark., 2005)

1.2.1.1 Siiperoksit radikali (O2")

Molekiiler oksijenin bir e alarak kararsiz bir yapiya indirgenmesi ile olusur. H20>
kaynagi olabildigi i¢in zararl bir radikaldir.
O2+e — 02 (1.1)
Triticum durum L. bitkisi {izerinde yapilan bir ¢alisma, kurakliga dayanikli (cv. Ofanto)
cesitinde susuzluk ile birlikte iiretilen siiperoksit radikalinin kontrol gruplarinda
tiretilenden farkli olmadigini fakat kurakliga duyarli (cv. Adamello) ¢esidinde siiperoksit
radikali iiretiminin %40 oraninda artis gosterdigini ortaya koymustur (Quartacci ve ark.,
1994). Morus alba L. (cv. Kanva-2) bitkisi tizerinde yapilan bir ¢aligma da gostermektedir
ki, Cu yetersizligi ve fazlalig1 ile bitkinin abiyotik strese maruz birakilmasi sonucunda

H20: ile birlikte siiperoksit radikali iiretimi de artmaktadir (Tewari ve ark., 2006).
1.2.1.2 Hidrojen peroksit (H203)

Stiperoksit dismutasyonu ya da direkt molekiiler oksijenin iki e alarak

indirgenmesi ile meydana gelir. Bitkilerde sinyal iletim molekiilii olarak gérev almasinin




yani sira (Saxena ve ark., 2016), biyotik ve abiyotik stres faktorlerine yanitta da olusan
ilk cevaplardan biridir.

202" +2H* — 0%+ H202 (1.2)
Bitkilerde abiyotik stres faktorleri, ABA gibi bazi1 hormonlar ve bitki yaralanmalari ile
olusan H>O>’nin temel kaynaklari; elektron akis hiz1 yiiksek kloroplastlar, mitokondriler,
peroksizomlar ve hiicre zarinda gergeklesen tepkimelerdir (Ocal Ozdamar ve ark., 2016).
Tuz stresine maruz kalan Cicer arietinm L. bitkisinde (Sheokand ve ark., 2010), Cucumis
sativus L. kalluslarinda (Abu-Romman ve Suwwan, 2009) ve Triticum aestivum L.’nin
tic ayrt kiltiriinde (Sen ve Alikamanoglu, 2015) H20. iiretiminin artti§1 ortaya

konulmustur.
1.2.1.3 Hidroksil radikali (OH")

Temel olusum kaynaklar1 siiperoksit radikali ve gecis metalleridir. Siiperoksit
radikali ile H>O2’nin tepkimeye girmesi hidroksil radikalini verir (Haber-Weiss
Reaksiyonu).
027+ H202 — O2 + H20 + OH~ (1.3)
Gegis metallerinin varliginda H2O2’den meydana gelebilir (Fenton Reaksiyonu).

Fe*? + H202 — Fe*3 + OH~ + OH" (1.4)

Atriplex canescens L. bitkisinde alkali boksit kalintisi ile oksidatif stres
olugturan reaktif oksijen tiirleri arasinda en ¢ok hasarin OH~ ile meydana geldigi
gozlemlenmistir (Shi ve ark., 2017). Her ne kadar 6nceki yillarda yapilan bir¢ok ¢aligma
OH *nin ag1r reaktivitesine ve hiicrelere verdigi hasara odaklansa da son yillarda yapilan
bazi ¢aligmalar ile OH~ radikalinin oksidatif stres meydana getirmek disinda bitkinin
¢imlenmesi, bagisiklik cevabi ve strese tolerans gelistirmesi gibi metabolik faaliyetlerde
gorevli oldugu ayrica bitki Slimiinden sonra bitkinin ayrigmasinda gorev alarak

diizenleyici bir molekiil olabilecegi yoniinde kanitlar mevcuttur (Richards ve ark., 2015).
1.2.1.4 Singlet oksijen (*O2)

Molekiiler oksijenin elektronunun yiiksek enerji ile spinine ters bir orbitale yer

degistirmesi ile olusur.

1 1 t 5
t0:0:  _enerji 0:0:
molekiiler singlet

oksijen oksijen

Sekil 1. 3 Singlet oksijenin olusumu (Edreva, 2005)



Singlet oksijen yar1 kararli, spin kisitlamasi olmayan, radikal olarak kabul
edilmeyen ancak bitkide stres olusturan kosullarda biyolojik makromolekiilleri
oksitleyebilen, lipid peroksidasyonuna neden olabilen bir molekiildiir (Knox ve Dodge,
1985). DNA, lipidler ve proteinlere verdigi oksidatif hasarin yani sira kloroplasttan
¢ekirdege bilgi iletiminde gorevli bir sinyal molekiilii olarak da ¢alisir (Dmitrieva ve ark.,
2020)

1.2.2 Enzimatik antioksidan savunma sistemleri

Enzimatik ve non-enzimatik olarak ayrilan antioksidan sistemler hiicrelerde DNA,
protein, lipid gibi makromolekiillerin reaktif oksijen tiirleri ile oksidasyonunun Gniine
gecen ya da oksitlemeyi geciktirici olarak calisan sistemlerdir. Aerobik canlilar hem
normal hem de stresli kosullarda reaktif oksijen tiirleri {iretirler. Bunlarin
detoksifikasyonundan antioksidan sistemler sorumludur. Enzimatik antioksidan sistemler
oksijen radikallerindeki elektron eksiklerini enzimatik reaksiyonlar ile tamamlayarak
radikali zararsiz hale getirip savunma olustururlar.

Yiiksek yapili bitkiler strese maruz kaldiklarinda siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX), peroksiredoksin
(Prx), tioredoksin (Trx), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR), peroksidaz (PODs), glutatyon S-transferaz (GSTs), glutatyon

rediiktaz (GR) enzimatik antioksidanlarini meydana getirirler.
1.2.2.1 Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikalini substrat olarak kullanir ve hidrojen peroksit ile molekiiler
oksijene ¢evirerek siiperoksit dismutasyonunu saglar. Bu metalloenzimin bitkilerde farkli
metalleri prostetik grup olarak kullanan ii¢ grubu (bakir ve ¢inko igeren enzimler,
manganez igeren enzimler ve demir igeren enzimler) mevcuttur (Gupta ve ark., 2018).

Yiiksek sicaklik stresine maruz birakilan farkli genotiplerde bes bugday cesidi ile
yapilan bir ¢caligmada siiperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve katalaz aktivitelerinin
bitkilerin gelisim asamalarinin  tamaminda stresin etkisi ile artig gosterdigi
gozlemlenmistir (Almeselmani ve ark., 2006). Cucumis sativus L. bitkileri 4°C’lik
ortamda soguk stresine maruz birakilmis ve CAT aktiviteleri diisiis gosterirken SOD,
APX, GR ve PODs aktiviteleri ise artig gostermistir (Lee ve Lee, 2000). Yapilan bir bagka

calisma ile Oryza sativa L. bitkisinde tuz stresi ile manganez i¢eren SOD’un iki izoformu,



bakir ve ¢inko igeren SOD’un bes izoformu ayrica APX’in ve GR’nin de yediser izoformu

olusmustur (Lee ve ark., 2001).
1.2.2.2 Askorbat peroksidaz (APX)

Farkli izoformlar1 bulunan askorbat peroksidaz enzimi hidrojen peroksitin
askorbattan aldig1 elektronlar sayesinde suya indirgenmesini saglayan reaksiyonu
katalizler. APX bitkilerde kloroplast, mitokondri, peroksizom ve sitozol gibi bolimlerde
iretilmekle birlikte; kloroplastlardaki APX iiretimi askorbat miktarma bagimlidir,
askorbat azaldik¢a APX {iretimi azalir (Gupta ve ark., 2018). Katalaza kiyasla APX’in
H202’ye baglanma ilgisi daha yiiksektir (Kiregci, 2018).

Oryza sativa L. bitkisinde tuz stresoriine bagli SOD iiretimi H2O> {iretiminin
artisina sebep olmus, H20> ise strese bagli sinyal yolu olusturarak APX {iretim artisin
tetiklemistir (Lee ve ark., 2001). Col bitkileri olan Peganum harmala ve Halogeton
glomeratus Ni-Cu igeren ii¢ ayr1 konsantrasyonda soliisyonlar ile agir metal stresine
maruz birakilmig ve H. glomeratus’da tiim konsantrasyonlarda APX degerleri kontrole
kiyasla artis gosterirken, P. harmala’da 1HM soliisyon uygulamasi kontrole kiyasla APX
degerini kayda deger arttirmis fakat ilging bir sekilde 10HM ve 20HM soliisyonlarda
APX degeri kontroliin altina diismiistiir (Lu ve ark., 2010).

1.2.2.3 Katalaz (CAT)

Bitkilerde temel iiretim yerleri peroksizomlar olan katalaz, H202’nin detoksifiye
edilmesinde ayrica lignifikasyonda gorev alan enzimdir (Kiregei, 2018). H202’in
pargalanarak H>O ve O seklinde, biyolojik sistemlere zarar vermeyecek, forma
donlismesini saglar. Reaktif oksijen tilirlerindeki artisla beraber agirlasan stres kosullarina
bitkiler peroksizom sayilarini ve boylelikle de katalaz tiretim miktarlarini arttirarak cevap
verirler (Bhaduri ve Fulekar, 2012). Nicotiana tabacum bitkilerinin farklt mutantlar1 Cd
ve Zn igeren topraklarda biiyiitiildiiklerinde, agir metal stresi meydana gelmekte ve buna
bagli olarak da SOD, CAT enzimleri artig gosterirken GST enziminin izoformlar1 azalma
gostermistir (Lyubenova ve ark., 2009). Yapilan baska bir ¢alisma, kuraklik stresine
maruz birakilan 9 ekmeklik bugday cesidinde CAT aktivitesinin artmis oldugunu fakat
ciceklenme siiresinin uzamis, tane sayisinin ve agirliginin ise azalmis oldugunu gostermis
ve bu durumun CAT aktivitesindeki artis ile kurakliga tolerans arasinda pozitif

korelasyondan kaynaklandigi distiniilmiistiir (Kutlu ve ark., 2017).
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1.2.2.4 Guaiakol peroksidaz (GPX)

Peroksidazlar ailesine ait sinif I1I bitki peroksidazlar1 bir¢ok izoenzim igeren genis
bir gruptur ve guaiakol peroksidaz gorevlerinden biri oksirediiksiyon olan bir peroksidaz
cesididir (Hiraga ve ark., 2001). H2O2’nin detoksifikasyonunda gorev alir. Guaiakol
peroksidaz substrat olarak guaiakolii kullanir, sitoplazma ve hiicre duvarinda aktiftir
(Tayefi-Nasrabadi ve ark., 2011). Bakir stresi altindaki Beta vulgaris L. bitkilerinde
betasiyanin birikim miktarinin ve guaiakol peroksidaz aktivitesinin gozlemlendigi bir
calismaya gore, bakir agir metaline maruziyetin 3. giiniinden itibaren gen¢ yapraklarda
enzim aktivitesi 3,3 kat artarken yaslh yapraklarda artis 1,4 kat olmustur (Morales ve ark.,
2012).

1.2.3 Enzimatik olmayan savunma sistemleri

Diisiik molekiil agirlikli, ¢ogunlukla membranlarda aktif calisan savunma
sistemleridir (Waskiewicz ve ark., 2014). Hiicre bdlinmelerinden hiicre 6liimiine kadar

birgok yerde ve abiyotik stres cevabinda gorev alirlar (de Pinto ve De Gara, 2004).

Cizelge 1.1 Bitkilerde enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan

antioksidanlar Rolii Hiicresel Lokasyonu

Askorbik asit Direkt olarak O, OH~ ve H,O2’yu temizler.  Kloroplast, apoplast, vakuol,
Tokoferoller Lipid peroksidasyonunu  kirar. Lipid Bitkilerin tiim kisimlarinda
peroksitlerini, O2", OH‘i temizler. bulunur. En ¢ok kloroplast

membranlarmda bulunur.

Peroksi radikalleri ile O,"'ve OH~“i temizler.  Sitozol, vakuol
Glutatyon Redoks dongiistiniin bir substrati olarak OH~  Sitozol, vakuol, endoplazmik
- ile 102 nin direkt temizlenmesinde yararlidir.  retikulum, mitokondri
Fenolik Bilesikler Antioksidan 06zelliklerini iyi birer hidrojen Sitozol, vakuol
veya elektron vericisi olmalari, zincir kirici

ozellikleri ve gecis metalleri ile selat

olusturmalar1 sayesinde gosterirler.

1.2.3.1 Askorbik asit (AsA-C vitamini-Askorbat)

Sentezi mitokondride gergeklesen askorbik asit (Horemans ve ark., 2000) bitkide
hiicre boliinmesinden fotosenteze birgok metabolik faaliyette diizenleyicilik yapan, enzim

kofaktorii olarak kullanilan ve bitkinin maruz kaldig: stres durumlarinda ise oksidatif
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direngte serbest radikal yakalayici olarak rol oynayan 6nemli bir antioksidandir (Kiregci,

2018).
H

Q

Sekil 1. 4 Askorbik asit

ABA, SA, GA gibi bircok bitkisel hormonun sentezinde kofaktdr olarak
bulundugu i¢in oksidatif stres bu hormonlarin sentez reaksiyonlarini da bozacaktir (Mazid
ve ark., 2011). Tuz stresine maruz birakilan Zea mays L. bitkilerinde, ekzojen askorbik
asit uygulamasinin bitkinin fotosentetik pigmenterinin korunmasinda ve bitkinin
oksidatif diren¢ gelistirmesinde destek sagladigi gézlemlenmistir (Dogru ve Torlak,
2020). Bir ¢alisma Arabidopsis thaliana’nin vtc-1 mutantinda diisiik miktarda AsA’nin
kloroplastlarda malondialdehit tiretimini arttirip a-tokoferol ve B-karoten seviyelerini ise

diisirerek membran hasarinin olusumunu tetikledigini géstermistir (Munné-Bosch ve

Alegre, 2002).
1.2.3.2 Tokoferoller

Bitkiler i¢in vazgegilmez redoks tamponlaridir (Foyer ve Noctor, 2005). Reaktif
oksijen tiirlerinin yani sira lipid oksidasyon iiriinlerinin de siipiiriilmesinde gorevlidir.
Yagda ¢6ziinebilen tokoferollerin a, B, 8, y olmak iizere ¢esitleri mevcuttur (Waskiewicz

ve ark., 2014) ve oksidatif stres ile gen ekspresyonlarinin arttigi gozlemlenmistir (Kiregci,
2018).

Sekil 1. 5 Tokoferollerin genel yapisi

Bakla bitkisine sprey seklinde uygulanan o-tokoferol sonrasi bitkide biiylime

gelisme ve verim olumlu etkilenmistir (EI Bassiouny ve ark., 2005). Oryza sativa L.
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bitkisinin su stresine maruz birakildiginda verdigi ilk savunma cevaplarindan biri

askorbat ve a-tokoferol iiretimini arttirmak olmustur (Boo ve Jung, 1999).
1.2.3.3 Karotenoidler

Bitkiler tarafindan iretilen karotenoidlerin 600°den fazla ¢esidi mevcuttur
(Kiregei, 2018). Plastitlerde tiretilirler ve singlet oksijenin detoksifikasyonunda diger
non-enzimatik antioksidanlar ile sinerjik olarak calisarak strese savunma olustururlar.
Izoprenoid tiirevi olan karotenoidlerin kloroplastlarda bulunanlar1 i¢ membranda gérev
alirken, kromoplastlardakiler ise, karotenoid-lipoprotein birlikteliklerini olusturmak igin
polar lipidler ile is birligi yaparlar (Waskiewicz ve ark., 2014). Lycopersicon esculentum
Mill. bitkisinde tuz ve azot igeren giibre bilesimi uygulamasinin etkilerine bakilmis ve
orta derecede tuzlulugun karotenoid seviyesini %40 arttirdig1 fakat yiiksek orandaki

tuzlulugun karotenoidleri (6zellikle likopen) olumsuz etkiledigi sonucuna varilmistir

(Pascale ve ark., 2001).
1.2.3.4 Glutatyon

Sistein igeren tripeptit yapisindaki glutatyon bitki hiicrelerinin neredeyse tiim
hiicre boliimlerinde yer alir ve ROS’larin temizlenmesinde gorevlidir (Waskiewicz ve
ark., 2014). Ayrica hiicre dongiisiiniin devamlilig1 ve meristem biiyiimesi gibi metabolik
olaylarda da kullanilir (Foyer ve Noctor, 2005). Bitkiler indirgenmis (GSH) ve
oksitlenmis disiilfit formu (GSSG) olarak iki form halinde glutatyon bulundurur (Shu ve
ark., 2011).

SH
O O 0

H\‘)‘\Q
N
HO H

NH,

.

Sekil 1. 6 Glutatyon
Son veriler glutatyonun bitkilerdeki metilglioksal birikimi ve agir metal stresine
kars1 6nemli bir savunma saglayan antioksidan oldugunu géstermektedir (Hossain ve ark.,
2012). Tuz stresine maruz birakilan Cicer arietinum L. bitkilerinde yapraklardan verilen
glutatyon desteginin reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda ve membran hasarinin

onlenmesinde yardimci antioksidan oldugu gosterilmistir (Sadak ve ark., 2017).
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1.2.3.5 Fenolik bilesikler

Yapilarinda hidroksil iceren fenol aromatik halka bulunduran bitkisel kaynakli
sekonder metabolitlerdir. Fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar.
Bitkilerde renk, tat, koku olusumunda (Boudet, 2007), UV 1sinlarina kars1 korunmada,
oksidatif strese neden olan serbest radikallerin temizlenmesinde (Laura ve ark., 2019)
gorevlidirler. Lignin gibi bitkisel yapiya katilan ¢esitleri oldugu gibi sinyal iletim yolunda
gorevli gesitleri de mevcuttur (Vermerris ve Nicholson, 2007). Fenolik bilesiklerin agir
metal stresi ile metalleri selatlayarak bas ettikleri diistintilmektedir (Michalak, 2006).
Sicaklik stresine maruz birakilan Lycopersicon esculentum L. ve Citrullus lanatus
bitkilerinde meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu oksidatif stres
bitkilerin fenolik bilesikleri sentezleme oranlarinin artisina neden olmustur (Rivero ve
ark., 2001). Tuz stresinin, Fagopyrum esculentum M. bitkisinin besin kalitesine etkisinin
arastirlldigt  bir calismada tuz konsantrasyonu arttikca fenolik bilesiklerin  ve

karotenoidlerin iiretim miktarinin arttig1 gézlemlenmistir (Lim ve ark., 2012).
1.2.4 Ozmolitlerin iiretimi

Bitkilerde suyun sitoplazma disina ¢ikisini engelleyerek turgor homeostazisini
saglayan, ozmoprotektan olarak calisan, ¢oziinlir maddelerdir (Biiyiik ve ark., 2012a).
Prolin ve asparajin gibi amino asitler, amidler, imino asitler, betain, poliaminler,
proteinler ve organik asitler bitkilerde en sik rastlanan ozmolitlerdir. Ozmotik strese
cevap olarak sitoplazmada biriken ozmolitler dehidrasyonu engellemeye c¢alisirlar.
Kuraklik stresinde bitkilerin ilk biriktirdigi ozmoprotektan prolindir (Biiyiik ve ark.,
2012a). Misir bitkisinin iki genotipi (Wandan 13 ve Runnong 35) kullanilarak yapilan bir
calismada bitkiler farkli konsantrasyonlarda Cr ¢ozeltisi ile muamele edilmis ve bitki
hiicrelerinde Cr stresi ile serbest prolin, seker, protein ve fenolik bilesiklerin birikim
gosterdigi gozlemlenmistir (Anjum ve ark., 2017). Solanum lycopersicum L. bitkisi
tizerinde yapilan bir ¢alisma Cd stresinin prolin ve glisin betain ozmoprotektanlarini
kontrole kiyasla sirayla 4,28 ve 2,04 kat arttirdigini fakat selenyum destegi ile bu artisin
Cd’ye maruz kalan bitkilerdeki degerden (prolinde 1,31 kat ve glisin betainde 1,13 kat)
daha fazla oldugunu ortaya koymustur (Alyemeni ve ark., 2018).

1.2.5 Lipid prekosidasyonu

Bitkilerde lipid peroksidasyonu, lipoksijenaz (LOX) Kkatalizorliigiinde

gerceklesen enzimatik yolla ya da serbest yag asitlerinin yiikseltgenmesiyle baglayan non-



14

enzimatik yolla gergeklesebilir (Skorzynska-Polit, 2007). Meydana gelen peroksit
tiirevleri hiicre membranlarina geri doniisiimii olmayan hasarlar verir (Yarsan, 1998).
Lipid peroksidasyonunun tayini birtakim belirtecler ile yapilir. Reaksiyonlar sirasinda
iiretilen malondialdehit, hidroksialkalenler gibi aldehit tiirevlerinin birikimi lipid
peroksidasyonun kanit1 oldugu i¢in analizlerde bu belirteglere bakilir. Coklu agir metal
(Pb, Cd ve Hg karigimi) ¢ozeltisinin farkli yogunluklarina maruz birakilan Kandelia
candel ve Bruguiera gymnorrhiza bitkileri ile yapilan bir ¢alismada, K. candel
bitkilerinin agir metallere B. gymnorrhiza bitkilerine kiyasla tolerans gelistirmis oldugu
ve lipid peroksidasyonunun yalnizca strese daha az dayanikli B. gymnorrhiza'da artis
gosterdigi tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2007). Yamauchi ve ark. (2008) tarafindan
Arabidopsis thaliana, Cucumis sativus L. ve Spinachia oleaceae bitkileri kullanilarak
yapilan bir c¢alisma yiiksek sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde hiicre
membranlarindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile MDA gibi

aldehitlerin olustugunu gostermistir.
1.2.6 Absisik Asit (ABA)

Kimyasal yapis1 1963’de belirlenen ABA bitkinin kok, gévde, tohum,, meyve,
yaprak gibi hemen her parcasinda bulunabilen bir seskiterpendir (Cetin, 2014). Onciilii
mevalonik asit olan ABA yogun olarak yapraklarda sentezlenip diger organlara tasinan
bir biliylime regiilatoriidiir ve yaprak dokiimii, tomurcuk gelisiminin engellenmesi,
dormansinin devamliliginin saglanmasi, erken c¢imlenmenin Onlenmesi ve stoma
kapanmasinin tetiklenmesi gibi birgok metabolik goreve sahiptir (Kumlay ve Eryigit,

2011).

O

Sekil 1. 7 Absisik asit

ABA kuraklik stresinde bitkide birikim gostererek farkli sinyal yollari ile protein
sentezini yavaglatarak stoma kapanmasina neden olur (Postiglione ve Muday, 2020).
Kurakliga dayanikli ve kuraklik hassasiyeti bulunan iki misir hibriti ile yapilan bir

calismada farkli konsantrasyonlarda ABA uygulanan bitkilerin kuraklik stresine
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cevaplari arastirilmig ve eksojen ABA desteginin, bitkilerde kurakliga dayanikli hibritte
daha etkili olmak tizere ¢imlenmeyi, bitki biyomasini, antioksidan enzim seviyelerini
olumlu etkiledigi bununla birlikte oksidatif stresi hafiflettigi , MDA igeriklerini
diistirdligti boylelikle de bitkilerin kuraklik stresine direng gelistirmelerinde destek
sagladig1 gosterilmistir (Yao ve ark., 2019).

1.3 Ge¢misten Giiniimiize Misir Bitkisi

Kokeni 55-70 milyon yil 6ncesine dayanan musir bitkisi (Scott ve Emery, 2016),
bugiinkii tiiketim sekli olan modern misira, Meksika’nin Oaxaca ve Jalisco eyaletleri
arasinda c¢esitlenmis ve Amerika iizerinden tiim diinyaya yayilmistir (Strable ve Scanlon,
2009). Su anki dogal yayilim alani Amerika’dir. Biiylime doneminde nemli topraga
gereksinim duyar. Poaceae ailesine ait bitki, stamenleri tepe ptskiiliinde disi pistili ise
govde tizerindeki diigiimlerde yer alan tek evcikli yapiya sahiptir (Scott ve Emery, 2016).
Diploid kromozom yapisina sahip tek yillik bir bitkidir. Angiosperm yapili misirda polen
dagilimi1 (bitki basina ortalama 1 milyar polen seklinde) riizgar ile gergeklesir ve cifte
dollenme ile embriyo olusumu saglanir. Cekirdegi karyopsis yapilidir, sertlesen perikarp
tohum ile beraber biiylir. C4 metabolizmasina sahip bir bitki olan misirin organik madde
birikimi yiiksektir.

Diinya tahil tiiketiminde 6nemli 6 tahildan biri olan misirin tiretiminde bas1 ¢geken
tilkeler ABD, Cin ve Brezilya’dir (Akkurt ve Demirbas, 2021). Yaygin iiretiminin nedeni
kullanim alanmmin genis olmasindan kaynaklanir. Insan beslenmesinde, hayvan
beslenmesinde (kaliteli yem olarak), endiistrinin bir¢ok kolunda hammadde olarak
kullanimlarinin yani sira biyoenerji ve etanol iiretiminde ve bilimsel ¢aligmalarda model
bitki olarak da kullanilmaktadir.

Son yillarda musir bitkisinin fitoremediasyonda kullanilabilirligi {izerine
calismalar yiriitilmektedir. Agir metal ile kirlenmis topraklar i¢in ekonomik,
uygulanabilir ve ekolojik olarak da giivenli bir yontem olmasi agisindan fitoremediasyon

onemlidir.



16

Teosinte Modern Misir

Sekil 1. 8 Teosinte (modern misirin atasi) ve evcillestirilmis misirin dallanma ve ¢igeklenme farklari
(Piperno ve ark., 2015)

1.4 Aseton O-(2-naftilsiilfonil)oksim Maddesi

Bitkilerde oksimler nitrojen iceren CYP79 enzim ailesinin katalizorliigiinde
amino asitlerden sentezlenen biyoaktif kimyasal molekiillerdir (Serensen ve ark., 2018).
Tiim kimyasal fonksiyonlar1 heniiz tam netlik kazanmamis olan oksimlerin tespit edilen
antioksidan 6zellik, inflamasyona kars1 koruyuculuk, mikroorganizmalar ile savagsma ve
kansere karsi koruyuculuk gibi gorevleri mevcuttur (Surowiak ve ark., 2020). Amfoter
ozellik gosteren oksimler yapilarinda bir ya da birden fazla —C=NOH grubu igerirler.

ANSO bir ketoksim ¢esitidir. Yapilan bir ¢alismaya gore ANSQO’da, aseton O-(4-
klorofenilsiilfonil)oksime kiyasla diarilkadmiyum reaktiflerinin bakir katalizorlii
elektrofilik aminasyondaki etkinlikleri daha azdir (Korkmaz, 2021a). Fakat
arilkadmiyum iyodiirlerin ANSO ve aseton O-(4-klorofenilsiilfonil) oksim ile elektrofilik
aminasyonunun incelemesi yapildiginda ANSO’nun daha iyi verim olusturan bir madde
oldugu gosterilmistir (Korkmaz, 2021b). Baska bir c¢alismada aseton O-(4-
klorofenilsiilfonil) oksim 6n uygulamasi yapilan misir bitkilerinde bakir stresoriine karsi
direng gelistigi yani antioksidan sistem enzimlerinin reaktif oksijen {irlinlerinin
stiptirilmesini  sagladigi  gozlemlenmistir (Yetissin ve Kardes, 2022). ANSO
molekiiliiniin bir tiirevi olan aseton O-(4-klorofenilsiilfonil) oksim ile yapilan bir

calismada, kadmiyum stresine maruz birakilan musir bitkisinde aseton O-(4-


https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=tr&user=6cEuTIgAAAAJ&citation_for_view=6cEuTIgAAAAJ:qjMakFHDy7sC
https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=tr&user=6cEuTIgAAAAJ&citation_for_view=6cEuTIgAAAAJ:qjMakFHDy7sC

17

klorofenilsiilfonil) oksim ©n uygulamasinin, biyokimyasal parametreler iizerindeki
iyilestirici etkisinin yani sira fotosentez orani, transpirasyon ve stoma iletkenligi izerinde

de kadmiyum stresinin olumsuz etkilerini hafifletici etki gosterdigi kaydedilmistir
(Demiralay, 2022).

ANSO Bilesigi
T
O
N\ _©
A\
\O
3D Yapisi 2D Yapisi

Sekil 1. 9 ANSO’nun yapisi
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Agir metaller dogal ve antropojenik yollarla ekosisteme yayilan ekotoksisite
yaratan hetorojen bir element grubudur. Cinko, bakir, manganez, molibden, demir gibi
eser miktarlarda canlilara faydali olabilen baz1 ¢esitleri de yiiksek konsantrasyonlarda
tiim organizmalar i¢in toksiktir. Bu elementlere 6rnek olarak verilebilecek olan bakir iz
miktarda bitkinin metabolik faaliyetleri icin gereklidir; karbonhidrat ve protein
metabolizmasinda, solunumda gorev alir. Bununla birlikte bakir, bitki tarafindan
yeterinden fazla alindiginda; ROS iiretimine yol agmakta, organik madde birikimini ve
kok gelisimini yavaslatmakta, yapraklarda fizyolojik ve kimyasal deformasyonlara neden
olmaktadir (Saglam ve ark., 2016).

Toprakta agir metal kirliligi besin zincirinin dnemli bir parcast olan bitkileri
etkiledigi igin kiiresel tehdit olusturmaktadir. Ozellikle de diinya beslenmesinde stratejik
oneme sahip tahil iiriinleri i¢in ciddi stres kaynagi olan agir metaller yarilanma omiirleri
uzun oldugundan eliminasyonlar1 sorun yaratan elementlerdir.

Kadmiyum elementi bilinen yasam formlari iginde sadece bir deniz diatomu olan
Thalassiosira weissgflogii hari¢ tiim canlilar i¢in iz miktarda bile toksik olan bir agir
metaldir. Thalassiosira weissgflogii’de Zn eksikliginde Cd, karbonik anhidraz enziminin
kofaktorii olarak metabolizmanin devamini saglayabilmektedir (Lee ve ark., 1995). Fakat
Cd bitkiler i¢in hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyonlarda mutlak toksiktir.

Cd stresi bitkilerde klorofil sentezini inhibe ederek fotosentezi sinirlar (Farid ve
ark., 2013); elektron tasima sistemine ve redoks homeostazisine zarar vererek ROS
olusumuna dolayisiyla da oksidatif strese neden olur (Singh ve Prasad, 2014); bitki
¢imlenmesini, fide gelisimini, bagil su miktarin1 azaltir (Kuriakose ve Prasad, 2008),
stomal iletkenligi ve sinyal iletimini olumsuz etkiler. Reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine
neden olan Cd, bitkinin DNA’sinda gen mutasyonlarmin olusmasini tetikleyerek
kromozomal bozukluklarin 6niinii agar.

Pinus pinea L.ve Pinus pinaster Ait. bitkilerinin yiiksek konsantrasyonda Cd (5
uM Cd?*) ve diisiik konsantrasyonda Cu ve Cd karisimi (1 uM Cd?* + 1 uM Cu?) ile
muamelesi sonucunda bitkilerin her ikisinde de, c¢oOzeltilerin tamaminda, kazik kok
gelisiminin inhibe oldugu gorilmistiir (Arduini ve ark., 1994). Medicago sativa bitkisi
ile yapilan bir ¢alismada Cd veya Hg eklenerek hazirlanan kiiltiirlerde 6-24 saat tutulan

bitki fidelerinde, farkli yontemler ile stres Ol¢limleri yapilmis ve analizlerin ortak
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sonucuna gore agir metal stresi bitkide belirgin olarak oksidatif stresi arttirmis ayrica
hiicre nekrozunu tetiklemistir (Ortega-Villasante ve ark., 2005).

Kadmiyum direnci yiiksek Koelreuteria paniculata bitkisi, farkli
konsantrasyonlarda Cd ile muamele edilmis ve bitkinin 150-250 uM aras1 Cd’ye
dayanabildigi, AsA (Askorbik asit) ile GSH (glutatyon) iiretimini arttirarak duruma tepki
verdigi goriilmistiir fakat 250 uM iizeri yogunluklarda Cd degerlerine dayanamayan
bitkide IAA (oksin), GA (giberellin) ve ZT (zeatin) azalmasi goriilmiis belirgin membran
hasarlar1 meydana gelmistir (Yang ve ark., 2018).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile birlikte reaktif nitrojen tiirleri (RNS) de bitkilerin
kadmiyum stresine maruz kaldiklarinda olusturduklar1 cevaplardandir. Yeterli miktarda
iretildiklerinde sinyal yollarinda ¢alisan bu molekiiller yiiksek miktarda {iretildiklerinde
oksidatif hasarin yolunu agmaktadirlar (Romero-Puertas ve ark., 2019).

Kadmiyum suda ¢6ziinebilen ve bitkilerde yliksek mobilite gosterebilen bir gegis
metali oldugu icin ¢ok tehlikelidir. Bitki icin elzem olabilen bazi katyonlarm (Ca*?, Fe*?,
Ca*2, Mg*2 gibi katyonlar) hiicre icine giris yolu olan membran tasiyicilarimi kullanabilir
(Sandalio ve ark., 2009). Hiicre i¢inde ise Cd’nin tecridi i¢in fitoselatinler adinda bir
peptit grubu tretilir; gorevleri Cd’u baglayarak etkisiz hale getirip vakuole tagimaktir
(Ahmad ve ark., 2019). Fitoselatinler daha sonra vakuoliin asidik ortaminda Cd’den
ayrilip ya parcalanirlar ya da sitozole geri gonderilirler (Pal ve ark., 2006).

Singh vePrasad (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada Solanum melongena L.
bitkilerine farkli dozlarda uygulanan Cd ile oksijen radikalleri artmig, fotosentetik
etkinlik azalmis ve fide gelisimi inhibe olmustur; fakat bitki 6rneklerine bir sitokinin
cesidi olan kinetin destegi verildiginde Cd stresinin neden oldugu olumsuz sonuglar
hafiflemistir. Trigonella foenum-graecum bitkileri Cd stresine maruz kaldiklarinda nisbi
su iceriklerinin, CO2 6zlimlemesinin ve stomal hareketliligin azaldig: fakat bitkiye H2S
ile destek wverildiginde antioksidan enzimlerin sentezlerinin arttig1 ayrica H20»
seviyesinin %38, elektrolit sizintisinin %51 oraninda azaldig1 gozlemlenmistir (Javad ve
ark., 2022). Brassica oleracea L. bitkileri lizerinde yapilan bir caligmaya gore, Cd stresi
altinda bulunan bitkiye biitanoid uygulamas1 yapildiginda Cd varliginda bozulan hiicre
ici ozmotik denge ve membran gegcirgenligi diizelmis, ROS iiretimi azalmis, fotosentetik
potansiyel artmis, bitki biiytime gelismesi olumlu etkilenmistir (Shah ve ark., 2020). Bu
calismalar bitkilerde agir metal tosisitesi ile savasta bagka ¢6ziim yollarinin olabilecegini

akla getirmektedir. Eger bitkinin yetistigi ortamda agir metal kirlenmesi kaginilmaz ise
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bitkinin normal metabolik faaliyetlerinin devami i¢in agir metal stresinin neden oldugu
hasar1 azaltacak ya da engelleyebilecek alternatif ¢6ziim yollar1 aranabilir.

Bitkilere verilen fitohormon destegi agir metal stresinin zararh etkilerini
hafifletecek yollarindan biri olabilir. Onciilii karotenoid olan strigolaktonlarn agir metal
stresine maruz birakilan bitkilere eksojen olarak verilmesinin ROS iiretimini azaltarak
bitkinin stresle bas etme kabiliyetini arttirdigi gézlemlenmistir (Yavas ve Yelda, 2021).
Cd biriktirme egilimi olan Oryza sativa L. bitkilerinde Lizin-Fe kompleksinin eksojen
uygulamasi bitkide Cd birikim seviyelerini diisiiriirken Fe birikimini arttirmis,
antioksidan enzim sistemini aktiflestirerek stresin olumsuz etkilerini azaltmistir (Bashir
ve ark., 2018).

Kadmiyum kaynakli bitki hassasiyetini hafifletmek i¢in denenen uygulamalardan
biri de ultrasonik tohum muamelesidir. Brassica napus L. bitkilerinde 20 KHz frekansl
ultrasonik dalgalarin kullanildigi tohum muamelesinde antioksidan sistemin aktiflestigi,
lipid peroksidasyonunun engellendigi, mahsul veriminin arttig1 ve bitkinin Cd biriktirme
potansiyelinin diistiigii goriilmiistiir (Rao ve ark., 2019).

Cd stresine maruz kalan Triticum aestivum bitkisine, bitki kokiinde endosimbiyoz
yasam olusturan bir mantar ¢esidi olan Piriformospora indica asilamasi, bitkide reaktif
oksijen tiirlerinin temizlenmesini kolaylastirmis ve strese diren¢ gelisimini saglamistir
(Aliloo ve Shahabivand, 2016).

Bitkiler Cd stresi ile bas edebilmek i¢in kaginma, biriktirme ve savunma seklinde
cesitli stratejiler gelistirmislerdir. Cd ile tetiklenen sinyal transdiiksiyonu ile
detoksifikasyon genleri eksprese olur. MAPK kaskadi, Ca/kalmodulin sistemi ve hormon
sentez sinyal yollar1 ile c¢ekirdege bilgi aktarimi gerceklesir ve bitkilerde Cd stresine
cevap olusturacak genlerin ekspresyonu gerceklesir (DalCorso ve ark., 2010). Solanum
lycopersicum bitkileri {izerinde yapilan bir ¢alismaya gore E3 ubikuitin ligaz genleri (SI1,
SIRHEL1 ve SIRING1) arasindan SIRING1 kadmiyum rejimi altindaki bitkide en etkili
gendir ve susturulmasi1 durumunda oksidatif stres artmis, antioksidan sistem bozulmus ve
bitki gelisimi yavaslamistir (Qi ve ark., 2020).

Diinya niifusu arttik¢a agir metal kirlenmesinin de her gecgen giin artig gdsterecegi
ve kiiresel bir soruna doniisecegi gelecege dair 6ngoriilerin tamaminda gii¢lii bir sekilde
ifade edilmektedir. Cd toksisitesi yliksek bir agir metaldir. Misir gibi kiiresel 6neme sahip
bir tahil Giriiniinde Cd toksisitesi verimi etkileyen 6nemli bir sorundur. Stresoriin yarattigi
hasar1 hafifletici ya da engelleyici uygulamalar, hatta stresore ragmen musir bitkisinin

Cd’yi biyokimyasal faaliyetlerden uzak noktalarda biriktirerek bitkinin metabolik
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devamliliginin saglanmasi i¢in yapilan caligmalar 6nem arz etmektedir. Literatiir
taramalarinda Cd rejimine maruz kalan misir bitkilerinde ANSO 6n uygulamasinin
etkilerini inceleyen herhangi bir calisma mevcut degildir. Mevcut calisma diinya
genelinde ekimi bu denli genis alanlarda yapilan bir tahilin verimliliginin korunmasi ve
devamliliginin saglanmasi amaciyla ANSO 6n uygulamasimin Cd stresi altindaki misir

bitkileri tizerinde olusturdugu yanitlarin etkilerini gézlemlemeyi amaglamaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Calismamizda kullanilan Zea mays bitkilerine ait Ornekler ADA 523
varyantindadir. Tohumlar Sakarya Misir Enstitiisii'nden tedarik edilerek deneyler
gerceklestirilmistir. ADA 523 ortalama %8,6 protein, %6 yag ve %59,6 nisasta verimine
sahiptir; FAO olum grubu ise 650-700 yani orta geggidir. Silindirik, orta uzunlukta ve
130-150 cm yiikseklikte koganlar verir. Yapraklar1 genis taneleri ise sar1 at disidir.

ADA 523 ¢esidinin maruz kaldig1 kadmiyum stresine etkisi incelecek olan ANSO
ise ketoksim grubundan aseto oksimin bir siilfonat tiirevidir ve laboratuvar ortaminda
sentetik olarak iiretilmistir. ANSO molekiilii kimyager Dr. Adem KORKMAZ tarafindan

taze olarak sentezlendikten sonra ¢alismalarimizda kullanilmistir.
3.2 Yontem

ADA 523 tohumlar1 Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarinda 18°C gece/22 °C giindiiz sicakligi, %65 £5 bagil nem ve 400 umol m”
251151k yogunlugu kosullar1 saglanarak olusturulan biiyiime ortaminda diizenli sulama ile
25+3 giinliik siire boyunca tutulmuslardir. Siire sonunda bitkilerin toprak yiizeyinden 1

cm yukaridan kesimleri gergeklestirilip 6rnekler olusturulmustur.

3.2.1 Kadmiyum ve ANSO’nun optimum konsantrasyonunun tayini

Literatiir taramasi sonucu ¢aligmamizin ruhuna uygun Cd stresi siddetinin 100 uM
CdCl2 olmasinin uygun olduguna karar verildi. Dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
¢ozdiiriilen ANSO’nun sekiz farkli derisimi olusturulduktan sonra 100 uM CdCl; stresi
altindaki misir fidelerine uygulanarak stresin olumsuz etkilerini hafifleten doz MDA ve
H20. igerikleri tlizerinden belirlendi. Bu on c¢alisma sonucunda 0,3 mM ANSO
konsantrasyonunun sekiz derisim igerisinden en uygun derisim olduguna karar

verildikten sonra yeni bulgular 1s1¢inda ana ¢aligmalara baslandi.
3.2.2 Deney gruplarinin hazirlanmasi

Asagidaki tabloda belirtilen deney gruplari olusturularak elde edilen misir fidelert;
Cd igerigi, ABA igerigi, Fotosentetik pigmentler, MDA, H20,, antioksidan enzim
aktiviteleri (GPX, CAT, SOD, APX), protein igerigi ve fenolik bilesikler (askorbik asit,
trans P-kumarik asit, katekol, sinnamik asit) parametrelerinin 6l¢iimii i¢in -20°C’de

muhafaza edilmistir.



23

Cizelge 2.1 Deney gruplari

1-) | Kontrol (K) | 18 saat saf su

2-) | ANSO 6 saat 0,3 mM ANSO, 12 saat saf su

3) Cd 6 saat saf su, 12 saat 100 uM CdCl;

4-)  ANSO+Cd 6 saat 0,3 mM ANSO, 12 saat 100 uM CdCl,
(K: kontrol, ANSO: Aseton O-(2-naftilstlfonil)oksim, Cd: kadmiyum)

3.2.3 Bitki orneklerinde kadmiyum tayini

Her o6rnek 0,1gr olacak sekilde once mikrodalga destekli asitte sindirilmis
ardindan ise Cd igerikleri IPC-MS (Agilent 7900, Agilent, USA) ile olgiilmiistiir.
Kullanilan asitler 1 mL of 35% (v/v) H202 ve 8 mL of 65% (v/v) HNO3’tiir. Asitle
sindirimin ardindan kullanilan mikrodalga sisteminde (Anton Paar, Mikrodalga
Reaksiyon Sistemi) ilk 20 dakikalik siirede sicaklik 185 °C’ye varacak sekilde
yiikseltilmig ardindan 15 dakika sabit tutulmus ve son olarak da 21 dakika boyunca
60°C’ye diisecek sekilde sogutma ortami saglanmustir. Sonrasinda drnekler 50 mL distile
su eklenerek seyreltilmis ve son olarak Cd igerikleri ICP-MS (kuvars enjektor tiiplii bir
kuvars mesale, es merkezli bir nebiilizator ve siklonik piiskiirtme odasi igeren cihaz) ile

Olclilmiistiir.
3.2.4 ABA iceriginin belirlenmesi

Liyofilizatérde 3 saat kalan 100 mg taze yaprak numuneleri 16 saat, 4°C sicaklikta
MilliQ (Su/doku oran1 50:1, v/w) iginde ekstrakte edildi. Phytodetek ABA ELISA Kiti ile
kantitatif ABA analizleri () cis-trans ABA (Sigma, St. Louis) standardi kullanilarak

analiz edildi. Ol¢iim sonuglar1 gram taze agirlik basina pmol olarak hesaplandi.
3.2.5 Bagil su iceriginin belirlenmesi (NSI)

Calismada kadmiyum stresi altindaki fidelerde ANSO uygulamasinin bitki su
durumu tizerindeki etkilerini gézlemlemek igin nisbi su igerigi 6lgiildii. Bu amagla yas
agirliklarinin belirlenmesi i¢in fidelerin yaprak kisimlarindan 100 mg 6rnek alindi ve 16
saat saf suda 4 °C’de bekletildikten sonra turgit agirliklar tartildi. Turgit 6rnekler 72 saat
65 °C’de bekletilerek tiim su igerikleri uzaklastirildi ve kuru agirlik miktarlar tartildi.
Elde edilen veriler (Barrs ve Weatherley, 1962) asagidaki denklemde kullanilarak deney
gruplarinda fidelerin nisbi su igerikleri belirlenmis oldu. Denklemin formiilii asagida
verildi. YA: Yas agirligi, KA: Kuru agirhigi ve TA: Turgit agirlig ifade etmektedir.

Nisbi Su Igerigi (RWC %) = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100
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3.2.6 Fotosentetik pigmentlerin dl¢iimii

Arnon (1949) tarafindan gelistirilen yonteme gore, 0,25 g misir yapragi 6nce %80°lik 5
ml asetonda homojenize edilmis ardindan meydana gelen homojenat 5000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi olusan siipernatantin absorbansi1 450, 645 ve
663 nm’de Slglilmistiir. Klorofil ve karotenoid degerleri Lichtenthaler (1987) tarafindan

olusturulan denkleme gore hesaplanmastir.
Klorofila (L) = 12,7 A663 — 2,69 A645
Klorofil, (L) = 22,9 A645 — 4,68 A663

Toplam Klorofil (gL™) = 20,2 A645 + 8,02 A663
Toplam Karoteonid (gL ™) = 4,07 A450 — (0,0435 Kl, miktar1 + 0,3367 Klp miktari)

3.2.7 Malondialdehit (MDA) iceriginin belirlenmesi

Kadmiyum stresi altindaki misir fidelerinde ANSO 6n uygulamasinin hiicre zari
diizeyindeki etkilerini analiz etmek amaciyla Heath vePacker (1968)’e gore lipid
peroksidasyonu tayini yapildi. Cimlenen tohumlardan alinan 0,1 gr doku 6rnekleri, sivi
azot icerisinde homojenize edildi. Sonrasinda homojenize edilen 6rneklere 1,8 ml %0, 1
trikloro asetik asit (TCA) eklenerek homojenizasyon islemi tekrarlandi. Homojenat 10
dakika siire boyunca +4 °C vel5,000 g’de santrifiij islemine tabi tutuldu. Siipernatanttan
1 ml alinip igerisine %0,5 tiobarbiturik asit igeren %20 TCA soliisyonundan 4 ml eklendi.
Bu karisim vortekslendikten sonra 95°C sicaklikta 30 dakika siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda reaksiyonun durdurmak i¢in drnekler hizl bir sekilde buz banyosuna
transfer edildi. Orneklerin spektrofotometre ile 532 (spesifik) ve 600 (spesifik olmayan)
nm dalga boylarinda absorbanslari 6l¢iildii. Delta absorbans (spesifik—spesifik olmayan
absorbans) degerleri, A =€.c.] formiilinde yerine konularak TBARS konsantrasyonu
hesaplandi (A=A532-A600, €: Absorbsiyon Kkatsayisi, 155 mmol?! cm?, c:

konsantrasyon).
3.2.8 Hidrojen peroksit (H202) igeriginin belirlenmesi

Velikova ve ark. (2000)’a gore yapilan dlgtimler ile H202 igerigi bulunmustur.
0.25 g yaprak ile hazirlanan homojenat 0,1 g aktif komiir ve %0,1°lik 5 ml TCA 1ile birlikte
homojenize edilmis ardindan 15.000 g’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Olusan
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stipernattan i¢ine 1 M KI (1500 ul) ve fosfat tamponu (10mM, pH 7.0) ilave edilip

absorbans okumasi 390 nm’de yapilmistir.

3.2.9 Antioksidan enzim aktivitelerinin ol¢iimii

3.2.9.1 Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesinin belirlenmesi

Enzim (EC 1.11.1.7) 6lgtim yonteminde Urbanek ve ark. (1991)’¢ ait yontemle;
100 ml potasyum fosfat tamponu (PH 7.0), 0,1 mM EDTA, 5 mM guaiacol, 15 mM H>0>
ve 50 uL enzim ekstrakti karistirilarak olusturulan 2 mL’lik 6rnegin absorbansi 470
nm’de 1 dakikada olgtimleri yapilarak okunmustur. Son olarak, ekstraksiyon katsayisi

olarak £ = 26.6 mMcm™ degeri kullanilmis, GPX aktivitesi hesaplanmistir.
3.2.9.2 Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

50 mM potasyum fosfat tamponu (PH 7,0), 30 mM H2O2 ve 20ul enzim ekstrakti
ile olusturulan ImL’lik karisim 240 nm'de 5 dakika siireyle 6l¢tilmiis (Aebi, 1983) elde
edilen degerler £=39,4 uMcm? katsayisi kullanilarak enzim (CAT: EC 1.11.1.6)

hesaplanmustir.
3.2.9.3 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Enzim (SOD: EC 1.15.1.1) olgim yontemi Beauchamp veFridovich (1971)
tarafindan gelistirilmistir. Potasyum tampon (50 mM, pH 7.8), EDTA (0.1mM),
metiyonin (13mM) , nitro blue tetrazolium ( 75 uM) ve 50 ul ekstrakt ile olusturulan
karisimdan alinan 1 ml numuneye 2 uM riboflavin eklenmistir. Son karisimin 375 pmol
m?s? yogunlugundaki beyaz 1sikta 10 dakika bekletilmesinden sonra 560 nm'de

absorbansi okunmustur.
3.2.9.4 Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi

50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0), 250 uM ASC (askorbat), 5 mM H20>
ve 20ul enzim ekstrakti ile hazirlanan 1mL’lik 6rneklerin enzim (APX: EC 1.11.1.11)
aktivitesi 290 nm’de absorbans okumasi ile belirlenmistir (Nakano ve Asada, 1981).
3.2.10 Protein iceriginin belirlenmesi

Si1gir serumundan elde edilen albiimin standartlart Coomassie Brilliant Blue G250
boyasi ile 595 nm’de 6lgiilerek sonuglar miligram olarak hesaplanmistir. Bradford (1976)

tarafindan gelistirilen yontem enzim aktivitesinin ifadesinde kullanilmistur.
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3.2.11 Prolin i¢eriginin belirlenmesi

%3’lik 10mL siilfosalisilik asit icine 0,2 g kurutulmus Ornek ilave edilip
homojenizasyonu saglandi ve siiziilerek olusturulan filtrat 22°C’de 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Meydana gelen siipernattana 1 mL asetik asit ve ninhidrin (asetik asit ve
orto-fosforik asit kullanilarak hazirlandi) katilip elde edilen karisim tiiplere konuldu.
Ornekler nce 100°C’de 1 saat su banyosunda tutuldular sonra ise iizerlerine 3 mL toluen
eklenerek vorteks yardimiyla karigimlar1 saglanip buz banyosuna konuldular. En son
olarak ise 6rneklerin 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijii yapilip, meydana gelen
slipernattanin absorbanst 520 nm’de okundu. Elde edilen degerler gram taze agirlik basina

ug olarak ifade edildi (Bates ve ark., 1973).
3.2.12 Fenolik bilesiklerin belirlenmesi

Askorbik asit, trans p-kumarik asit, katekol ve sinnamik asit standartlarinin en son
konsantrasyonlar1 kullanilarak 10 mg mL? konsantrasyonlu ¢dzeltiler olusturuldu.
Ardindan %1’lik asetonitril ve asetik asit (sirastyla 1/9 oraninda) ve ayni oranda methanol
eklenerek stok standartlar elde edildi. Stok standartlar1 kalibrasyon egrisinde
kullanilmalar1 igin 10, 25, 50, 75 ve 100 ug mL*? seyreltildiler (Seal, 2016). Misir
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin konsantrasyonlari standartta kullanilan ¢ozeltiler
yardimiyla 20 mg/mL olacak sekilde seyreltildi. En son olarak 6rneklerin 0,45 um’lik
membran filtre ile filtrasyonu yapilip, HPLC’ye yiiklendiler. Agilent Technologies 1260
Infinity 1l HPLC (Agilent, ABD) ile analizler yapildi. HPCL konfigiirasyonu: bir
G7130A kolon firin1 (28°C), 1,0 mL/dakika akis hizina sahip bir 1260 Quat Pump VL
pompasi, bir 1260 DAD WR dedektorii (272, 280 ve 310 nm'de) ve 1260 Flakon
ornekleyici (20 pL enjekte edilmis). ACE 5 C18 (250 x 4.6 mm) analitik siitun olarak

kullanilmistir.
3.3 Istatistiksel Analizler

Sayisal veriler SPSS (v.17, SPSS Inc., ABD) yardimiyla analiz edildi. Istatistiksel
onem Duncan'm ¢oklu aralik testi kullanilarak ifade edilmistir. Tiim analizlerde

istatistiksel anlamlilik P < 0.05 olarak belirtilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1 Kadmiyum Stresi Altindaki Misir Fidelerinde ANSO On Uygulamasinin Bitki

Parametreleri Uzerine Etkileri

4.1.1 Kadmiyum (Cd) igerigi iizerine etKisi

Kadmiyum muisir bitkisinde, siirgiinlere kiyasla koklerde daha fazla birikim
gosterir (Is¢ioglu, 2007) fakat kadmiyumun bir kismi siirgiinlere tasiyici sistemler
tarafindan tasinir. Sekil 4.1A’da msir fidelerinde Cd degerleri verilmistir. ANSO+Cd ile
muamele edilen 6rneklerdeki Cd birikimi, yalnizca Cd ile muamele edilen 6rneklerdeki
birikimden 7,8 kat daha fazla bulunmustur.

Misir bitkisinin kadmiyuma kars1 gelistirdigi stres toleranslarindan biri organik
asitler, amino asitler ve fitoselatinler ile Cd’nin sitozol metabolizmasindan uzak bir
noktada biriktirilmesidir (Wojcik ve Tukiendorf, 2005). Fitoselatinler indirgenmis
glutatyondan sentezlenen metal baglayict peptitlerdir. Fitoselatinler ile kompleks
olusturan kadmiyum ABC (ATP-bagli kaset) tipi tasiyici ile vakuollere tasinir ve Cd’nin
immobilizasyonu saglanmis olur (Ortiz ve ark., 1995). Cd’yi fitoselatinler ile hareketsiz
hale getirebilen bitkilerde agir metal hasar1 olugsmadan biyokimyasal faaliyetler devam
edebildigi i¢in bu yontemle bitkilere hiperakiimiilator 6zellik kazandirilmasi miimkiin
olabilir (Souza ve ark., 2013). ANSO 6n muamelesi misir bitkisinde fitoselatinlerin
liretim oranm arttirtyor olabilir. Cilinkii bitki biriken kadmiyuma ragmen hayati
fonksiyonlarina devam edebilmistir.

Bacopa monnieri L. bitkisi ile yapilan bir ¢alisma, Cd stresi altindaki bitkinin
strese cevap olarak fitoselatinler iireterek Cd birikimi yapmasina ragmen hayatta

kalabildigini gostermektedir (Mishra ve ark., 2006).

100 a ~. 5000
a0 I‘—C 4500
80 o
70 g 3500
60 E: 3000
50 = 2500
40 = 2000
30 @ 1500

Kadmiyum lgerigi (PPM)

20 b 1000 ¢ c
e m .
0 0

C

A C ANSO Cd ANSO+Cd B ANSO Ce ANSO+Cd

Sekil 4. 1 Cd stresi kosullarinda ANSO takviyesi ile Cd (A) ve ABA (B) degerlerindeki degisim
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4.1.2 Absisik asit (ABA) igerigi iizerine etkisi

Bitkilerde ¢esitli biyolojik siireglerde etkin rol oynayan ABA, ayrica abiyotik
strese cevap olarak bazi genlerin ekspresyonunu diizenlemekte ve bitkilerin strese direng
seviyelerini arttirmaktadir (Vishwakarma ve ark., 2017). Oryza sativa L. nin iki ¢esidi
tizerinde yapilan bir ¢galismada hem Cd’ye direngli hem de Cd hassasiyeti bulunan gesitte
CdCl2 uygulamas: ile endojen ABA igeriklerinin arttig1 ayrica Cd hassasiyeti bulunan
ceside eksojen ABA 6n uygulamasi yapildiginda Cd hassasiyetinin azalarak bitkinin
Cd’ye direng gelistirdigi gosterilmistir (Hsu ve Kao, 2003).

Mevcut calismada ANSO uygulamasi yapilmis gruplar ile kontrol gruplar
arasinda kayda deger bir ABA igerigi farki olugsmamistir. Bununla birlikte ANSO+Cd
uygulamasinda, tek basina Cd uygulamasi yapilan orneklere kiyasla ABA igeriginin
belirgin olarak azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.1B). ANSO 6n uygulamasi strese cevap
olarak iiretilen ABA miktarini azaltmis gériinmektedir.

Solanum photeinocarpum bitkisine disaridan verilen ABA (ideal deger 20
umol/L) desteginin bitkinin Cd biriktirmesi iizerine etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada,
bitkinin iki ekotipinde (madencilik ve tarim alani) de Cd birikim potansiyelinin artig
gosterdigi belirtilmistir (Wang ve ark., 2016a). Bu durum eksojen verilen ABA’nin agir
metal stresini hafifleterek bitkiye, fitoremediasyonda kullanilabilme potansiyelini

kazandirilabileceginin gostergesi olabilir.

4.1.3 Nisbi su icerigi (NSI) iizerine etkisi

Sekil 4.2A musir bitkisinde nisbi su igerigini gdstermektedir. Ol¢iim sonuglari tek
basina ANSO uygulamasinin kontrole kiyasla NSI degerlerinde bir fark yaratmadigini
gostermektedir. Fakat Cd rejimi altinda bitkinin NSI degerleri diismiistiir. Bu durum
Cd’nin yaprak osmotik potansiyelini diisiirmesi sonucu meydana geliyor olabilir. Bunun
yaninda ANSO+Cd muamelesi ile tek basina Cd muamelesi kiyaslandiginda elde edilen
NSI degerlerinin, istatistiksel bir fark olusturmadig1 gériilmektedir.

Iki semiz otu (Portulaca oleracea L.) ¢esidi ile yapilan bir calisma, Cd stresinin
NSI degerlerini diisiirdiigiinii géstermistir (Cikili ve Samet, 2018). Eruca sativa L. bitkisi
ile yapilan bir ¢calismada bitki, Cd ve Pb’nin farkli derisimleri ile muamele edildiginde
membran hasar1 olusmus ve bu durum NSI degerlerinin diismesine neden olmustur
(Y1ildirim ve ark., 2019). Bakir stresine maruz birakilan misir bitkilerinde aseton O- (4-

klorofenilsiilfonil) oksimin 6n muamelesi ile stresoriin etkilerindeki degisimin
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gozlemlendigi baska bir calismaya gére, Cu musir bitkilerinin NSI degerlerini diisiirmiis
fakat aseton O- (4-klorofenilsiilfonil) oksim NSI degerlerini arttirarak bitkiyi koruyucu

etki gostermistir (Yetigsin ve Kardes, 2022).

Tot. Chl  ® Carotenoic

Nisbi Su Igerigi (%)
=
£ £ -~ £ &
H

z
—_

Fotosentetik Pigment Igerigi (mg/g
TA)

c c b a
L s ANSO cd
A < ANSO cd ANSO+Cd

ANSO+Cd

Sekil 4. 2 Cd stresi kosullarinda ANSO takviyesi ile NSI (A) ve fotosentetik pigment icerigi degisimi
4.1.4 Fotosentetik pigment icerigi iizerine etkisi

Soya fasulyesi ile yapilan bir ¢alisma farkli konsantrasyonlarda Cd stresine maruz
birakilan bitkide CO> tutulumunun, klorofil sentezinin, organik madde iiretiminin ve
stomal gegirgenligin olumsuz etkilendigini gostermektedir (Xue ve ark., 2013). Cilek
(Fragaria x ananassa Duch ) tizerindeki bir ¢alisma Cd muamelesi ile klorofil igeriginin
azaldigini ve bitki gelisiminin %30 geriledigini gostermistir (Muradoglu ve ark., 2015).
Cd’nin +2 degerlikli olusu diger +2 degerlikli Mg, Ca, Fe ve Cu gibi minerallerin
topraktan aliminda yarigmali bir ortam yarattig1 i¢in ve ayrica, bitki tarafindan alindiktan
sonra bu minerallerin yerine gecerek metabolik faaliyetlerin devamini engelledigi i¢in
sikinti olusturur (Naciri ve ark., 2021). Klorofil 4 pirol halkasi ortasina oturmus Mg
atomundan olusur. Fotosentezde 15181 yakalayic1 gorevi dikkate alindiginda Cd varliginda
Klorofilin sentezinin gergeklesememesi fotosentezi de engelleyecektir. Sekil 4.2B’de
klorofil ve karotenoid degisimleri verilmistir. ANSO tek basina toplam klorofil i¢eriginde
kontrole kiyasla bir degisim olusturamamistir. Fakat Cd stresi klorofil igerigini
diistirmistiir. ANSO+Cd muamelesi ise Cd stresi ile meydana gelen klorofil icerik
miktarindaki azalis1 yavaslatmistir.  ANSO varliginda klorofil korunuyor gibi
goriinmektedir.

Cd stresi altindaki bitkilerde tiretim miktarlar1 degiskenlik gosteren karotenoidler
(Parmar ve ark., 2013), 600’in iizerinde ¢esidi tespit edilmis antioksidan o6zellik
gosterebilen Onemli pigment grubudur. Mevcut ¢alismada kontrol ve ANSO
gruplarindaki karotenoid degerleri arasinda fark olusmazken tek basina Cd muamelesi

karotenoid degerlerini arttirmistir. Bununla birlikte ANSO+Cd uygulamasindan elde
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edilen karotenoid degeri ise Cd ile muameledeki degerden nispeten yiiksektir. ANSO

desteginin karotenoidlerin antioksidan etkisini arttirdig1 diigiiniilebilir.

4.1.5 Hidrojen peroksit (H202) igerigi iizerine etkisi

Reaktif oksijen tiirlerinden biri olan H;O, fotosentez ve solunum gibi
biyokimyasal tepkimelerde bir miktar iiretilir ve antioksidan sistem tarafindan temizlenir.
Cd stresi gibi durumlar bitkinin tolere edebileceginden ¢ok H>O- iiretimini tetikler
(Ahmad ve ark., 2012).

50 uM CdCl, ile muamele edilen bezelye (Pisum sativum L., cv. Lincoln)
bitkisinde iiretilen H20, miktar1 kontrol gruplarina goére 6 kat daha fazla olmustur
(Romero-Puertas ve ark., 2004). Biri su eksikligine dayanikli digeri ise dayaniksiz olan
iki musir ¢esidi lizerinde yapilan bir ¢aligmada, bitkilerin digsaridan verilen H>O ile bakir
stresine cevaplart incelenmis ve tek basina bakir stresinde artan H.O2 degerlerinin
disaridan verilen H2O; destegi ile azalma gosterdigi ortaya konulmustur (Terzi ve ark.,
2018). Pleurochaete squarrosa ve Timmiella barbuloides bitkileri ile yapilan bir
calismada; Ni, Pb, Cr ve Cu metalleri ile muamelenin sonuglari incelenmis ve 6zellikle
Cu ve Cr muamelelerine maruz kalan bitkilerin H>O. iiretimlerinin arttigi
gozlemlenmistir (Aydogan ve ark., 2017).

Calismamizda yukaridaki ¢aligmalara paralel sonuclar elde edilmistir. ANSO ile
muamele edilen bitkilerde kontrol bitkilerine kiyasla H20; iiretiminin miktar1 azalmistir.
Bu durum ANSO uygulamasinin H2O; iiretimini azalttigin1 gostermektedir. Fakat Cd
stresi tiretilen H202 miktarini kontrole kiyasla belirgin olarak arttirmistir. Bununla birlikte
ANSO+Cd gruplarinda H202 miktar1 sadece Cd ile muamele edilen gruplara gore bariz

diisiis gostermistir. ANSO’nun H2O2’nin temizlenmesinde etkili bir yardimci oldugu

diisiiniilebilir (Sekil 4.3A).
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Sekil 4. 3 Cd stresi kosullarinda ANSO takviyesi ile H202 (A) ve MDA (B) icerikleri degisimi
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4.1.6 Malondialdehit (MDA) icerigi iizerine etKisi

Sekil 4.3B’de Cd stresorii etkisinde MDA degisimi ifade edilmektedir. Kontrol
gruplar1 ve sadece ANSO uygulanan gruplar kiyaslandiginda, meydana gelen MDA
miktarlari arasinda fark olmadig1 goriilmektedir. Fakat Cd muamelesi bitkide stres ortami
yaratarak lipid peroksidasyonunun yolunu agacak olan MDA iiretimini belirgin bir
sekilde arttirmigtir. ANSO+Cd gruplarinda ise sadece Cd muamelesinin oldugu gruplara
kiyasla MDA igeriginin dikkat cekici sekilde azaldigi goriilmiistiir. ANSO, MDA
tiretimini azaltarak lipid peroksidasyonunun engellenmesinde bitkiyi destekliyor gibi
goriinmektedir.

Trigonella foenum-graecum L. bitkisinde farkli dozlarda Cd muamelesi ile
yapilan baska bir caligmada elde edilen sonugclar, bizim ¢alismamizi destekler sekilde
MDA degerlerinin kayda deger artis gosterdigini ortaya koymustur (Tunctiirk ve ark.,
2020). Farkli derisimlerde (100 mg/kg, 150 mg/kg ve 200 mg/kg) Pb ve Zn streslerine
maruz birakilan Vigna subterranean ve Zea mays bitkilerinin her ikisinde de agir
metallerin derigimleri arttikga MDA seviyelerinin de yiikseldigi tespit edilmistir (Oladele
ve ark., 2019). Cu, Pb ve Cd agir metallerinin SOD, CAT, POD ve MDA iizerindeki
etkilerinin 5 ayr1 mangrove bitkisinde (B. gymnorrhiza, R. stylosa, K. obovata, A.
corniculatum ve A. Marina) gozlemledigi bir ¢alismada; MDA seviyelerinin, tiirlerin
tamaminda arttig1 fakat A. marina’da digerlerine kiyasla daha yiiksek bir artisin meydana
geldigi rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2021).

4.1.7 Antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkisi

Agir metal stresine bagli olusan reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda
gorevli SOD, CAT, APX, GPX gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri; agir metalin
cinsine, bitkinin maruz kaldigi konsantrasyona ve bitkide etkili oldugu siireye gore

degismektedir (Ayhan ve ark., 2005).

4.1.7.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi iizerine etkisi

En yiikksek SOD degerine kontrol grubunda rastlanmistir. Kontrol ile
kiyaslandiginda ANSO ile muamelede elde edilen sonu¢ daha diisiik SOD degeri
gostermektedir. Bununla birlikte Cd muamelesi ve ANSO+Cd muamelesi arasinda kayda
deger bir fark olusmamis fakat her iki degerde ANSO muamelesinde elde edilen degerin
altinda kalmistir (Sekil 4.4A). SOD enziminin bitkilerde Cu/ZnSOD, MnSOD ve FeSOD

olmak {tizere 3 izozimi mevcuttur (Bowler ve ark., 1994). SOD enziminin aktif
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bolgesindeki +2 degerlikli metaller gibi Cd de +2 degerliklidir. Bu durum Cd ve
ANSO+Cd uygulamalarinda meydana gelen SOD degerlerindeki diisiikliiglin nedenin
enzimin elektriksel yiik durumundaki dengesizlikten olabilecegi fikrini dogurmaktadir.
Hassan ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada iki ¢esit piringte Cd muamelesinin
etkileri incelenmis ve SOD, POD, CAT degerlerinin azaldigit MDA degerinin ise arttig1

gbzlemlenmistir.

4.1.7.2 Katalaz (CAT) aktivitesi iizerine etkisi

Demir porfirin igeren, kararsiz yapili bir antioksidan enzim olan katalazin Cd
stresi altindaki musir bitkilerindeki degisimi sekil 4.4B’de gosterilmistir. Tek basina
ANSO muamelesi kontrole kiyasla CAT degerini diisiirmiis fakat Cd muamelesi ile CAT
degeri kontroldeki Olgiimiin istiinde gergeklesmistir. Cd muamelesi ve ANSO+Cd
muamelesi kiyaslandiginda ise ANSO 6n muamelesi ile CAT degeri artmis hatta diger

tiim degerlerden belirgin bir fark gostererek yiikselmistir.
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Sekil 4. 4 Cd stresi kosullarinda ANSO takviyesi ile SOD (A), CAT (B), GPX (C) ve APX (D)
aktiviteleri degisimi

Cd stresorii etkisinde bulunan ayg¢igegi bitkisinin NO (nitrik oksit) 6n muamelesi
ile strese cevabinin degerlendirildigi bir calismada Cd stresi altindaki aygigegi
bitkilerinde CAT aktivitesinin kontrol grubundaki degere gore %44 diisiis gosterdigi fakat
NO 6n uygulamasi yapilip daha sonra bitki Cd ile strese maruz birakildiginda CAT
degerinin kontrole kiyasla %21 arttig1 tespit edilmistir (Laspina ve ark., 2005). Sorghum
bicolor L. bitkisinde As, Ni, Cd, Pb ve Cu ¢oklu muamelesinin etkilerinin arastirildigi bir

calismada; her bir agir metalin 100 ve 500 uM konsantrasyonlar1 kullanilmis ve sonugta
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konsantrasyon artisina bagli olarak CAT, SOD ve GR enzim aktivitelerinin de artis
gosterdigi gozlemlenmistir (Pandian ve ark., 2020). Cd veya Ni ile kirletilmis toprakta
biiyiitillen domates bitkilerinin endofitik bakterilerin (Micrococcus luteus ve
Enterobacter cloacae) varliginda Cd veya Ni stresine cevaplarinin arastirildigi bir
calismanin sonucu gdstermektedir ki; endofitik bakterilerin varligit CAT, SOD ve APX
gibi enzimatik savunmay1 ve prolin gibi ozmolitlerin birikimini arttirmis ayrica strese

cevap genlerinin aktiflesmesini saglamistir (Badawy ve ark., 2022).

4.1.7.3 Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi iizerine etKkisi

Bitki hiicre duvarinda biyokimyasal gorevlerinin yaninda H2Oz’nin oksidatif
etkisinin azaltilmasinda da ¢alisan oksidaz grubu bir enzimdir (Biskin, 2012). Mevcut
calismada Cd stresinin GPX aktivitesini kontrole kiyasla arttirdigi gortilmustiir.
ANSO+Cd grubunda ise GPX aktivitesi Cd muamele grubuna kiyasla azalmistir. Fakat
yine de en az GPX degeri sadece ANSO ile muamele edilmis grupta elde edilmistir (Sekil
4.4C). ANSO 6n muamelesinin bitkinin Cd stresine tolerans gelistirmesinde etkisi oldugu
diistiniilebilir.

Bir su bitkisi olan Fontinalis antipyretica Hedw. ile yapilan bir ¢alismada bitki; 0
ile 1000 uM arasinda derisimlere sahip Cd, Cu, Pb ve Zn agir metalleri ile 2-7 giin aras1
muamele edilmis ve GPX, APX, SOD, CAT ve GRD antioksidan enzimlerinin artis
gosterdigi saptanmistir (Dazy ve ark., 2009).

Rhizobium leguminosarum biovar viciae bitkisinin Cd toleransi ve hassasiyeti
olan iki ¢esidi ile yapilan bir calismada Cd’nin sebep oldugu oksidatif stres, Cd
hassasiyeti bulunan ¢esitte daha fazla olmak tlizere, GPX aktivitesini arttirmistir. Ortama
GSH (glutatyon) eklenmesi ise yine Cd hassasiyeti bulunan gesitte daha fazla olmak

tizere, GPX aktivite seviyelerini diisiirmiistiir (Corticeiro ve ark., 2006).

4.1.7.4 Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi iizerine etkisi

Cd stresi altindaki misir bitkilerinde APX aktivitesi kontrole kiyasla artmistir
fakat tek basina ANSO uygulamasi kontrole kiyasla bir fark meydana getirmezken
ANSO+Cd uygulamasi ile tiim deney gruplarindaki APX aktivitelerinden daha yiiksek
bir degerde APX aktivitesine ulagilmistir (Sekil 4.4D).

Alp (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada Cd stresoriine maruz birakilan arpa
(Hordeum vulgare L.) bitkilerine eksojen verilen NO (nitroprussit donérdiir) ile bitkilerin

strese cevaplart gozlemlenmistir. Sonuglar Cd varliginda APX aktivitelerinin artis
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gosterdigini fakat SNP (Sodyum nitroprussit) ile bu artigin, tek basina Cd ile muamele
edilen 6rneklerdekinden daha fazla oldugunu gostermektedir.

Kisa ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir c¢alismada Cd, Cu ve Pb agir
metallerinin 3 farkli konsantrasyonunun (10, 20 ve 50 ppm) uygulandigi Solanum
lycopersicum bitkisinin yapraklarinda APX, SOD ve POD degerleri artis gosterirken (50
ppm Pb uygulamasi haric) koklerde 6zellikle Cd uygulamasinin tiim derigimlerinde APX
degeri belirgin artmistir. Glycine max (L.) Merr. ile yapilan bir ¢alismada tek basina Cd
uygulamasi ile APX ve SOD aktiviteleri artmis fakat CAT, GR ve AsA azalmistir bununla
birlikte bir mikrobesin olan Zn ile birlikte Cd uygulandiginda bitkide yine APX ve
beraberinde ise GR, SOD ve CAT aktiviteleri artmigtir (Kapur ve Singh, 2019).

4.1.8 Prolin icerigi iizerine etkisi

Bir ozmoprotektan ¢esidi olan prolin, ornitin ya da glutamattan sentezlenir.
Groenlandia densa bitkisi fakli konsantrasyonlarda Cd’ye maruz birakilmis ve sonugta
Cd stresine cevap olarak prolin birikim seviyelerinin arttirdigi gozlemlenmistir (Yilmaz
ve Parlak, 2011).

Calismamizda en yliksek prolin igeriginin Cd ile muamele edilen gruplarda
meydana geldigi goriilmektedir. Tek basina ANSO muamelesi prolin igerigini kontrol
grubundaki orneklere kiyasla arttirmistir. Bununla beraber ANSO+Cd muamelesi tek
basina ANSO muamelesine kiyasla daha fazla prolin birikimine neden olurken, tek basina
Cd muamelesi ile kiyaslandiginda daha az prolin birikimine neden olmustur (Sekil 4.5).

Calismamiza paralel bir ¢alisma ¢ay (Camellia sinensis) bitkisi ile yapilan bir
calismadir (Zhang ve ark., 2020). Cay bitkilerine disaridan verilen indol asetik asit (IAA)
ile bitkilerin Cd stresi altindayken cevaplarina bakilmis ve tek basina IAA uygulamasinda
prolin miktarinin kontrole gére artmis oldugu fakat tek bagina Cd uygulamasi ile prolin
miktarinin ¢ok daha yliksek degerde artis meydan getirdigi goriilmiistiir. Cd stresine IAA
ile destek verildiginde ise tek basina Cd uygulamasina kiyasla prolin iceriginde belirgin

diisiis kaydedilmistir.
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Sekil 4. 5 Cd stresi kosullarinda ANSO takviyesi ile prolin igerigi degisimi
4.1.9 Fenolik bilesikler iizerine etkisi

Ikincil metabolitler grubunda yer alan fenolik bilesikler agir metallerin sebep
oldugu oksidatif streste 6nemli savascilardandir (Biiyiik ve ark., 2012b). Bitkilerde stres
olusturan agir metalin ¢esidi, dozu ve bitkinin agir metale maruziyet siiresine bagli olarak
farkl1 bitkilerde farkli miktarlarda fenolik bilesikler olusur. Fenolik bilesikler elektron
verme kabiliyetine sahip olduklarindan strese maruz kalan bitkide {iretimlerinin artmasi

bitkinin savunma sistemini giiglendirebilir (Michalak, 2006).

4.1.9.1 Askorbik asit i¢erigi iizerine etkisi

Sekil 4.6A’da Cd stresi altindaki misir fidelerinde askorbik asit igeriginin degisimi
ifade edilmistir. ANSO tek basina uygulandiginda kontrole kiyasla askorbik asit tiretimini
arttirmistir. Cd muamelesi ile askorbik asit igerigi belirgin olarak diigmiis tiim deney
gruplariin gerisinde kalmistir. ANSO+Cd muamelesi ile askorbik asit iiretimi artmis
fakat yine de kontrol ve ANSO gruplarinin gerisinde kalmistir. ANSO 6n uygulamasinin
askorbik asitin lizerindeki Cd baskisini hafiflettigi diistintilebilir.

Calismamizda elde edilen sonuglara benzer sonuglar1 olan ¢aligmalar mevcuttur.
Cd stresi altindaki ¢avdar ¢imine (Lolium perenne L.) SNP seklinde verilen NO ile
bitkinin strese cevabinin gozlemlendigi bir calismada tek basina Cd uygulamasinin
bitkinin Cd birikimini arttirarak askorbik asit seviyelerini diisiirdiigii fakat NO destegi ile
bitkinin Cd birikiminin geriledigi ve askorbik asit seviyelerinin belirgin artis gosterdigi
ortaya konulmustur (Wang ve ark., 2016b).

Cd’ye duyarli ve Cd toleransh iki arpa ¢esidi ile yapilan bir ¢alismada, Cd
konsantrasyonu arttik¢a bitkilerin her ikisinde de (Cd’ye duyarl: tipte digerine kiyasla
yaklasik 3 kat fazla) AsA degeri azalmis ve bitki gelisimi yavaslamigtir (Wu ve ark.,

2004). Cinko ve nikel streslerine maruz birakilan Cajanus cajan bitkisinde uygulanan
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agir metallerin konsantrasyonlar1 arttikga askorbik asit degerlerinin diisiis gosterdigi

saptanmistir (Rao ve Sresty, 2000)

4.1.9.2 Katekol igerigi iizerine etkisi

En yiiksek katekol degerine kontrol grubunda rastlanmistir. Tek basina ANSO
uygulamasinin ve Cd uygulamasinin katekol degerlerinde kontrole kiyasla kayda deger
bir azalis meydana getirdigi agiktir. Fakat ANSO 6n uygulamasi sonrasinda Cd
muamelesi katekol degerlerini arttirmis bununla birlikte degerler yine de kontrol
grubundan elde edilen degerlerin altinda kalmistir (Sekil 4.6B). Yetigsin ve Kardes
(2022)’de yaptiklar1 bir ¢aligmada bakir stresi altindaki misir fidelerine bir siilfonat tiirevi
olan aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim 6n uygulamasinin bakir stresine gore katekol
icerigini azalttigini, tek basina aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim uygulamasinin da
kontrole kiyasla katekol igerigini azalttigini ifade etmislerdir. Mevcut ¢aligsmaya benzer
olarak kadmiyum stresi altindaki misir fidelerine aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim 6n
uygulamasindaki katekol iceriginin Cd uygulamasina gore Onemli oranda arttifi

kaydedilmistir (Demiralay, 2022).
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4.1.9.3 Sinnamik asit icerigi iizerine etkisi

Sikimik asit yolagindan sentezlenen sinnamik asit, metabolik faaliyetlerdeki
gorevlerinin yani sira serbest radikalleri uzaklastirarak antioksidan etki gosteren fenolik

bilesiktir (Onat ve ark., 2021).
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Calismamizda kontrol gruplarindan elde edilen degerler ANSO ile muamele
edilen gruptaki degerlerden bir miktar yiiksek olmakla birlikte yakin degere sahiptir. Cd
muamelesi ise sinnamik asit degerini kontrol ve ANSO gruplarina kiyasla arttirmistir.
Fakat en yiiksek sinnamik asit degeri ANSO+Cd grubunda elde edilmistir (Sekil 4.6C).

Mangrove ekosistemine ait bir bitki olan Kandelia obovata’da Cd stresoriiniin
toksisitesine ¢inkonun etkisinin arastirildigi bir c¢alismada diisiik dozlarda ZnSOg4
kullaniminin bitkinin sinnamik asit ve 4-hidroksi benzoik asit tiretimini tetikledigi ve
boylelikle Cd stresi ile bas etmede bitkiye yardimci oldugu gosterilmistir (Shan, 2022).
Alpinia zerumbet bitkisinde 24 saat bakir siilfat maruziyeti ile ugucu yaglarin, fenolik
bilesiklerin, dihidro-5,6-dehidrokavain (DDK) seviyelerinin ve antioksidan aktivitenin
arastirlldigr bir ¢alismada bakir siilfat uygulamasi ardindan bitkinin kloroform ve
etilasetat ekstratinda sinnamik asit, dihidro-5,6-dehidrokavain ve vanilin degerleri

dikkate deger yiikselmistir (Elzaawely ve ark., 2007).

4.1.9.4 Trans P-kumarik asit icerigi iizerine etkisi

Sekil 4.6D’de Cd stresi kosullarinda ANSO 6n uygulamasi ile trans P-kumarik
asit icerik degisimi verilmistir. En yiiksek trans P-kumarik asit degeri Cd ile muamele
edilen 6rneklerde meydana gelmistir. Kontrol gruplarindaki trans P-kumarik asit degeri
Cd ile muamele edilen orneklerdekinden diisiik fakat ANSO+Cd muamelesi goren
orneklerden elde edilen degerden yiiksektir. En diisiik deger ise tek basina ANSO ile
muamele edilen 6rneklerde gerceklesmistir.

Bakir stresi altindaki musir fidelerine aseton O-(4-klorofenilsiilfonil)oksim 6n
uygulamasi bakir stresine gore trans P-kumarik asit igerigini arttirmistir (Yetissin ve
Kardes, 2022). Civa, bakir yiiksek, sicaklik (45°C) ve ultraviyole 1sinlarin neden oldugu
streslere maruz birakilan Bellis perennis L. bitkisinin antioksidan sisteminde ve fenolik
bilesik iceriklerinde meydana gelen degisiklikler g6zlemlenmis ve toplam fenolik bilesik
diizeylerinin arttig1; hatta 45°C’de P-kumarik asitin 51,74 kat artis gosterdigi ortaya
konulmustur (Karakas ve ark., 2022).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuclar

Mevcut ¢alismada bitkinin Cd stresi altinda yasadig1 olumsuzluklar1 hafifletmede
ANSO o6n uygulamasinin etkisine bakilmistir. Farkli parametreler iizerinden
gerceklestirdigimiz degerlendirmeler 1s18inda ANSO 6n uygulamasinin bitkinin stres
toleransina katki sagladig goriilmiistiir.

Tolerans konusunda en dikkat ¢ekici sonug, ANSO 6n uygulamasiin bitkinin
biriktirdigi Cd miktarini1 7,8 kat arttirmis olmasidir. Misir bitkisinin yiiksek Cd birikimine
ragmen hayatta kalmis olmast ANSO’nun savunma sistemlerine sagladigi destekle
miimkiin olabilmistir.

Cd varlhiginda artan ABA hormonu ANSO 6n uygulamasi ile azalmistir. ABA
artisinin stoma kapanmasini ve dolayisiyla CO2 yoksunlugunu tetikledigi diistiniiliirse
ANSO 06n uygulamasi ile ABA iiretiminin azalmasi bitki i¢in olumlu olmustur.

Cd, +2 degerlikli bir katyon oldugu icin klorofil sentezini Mg*? ile yarisarak
azaltiyor olabilir. Fotosentez i¢in mutlak bir pigment olan klorofilin azalmasi organik
madde birikimini inhibe edecegi icin bitkide gelisim geriligine neden olacaktir. Fakat
ANSO 6n uygulamasi ile bu durum hafifletilebiliyor gibi goriinmektedir.

H20: tehlikeli bir reaktif oksijen tiiriidiir. Oksidatif stres ortami olusturarak bitki
metabolizmasinda yikict etkiler yaratabilir. Cd stresi H20O: iiretimine neden olmasina
ragmen, bitkinin antioksidan sistemi tarafindan tolere edebilir. ANSO 6n uygulamasi
strese ragmen H»O; iiretim miktarini azaltarak bitkiye oksidatif stresle savasta avantaj
saglamistir.

MDA, lipid peroksidasyonu hakkinda bilgi veren bir parametredir. Cd stresi ile
MDA artist hiicre zar1 fosfolipitlerinin doymamis yag asitlerinde bozunmanin
gostergesidir. ANSO 6n uygulamasit MDA miktarint diislirerek membran sisteminin
korunmasina 6nemli katkilar sagliyor olabilir.

SOD kofaktor olarak +2 degerlikli metalleri (demir, manganez, bakir, ¢inko vb.)
kullandigindan Cd stresi SOD etkinligini olumsuz etkilemistir. Fakat ANSO 6n
uygulamasi bu durumda etkisiz kalmistir. ANSO varliginda CAT ve APX aktiviteleri
belirgin bir artis gostererek reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda Onemli
savunma hatt1 olugturmuslardir.

Hiicrede turgorun korunmasinda katkisiyla dikkat ceken ve Onemli bir

osmoregiilator olan prolin Cd stresine cevap olarak artmisg fakat ANSO ile birikimi
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azalmistir. Fenolik bilesikler ise elekron verici olarak strese cevapta rol alirlar. Askorbik
asit, katekol ve sinnamik asit igerikleri ANSO+Cd uygulamasinda, tek basina Cd
uygulamasina gore artig saglayarak ROS’larin siipiiriilmesine katkida bulunmak suretiyle
kadmiyum stresinin olumsuz etkilerine kars1 savunmada gorev almislardir.

Tek bagina ANSO uygulamasi bitkide toksisiteye neden olmamistir. Hatta H20>
tiretimi tek basina ANSO uygulamalar ile azalirken prolin icerigi artis gdstermistir.

Misir bitkisi hiperakiimiilator 6zelligi bulunan bir bitki degildir. Buna ragmen
ANSO varliginda 7,8 kat Cd biriktirebilmis ve metabolik faaliyetlerine devam
edebilmistir. Bu durumda, ANSO molekiiliiniin misir bitkisinin agir metal selatlama

potansiyeline dnemli katkilar sagladig1 sonucuna varilabilir.

5.2 Oneriler

Misir kullanim alani genis, kiiresel 6nem ihtiva eden, 6énemli bir tahildir. Dogal
ve antropojenik yollarla toprakta artan kadmiyum agir metali misirin iiriin verimliligi i¢in
tehdit olusturmaktadir. Calismamizin sonuglart ANSO 0n uygulamasi ile misirin,
kadmiyuma toleransinin arttirilabilecegini gdstermektedir. Degisen ve gelisen diinyada
agir metal kirlenmesinin 6niine gegilmesi zor goriinmektedir. Her gegen giin kadmiyum
gibi agir metallerle kirlenen ekosistemlerin fitoremediasyon ¢alismalari ile temizlenmesi
miimkiindiir. Misir hiperakiimiilator bitkilerde aranan; hizli gelisim ve yiiksek biyokiitle
verimi ozelliklerine sahip olmasina ragmen hiperakiimiilator bitkiler simnifina dahil
degildir fakat agir metallerle kirlenmis topraklarda, ANSO 6n uygulamasi yapilmasi
durumunda, hiperakiimiilatér bitkiler ile birlikte fitoremediasyon ¢aligmalarinda
kullanilabilir. Ayrica endiistrilesen diinyada kadmiyumun yeri dikkate alindiginda,
ANSO uygulamas1 ile kadmiyum biriktirme kabiliyeti arttirilmis, hiperakiimiilator
bitkilerin hasadi ile bitkilerden fitomining (bitki madenciligi) alaninda da fayda

saglanabilir.
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