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Agir metaller antropojenik faaliyetler nedeniyle dogada artmakta ve bitkilerin bilylimesini, gelismesini ve
verimliligini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu ¢alismada bitkiler tarafindan biriktirildiginde tehlikeli
etkilere neden olabilecek toksik metal kirleticilerden civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) arastirilmistir. Bu
metaller tipik olarak énemli enzimleri inhibe eder ve islevlerini durdurur, bdylece bitkilerin fotosentez,
solunum ve kaliteli mahsul iiretme yeteneklerini olumsuz yonde etkiler. Asetilkolin (ACh), hem ilkel hem
de geligsmis bitki tiirlerinde bulunan giiglii bir norotransmitter olarak gérev yapar. Cesitli metabolik
stireclerde, ozellikle de biiyimenin diizenlenmesinde ve strese adaptasyonda onemli rol oynadigi iyi
bilinmektedir. Bu amagla Triticum aestivum’da Hg ve/veya Cd stresi (Hg, 50 uM; Cd, 100 uM) altinda
asetilkolin’in (ACh1, 10 uM; ACh2, 100 uM) etkileri arastirildi. Bugday fideleri Hg veya Cd stresi altinda
yaklasik %24°liik bir bityiime geriligi sergiledi. Kombine stres kosullar1 (Cd+Hg), RWC’de yaklasik %16
oraninda bir azalmaya neden oldu. Stres altindaki bitkilere uygulanan iki farkli dozda ACh uygulamasi,
biiylime parametrelerini olumlu etkilemis ve su iliskilerini diizenlemistir. Stres gruplarinda gaz degisimi
siirliydi ve PSII’nin (Fu/Fm) fotokimyasal kuantum yeterliligi bastirilmistir. Cd+AChl ve Cd+ACh2
uygulamalari stoma iletkenliginde ve karbon asimilasyon hizinda sirastyla yaklasik 2 kat ve 1.5 kat iyilesme
ile sonuglandi. Benzer sekilde Hg stresi altindaki bugday fidelerinde ACh uygulamalartyla iyilesme
gozlenmistir. Cd ve/veya Hg stresi altinda yiiksek diizeyde H,O- birikmis ve lipid peroksidasyonu meydana
gelmistir. Sonuglarimiza gore, Cd ve Hg streslerine uygulanan ACh uygulamasi SOD, POX ve APX
aktivitelerini iyilestirerek oksidatif hasar1 azaltmistir. Sonug olarak, ACh uygulamasinin stres toleransini
sagladig1 ve agir metallerin neden oldugu olumsuz etkileri hafiflettigi bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Asetilkolin, Antioksidan sistem, Agir Metal, Civa, Kadmiyum
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Heavy metals increase in nature due to anthropogenic activities and negatively impact the growth, progress,
and efficiency of plants. Among the toxic metal pollutants that can cause dangerous effects when
accumulated by plants, mercury (Hg) and cadmium (Cd) were investigated in this study. These metals
typically inhibit important enzymes and halt their functioning, thereby adversely affecting the capability of
plants to achieve photosynthesis, respiration, and produce quality crops. Acetylcholine (ACh) serves as a
potent neurotransmitter present in both primitive and advanced plant species. Its significant involvement in
diverse metabolic processes, particularly in regulating growth and adaptation to stress, is well recognized.
For this aim, effects of acetylcholine (AChl, 10 uM; ACh2, 100 pM) were survey in Triticum aestivum
under Hg and/or Cd stress (Hg, 50 uM; Cd, 100 uM). Wheat seedlings exhibited a growth retardation of
about 24% under Hg or Cd stress. Combined stress conditions (Cd+Hg) resulted in a decrease in RWC by
approximately 16%. Two different doses of ACh treatment to stressed plants positively affected growth
parameters and regulated the water relations. Gas exchange was limited in stress groups, and the
photochemical quantum competency of PSII (F./Fr) was suppressed. Cd+ACh1 and Cd+ACh2 treatments
resulted in approximately 2-fold and 1.5-fold improvement in stomatal conductance and carbon
assimilation rate, respectively. Similarly, improvement was observed with ACh treatments in wheat
seedlings under Hg stress. Under Cd and/or Hg stress, high levels of H,O, accumulated and lipid
peroxidation occurred. According to our results, ACh treatment upon Cd and Hg stresses improved the
activities of SOD, POX, and APX, thereby reducing oxidative damage. In conclusion, ACh treatment was
found to ensure stress tolerance and limit the adverse effects caused by heavy metals.

Keywords: Acetylcholine, Antioxidant system, Cadmium, Heavy Metal, Mercury
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1. GIRIS

Bitkiler ¢cok sayida dis stresle siklikla karsilagmaktadir. Tiim abiyotik stres etkenleri
arasinda yer alan agir metal stresi, bitki fizyolojisini, toprak sagligini ve ekosistem
stirdiiriilebilirligini birgok ag¢idan olumsuz yonde etkileyen 6nemli bir ekolojik tehlike olarak
one ¢ikmaktadir (Mousavi, 2022; Pandey ve ark., 2022). Agir metallerin toprakta kaliciligi,
kolayca parcalanamadiklar i¢in ekosistemler ve benzer organizmalar i¢in ciddi bir risk
olustururlar (Sharma ve ark., 2022). Agir metaller atomik yogunluklar1 suyunkinden bes kat
daha fazla olan metal gruplarindan olugsmaktadir. Agir metal kirliliginin kiiresel yayginligi,
insan faaliyetleri ile ¢evresel faktorlerin birlesiminden kaynaklanmaktadir ve bu da yiiksek
diizeyde hasarlanmalara yol agmaktadir (Feng ve ark., 2021). Agir metal toksisitesinin bitki
yapist lizerinde ciddi etkileri vardir. Ayni zamanda biyokiitle birikimini, ¢imlenme
yetenegini ve fotosentetik pigment biyosentezini de azaltmaktadir (Singh ve ark., 2022).
Ustelik bu faktor, fotosentez ve solunum gibi hiicresel siirecleri, makro ve mikro besin
alimin1 ve genel bitki fonksiyonlarini engeller ve sonugta bitki biiylimesini geciktirir
(Dhalaria ve ark., 2020). Kadmiyum (Cd) ve Civa (HQg), bitkiler de dahil olmak {izere tim
organizmalarda ciddi toksisiteye neden olabilen, esansiyel olmayan agir metallerdir. Ustelik
cesitli bitki tiirlerinin biiylimesini ve {iremesini tek basina veya kombinasyon halinde
olumsuz yonde etkileyebilirler (Ronzan ve ark., 2018). Cd toksik, giimiis-beyaz metalik bir
elementtir (Zhao ve ark., 2021). Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda bile oldukca hareketli
ve toksiktir (El Rasafi ve ark., 2022). Cd’nin tehlikeleri iki asamada ifade edilebilir: (1)
bitkinin yasam dongiisiine miidahale ederek verimin azalmasina yol agmak ve (2) bitkiler
tarafindan emilmesi, birikmesi, besin zincirine girmesine ve hayvanlari olumsuz
etkilemesine neden olmaktir (Wang ve ark., 2022). Fizyolojik olarak Cd stresi, enzim
inaktivasyonu, onemli miktarda ROS birikimi ve metabolik dengesizlik ile karakterize
edilebilir (Meng ve ark., 2022). Cd*2 iyonlar ekin bitkileri tarafindan kolaylikla emilebilir,
bu da bitkilerde Cd birikmesine yol agar. Bu durum stoma kapanmasina, lipit ve protein
oksidasyonuna, fotosentetik potansiyelde azalmaya ve ardindan bitki gelisiminin
bozulmasia neden olabilir. Hg, cevrede kalicilig1 ve yiiksek hareketliligi nedeniyle en
toksik agir metallerden biri olarak kabul edilir. Bitki biiylimesi ve fonksiyonlari iizerinde
zararl etkilere neden olabilir. Tarim alanlarindaki yiiksek Hg diizeyleri bitki verimliligini
diistirebilmektedir. Diisiikk konsantrasyonlarda bile Hg bitki biiylimesi ve metabolizmasi
tizerinde onemli zararl etkiler gostererek ¢imlenme, besin emilimi, fotosentez ve ¢ogalma

gibi temel fizyolojik siire¢leri bozmaktadir (lbrahim ve ark., 2022). Yiiksek lipit



¢Oziiniirligli, biyolojik membranlarda birikimi  kolaylastirarak  besin  zincirinde
biyomagnifikasyonu tesvik eder (Robas Mora ve ark., 2022). Ayrica Hg, elektron tasima
zincirine miidahale ederek ve oksidatif strese neden olarak hiicresel fonksiyonlar1 bozar
(Ghori ve ark., 2019). Cd ve Hg stresinin bitkiler tizerindeki kombine etkilerinin agikliga
kavusturulmasi, agir metal kirliliginin bitki gelisimi tizerindeki ¢ok yonlii etkilerinin
incelenmesi ile ilgili ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Bu bilgi a¢ig1, bu iki kirleticinin, 6zellikle
ekonomik agidan onemli bitkilerde bitki fizyolojisi ve biyokimyasi iizerindeki etkilesimli
etkilerini ortaya ¢ikarmayi amaglayan kapsamli arastirmalara duyulan ihtiyacin altini
cizmektedir. Agir metal iyonlari, oto oksidasyon ve Haber-Weiss dongiisii yoluyla reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini tesvik eder (Li ve ark., 2022). Asir1 ROS iiretimi redoks
homeostazisini bozar ve hiicresel bilesenlere zarar verir. Ayrica redoks aktif agir metaller,
ROS ile dogrudan etkilesime girerek ROS aracili hasar1 siddetlendirir ve bunlar1 daha reaktif
ve zararli formlara doniistiirir (Nowicka, 2022). Es zamanli olarak hidrojen peroksit (H202),
stiperoksit radikali (O2™) ve hidroksil radikali (OH) organellerle daha fazla reaksiyona
girerek hiicresel ve DNA hasarina neden olur, adenozin trifosfat (ATP) iiretimini inhibe eder
ve lipid peroksidasyonuna neden olur (Sachdev ve ark., 2023). Bitkiler tarafindan oksidatif
strese karsi kapsamli bir savunma sisteminin enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri
gelistirilmistir. Enzimatik antioksidanlar arasinda APX (askorbat peroksidaz), CAT
(katalaz), SOD (siiperoksit dismutaz) ve GPX (glutatyon peroksidaz) mevcuttur; enzimatik
olmayan sistemler arasinda ise glutatyon (GSH), askorbat (AsA), fenolik bilesikler,
tokoferoller ve karotenoidler bulunmaktadir (Mansoor ve ark., 2022).

Norotransmiterler ilk olarak mantarlarda kesfedilmistir ve daha sonra memelilerde
sinyal molekiilleri ve diizenleyiciler olarak gorev yaptiklar1 anlagilmistir. Kolin ve asetik
asidin bir esteri olan asetilkolin (ACh), en iyi bilinen ndrotransmiterlerden birisidir (Ewins,
1914). Hayvanlarda agirlikli olarak kolin ve asetil-koenzim A’dan (asetil-CoA)
sentezlenmektedir; sinaptik kavsaklarda, sinirlerde ve omurgali kaslarinin motor ug
plakalarinda meydana gelmektedir (Roychoudhury, 2020). Asetilkolinin sentezi, asetilkolin
transferaz enzimi tarafindan kolaylastirilan kolinin taginmasiyla sinirlidir (Robas Mora ve
ark., 2022). ACh, noronal sinyallemedeki rollerinin 6tesinde, bakteriler, algler ve bitkiler de
dahil olmak {izere sinir sistemi olmayan tiirlerin ndronal olmayan hiicrelerinde de bulunur
(Su ve ark., 2020b). Bitkilerde ACh, melatonin, dopamin, glutamat, serotonin ve gama-
aminobiitirik asit gibi diger ndrotransmiterlerle birlikte gevresel faktorlere verilen yanitlarin

modiile edilmesinde gesitli islevlere sahiptir (Su ve ark., 2020a).



ACh ozellikle fotosentez, kok gelisimi, tohum ¢imlenmesi, biiyiime diizenlemesi,
osmoregiilasyon, sert hava kosullari, agir metal toksisitesi ve kuraklik gibi ¢evresel streslere
karst savunma mekanizmalarina katilir (Chen ve ark., 2022). Ayni zamanda kokler ve
stirgiinler arasindaki sinyallesme siireglerinde rol oynamaktadir (Braga ve ark., 2017). Ek
olarak ACh, indoleasetik asit (IAA), etilen (ET) ve giberellik asit (GA) dahil olmak iizere
bitki hormonlariyla is birligi yaparak antioksidanlari, ozmoprotektanlar1 ve strese yanit
veren genlerin ekspresyonunu etkileyerek bitki biiylimesini ve gelisimini etkilemektedir (Di
Sansebastiano ve ark., 2014). Yapilan g¢alismalar, stres faktorlerinin bitki fizyolojisi
tizerindeki olumsuz etkilerini hafifletmede eksojen ACh uygulamasinin potansiyelini
vurgulamistir. Ornegin, ACh’nin yapraklara piiskiirtiilmesinin veya eksojen uygulamasinin
Nicotiana benthamiana’da tuzlulugun neden oldugu hasarlanmayi hafiflettigi, fotosentetik
verimliligi, antioksidan enzim aktivitesini ve ozmotik diizenlemeyi arttirdig: tespit edilmistir
(Qin ve ark., 2021). Farkli bir ¢alismada; Yang ve ark. (2023) su mercimegin (Lemna
turionifera 5511)” de Cd stresinin endojen ACh seviyeleri {izerindeki etkilerini aragtirmistir.
Cd stresi altinda, ACh takviyesinin kok absisyon oranlarmi diisiirdiigii, yaprak
etiyolasyonunu hafiflettigi ve klorofil floresans 6zelliklerini arttirdig1 belirlenmistir.

Bugday (Triticum aestivum L.) diinya ¢apinda en yaygin sekilde yetistirilen tahil
tirtinlerinden biridir (Wei ve ark., 2022). Bugdayin agir metallere diger mahsullere gore daha
duyarli oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (Ilyas ve ark., 2022). Bugday 6zellikle lifli
kok sistemleri yoluyla, onemli diizeyde agir metalleri alma ve biriktirme konusunda dikkate
deger bir kapasiteye sahiptir. Sonug olarak, bu metaller bitkilerin siirgiinlerine, 6zellikle de
tahillara tasinir ve bu durum insan sagligi ig¢in potansiyel riskler olusturur (Qin ve ark.,
2020). ACh’nin ¢evresel streslere kars1 bitki tepkilerine aracilik etmedeki 6nemli roliiniin
giderek daha fazla taninmasina ragmen, bugday bitkilerinde agir metal stresinin
hafifletilmesindeki potansiyel etkinligine iliskin arastirmalar sinirli kalmaktadir. Bu nedenle,
bu calisma, Cd ve/veya Hg stres kosullar1 altinda bugday yapraklarinda eksojen ACh
uygulamasinin biiylime, gaz degisim parametreleri, fotokimyasal reaksiyonlar ve
antioksidan sistem tiizerindeki etkilerini agiklamay1 amaglamaktadir. Bu arastirma ile agir
metal stresine karsi ACh’nin aracilik ettigi toleransa iliskin mekanik anlayislar1 agiga
cikararak, bugday bitkilerinin ¢evresel zorluklara karsi direncini arttirmaya yonelik

stirdiiriilebilir stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunmay1 amaclamaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkilerde Agir Metal Stresi

Bitkiler dogal olarak biyotik ve abiyotik stres gibi bircok olumsuz ¢evresel faktore
maruz kalmaktadirlar (Hawkes, 1997). Abiyotik stres faktdrlerinden biri olan agir metal
stresi; bitkilerde biyokimyasal tepkilerden iirlin verimine kadar degisen tepkileri tetikleyen
faktordiir. “Agir Metal” terimi, nispeten yiikksek yogunluga sahip ve diisiik
konsantrasyonlarda bile toksik olan herhangi bir metalik elementi ifade etmektedir (Gill,
2014).

Agir metal stresi, diinya ¢apinda ¢esitli karasal ekosistemlerde biiylik bir endise
kaynagi haline gelmistir. Gliniimiizde kapsamli sanayilesme, agir metalleri biriktirerek
toprak tizerinde oldugu kadar iirin verimliligi lizerinde de zararh etkiler yaratmaktadir
(Shahid ve ark., 2015). Toprak dokusunun zarar gérmesi, yani topragin pH’sinin bozulmasi,
farkli elementlerin varligt ve agir metallerin birikmesi, bitkilerin gesitli fizyolojik ve
molekiiler aktivitelerini olumsuz yonde etkileyerek bitki biiylimesinin dogrudan ve/veya
dolayli olarak azalmasina neden olmaktadir (Panuccio ve ark., 2009). Zn, Cu, Mo, Mn, Co
ve Ni gibi agir metaller, 6nemli biyolojik siiregler ve gelisimsel yollar i¢in gereklidir (Salla
ve ark., 2011; Shahid ve ark., 2015). Bununla birlikte, bu metaller, arsenik (As), kursun (Pb),
kadmiyum (Cd), ctva (Hg), krom (Cr), aliiminyum (Al) ve Berilyum (Be) dahil olmak iizere
diger dort yiiksek toksik agir metal ile birlikte, konsantrasyonlar1 optimal olmayan degerlerin
tizerine ¢iktiginda tirtin verimliligi biiyiik 6l¢iide etkilemektedir (Xiong ve ark., 2014). Bu
toksik elementler, bitkilerde verim azalmasina yol acan morfolojik anormalliklere ve
metabolik bozukluklara neden olmaktadir (Amari ve ark., 2017). Bu anormallikler ayni
zamanda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), yani siiperoksit anyon radikali (O2"), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikal (OH") {iretimine yol agarak hiicrelerin redoks
homeostazinin bozulmasina neden olurlar (Gill ve Tuteja, 2010; Pourrut ve ark., 2011). Bu
redoks durumu dengesizliginin, bitkilerde agir metal toksisitesinin 6nemli bir nedeni oldugu
distiniilmektedir.

ROS birikimi, bitkilerde antioksidan savunma mekanizmalarini harekete gecirir.
ROS, atmosferik oksijenin kismen indirgenmis formlaridir ve normal kosullar altinda bitki
hiicrelerindeki {iretimleri temizleme sistemi tarafindan sik1 bir sekilde kontrol edilmektedir.
ROS; DNA, proteinler ve lipitler gibi biyomolekiilleri oksitleyerek, bitki biiylimesi ve

gelisiminin azalmasiyla sonug¢lanan oksidatif hasara neden olabilir (Herndndez-Jiménez ve



ark., 2002). Bitkiler, ROS seviyesini ve etkilerini kontrol etmek i¢in onlari oksidatif hasara
kars1 koruyan bir dizi antioksidan molekiile ve enzime sahiptir. Antioksidanlarin aktif
formunu yenilerler ve ROS’un neden oldugu hasari ortadan kaldirir veya azaltirlar (Alscher
ve ark., 1997). Oksidatif strese kars1 koruma, siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX)
ve katalaz (CAT) gibi enzimatik antioksidanlarin iiretimiyle saglanirken, glutatyon,
karotenoidler ve askorbat gibi enzimatik olmayan antioksidanlara da sahiptirler (Hall, 2002;

Caregnato ve ark., 2008).

2.2. Kadmiyumun Bitkiler Uzerindeki Olumsuz Etkileri

Kadmiyum (Cd), canli organizmalar ve insanlar i¢in oldukca toksik bir metal olarak
kabul edilir ve karada ve suda yasayan organizmalar icin biyolojik aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir (Chellaiah, 2018). Giiniimiizde tarim ve endiistrideki gelismelerin bir¢ogu
tarimsal topraklarda yiiksek Cd konsantrasyonuna yol agmaktadir (Bojorquez ve ark., 2016).
Cd cok sayida antropojenik aktivite ve emisyon yoluyla ekosistemlere dahil olmaktadir.
Kirlenmis topraktaki yiiksek hareketliligi nedeniyle Cd’nin bitkilerde birikmesi, hayvan ve
insan sagligi i¢in ciddi sorunlar teskil etmektedir (Mahajan ve Kaushal, 2018). Cd bitkiler
tarafindan kolayca alimir ve bitkilerin yenilebilir yapraklari, meyveler ve tohumlar gibi
kisimlarinda birikmektedir (Kosolsaksakul ve ark., 2014). Bitkilerde kloroz ve diizensiz
biiyiime, Cd toksisitesinin neden oldugu kolayca tanimlanabilir semptomlar arasinda yer
almaktadir (Das ve ark., 1997). Daha yiiksek toksisite bitki biiyiimesini engeller ve bitki
nekrozuna yol agar (Hermans ve ark., 2011). Cd toksisitesi, karbon fiksasyonunu
engelleyerek ve klorofil igerigini ve fotosentetik aktiviteyi azaltarak bitkileri etkilemektedir
(Gallego ve ark., 2012). Topraktaki Cd’ye maruz kalma, yapraklarin nisbi su i¢erigini, stoma
iletkenligini ve terlemeyi en aza indirerek bitkilerde ozmotik strese neden olur ve bdylece
fizyolojik hasara yol agar (Rizwan ve ark., 2016).

Kadmiyum toksisitesi, ROS’un asir1 iiretimine neden olur ve bitki zarlarinda hasara
ve hiicre biyomolekiilleri ile organellerinin tahribatina yol acar (Abbas ve ark., 2018).
Kadmiyum ayrica bitkinin Fe ve Zn alimim azaltarak yaprak klorozuna neden olmaktadir
(Xu ve ark., 2017). Hsu ve Kao (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, geltik (Oryza sativa L.)
bitkisini 12 giin boyunca hidroponik kaplarda Cd stresine maruz birakarak yapraklarin
metabolik degisimleri incelenmistir. Cd stresinin yaprak klorozu meydana getirdigi ve
fotosentezde azalma rapor edilmistir. Jali ve ark. (2014) 400 uM CdCl: stresi altinda

yetistirilen ¢eltik bitkisinde prolin igeriginin arttig1; ¢cimlenme oraninda, nigasta igerigini ve



fotosentetik aktiviteyi onemli Olgiide azalttigini tespit etmislerdir. Lin ve ark. (2007)
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada bugday (Triticum aestivum L.) fidelerine Cd
uygulamas1 sonucunda malondialdehit (MDA) igerigi, yliksek bir Cd konsantrasyonu ile
onemli Ol¢iide artmistir. SOD, CAT, GPX, APX ve GR dahil olmak iizere yapraklardaki bazi
antioksidan enzimlerin aktivite seviyelerinde, yiiksek Cd konsantrasyonlarinda artis

meydana geldigi rapor edilmistir.

2.3. Civanin Bitkiler Uzerindeki Olumsuz Etkileri

Bir diger agir metal tiirii olan Civa (Hg), ekosistemde birikime yol agan endiistriyel
kirlenme nedeniyle toksik bir agir metal ve yaygin bir kirleticidir (Gontia-Mishra ve ark.,
2016). Ayrica, civa madenciligi, altin eritme, yakit yakma ve alet imalati da ¢evrede civa
birikimini artiran faktorler arasindadir (Moreno ve ark., 2008). Cevrede uzun siire kalan
biyobirikimli bir toksin olarak siniflandirilan civa énemli bir ¢evresel kirleticidir (Dash ve
Das, 2012). Hg; insanlar, hayvanlar ve bitkiler i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir (Bridges
ve Zalups, 2004, Patra ve ark., 2004). Sanayilesmeye paralel olarak tarim topraklarinin agir
metal kirlenme orani artis gostermektedir. Topraga salinan civanin esas olarak stlfiirler, kil
parcaciklari ve organik maddeler araciliyla adsorpsiyon yoluyla kati fazda kaldigi
bilinmektedir. Oksidasyon reaksiyonlarina giren ve topraga biriken atmosferik Hg,
topraklarda ve sularda Hg birikimini arttirir (Lindberg ve ark., 2007). Topraktaki Hg,
elementel (HgP), iyonik (Hg*?), metil (MeHg), hidroksit (Hg (OH)z2) ve siilfiir (HgS) formlar
dahil olmak iizere bircok formda bulunur. Ancak Hg*? bitkiler tarafindan kullanilan baskin
formudur (Chen ve Yang, 2012). Bitkiler Hg’yi kirlenmis topraktan kokleri araciligiyla alir
ve koklerde birikme meydana gelir (AbdElgawad ve ark., 2015).

Bitkilerde Hg birikimi, ¢imlenmenin engellenmesine, bilyime hizinin
yavaslamasina, membran gecirgenliginin ve mitokondriyal aktivitenin azalmasina,
fotosentezin bozulmasina ve ROS’u aktive ederek oksidatif strese neden olur (Aysin ve ark.,
2020). Ayni1 zamanda lipid peroksidasyonuna, inaktif enzimatik aktiviteye, DNA ve
membran hasarina, bitkilerde bilylimenin engellenmesine neden olur (Ding ve ark., 2019).
Genel olarak hiicre hasar1 dogrudan Hg stresinden kaynakli meydana gelebilmektedir ¢linkii
Hg iyonlar1 biyomolekiilleri siilfidril gruplarina baglayabilir ve ¢inko, bakir gibi temel
elementlerle rekabet edebilir (Cargnelutti ve ark., 2006). Diger yandan meydana gelen hasar
Hg stresi altinda indiikklenen ROS un asir1 iretimi ile ortaya ¢ikabilir (Guedes ve ark., 2021).

Ayni zamanda bitkiler Hg stresinin neden oldugu toksisiteyi hafifletmek igin glutatyon



(GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), katalaz (CAT) ve asirt ROS’u
temizleyebilen glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimler; Askorbik asit,
flavonoidler ve Hg iyonlarin1 selatlayabilen karotenoidler gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar da dahil olmak iizere farkli antioksidan savunma sistemlere sahiptirler (Chen
ve ark., 2012; Xiong ve ark., 2021).

2.4. Bitkilerde Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Bitki gelisimi, biiyiimesi ve hayatta kalmasi, genotipi ve cevresel faktorler tarafindan
stirekli olarak sekillenir (Mhamdi ve Van Breusegem, 2018). Bitkiler hareketsiz
olduklarindan, metabolizmalarin1 avantaja ceviren ve bu sayede oldukca degisken
ortamlarda biiylimelerini saglayan, birincil metabolik iiriinleri hayati siireglere entegre etmek
gibi mekanizmalar gelistirmislerdir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), bitki biiytimesini ve
gelisimini diizenleyen metabolik iiriinlerden biridir (Mittler, 2017). ROS seviyeleri, iiretim
ve yikim arasindaki kontrollii dengeyle belirlenir ve bu denge, karmasik ve sofistike
antioksidan sistemler araciligiyla saglanir (Mittler ve ark., 2011). Bu sistemler ve ROS ile
iligkili yollarin sik1 kontrolii, bitkilerin degisken kosullar altinda esnekligini belirler ve
dolayisiyla bitki biiytimesini ve hayatta kalmasini kontrol eder (Waszczak ve ark., 2018).

ROS, oksijen molekiiliinden (O:) daha reaktif olan herhangi bir oksijen tiirevini ifade
eder (Foyer ve Noctor, 2009). Her ROS tiirii kendine 6zgii ve ayirt edici kimyasal 6zelliklere
sahiptir. Bunlar, singlet oksijen (*O:) lipidleri, proteinleri ve DNA ’nin guanidin kalintilarini
oksitler; siiperoksit (O2"), singlet oksijen gibi, 1-4 us’lik bir yart d6mre sahiptir ve Fe-S
proteinleriyle reaksiyona girer ve hidroksil ("OH) radikalleri son derece reaktiftir ve 1 ns’lik
bir yar1 6mre sahiptir (Waszczak ve ark., 2018). Bunun aksine, hidrojen peroksit (H202)
oldukca kararlidir (1 ms’den fazla) ve bu nedenle hiicresel sinyal iletiminde en baskin ROS
olarak kabul edilir. H2O, hiicresel ROS seviyelerini diizenlemede rol oynayan cesitli

hiicresel bilesenlerle etkilesime girebilmektedir (Mhamdi ve Van Breusegem, 2018).

2.5. Antioksidan Savunma Sistemi

Genel olarak, bitki hiicreleri, ROS’uU normal hiicresel metabolik aktivitelerin bir
sonucu olarak iiretilen sinirlar iginde tutmak i¢in yeterli donanima sahiptir (Gill ve Tuteja,

2010). Bununla birlikte, farkl: stres kosullari altinda, ROS iiretimi genellikle genel hiicresel



antioksidatif potansiyeli asar ve bu da bitki biiylimesi ve fizyolojisi lizerinde strese bagl
olumsuz etkilere neden olur. Bitki hiicrelerini oksidatif hasardan korumak i¢in dengeli bir
kararli durum gereklidir (Mittler ve ark., 2004).

Antioksidanlar dogrudan veya dolayli olarak ROS’u temizler ve/veya ROS iiretimini
kontrol ederler (Carocho ve Ferreira, 2013). Antioksidan savunma sistemi diisiik molekiiler
agirlikli enzimatik olmayan antioksidanlardan ve bazi antioksidan enzimlerden olugsmaktadir
AsA, GSH, o-tokoferol, fenolik bilesikler (PhOH),
flavonoidler, alkaloidler ve protein olmayan amino asitler gibi enzimatik olmayan
antioksidanlar, ROS’un agir1 iiretimini engellemek i¢in SOD, CAT, POX, APX, MDHAR,
DHAR, GR, GPX ve GST gibi antioksidan enzimlerle koordineli bir sekilde galigirlar (Nath

(Hasanuzzaman ve ark., 2019).

ve ark., 2018; Laxa ve ark., 2019). Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin

katalitik reaksiyonu ve hiicresel reaksiyon bolgeleri Cizelge 2.1-2°de gdsterilmistir.

Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleyen enzimatik olmayan antioksidanlarin reaksiyon
mekanizmalari.

Antioksidan

Katalize Edilen Tepkimeler

Katalitik Reaksiyon Alanlar

Enzimatik olmayan

Askorbik asit

Sipdrici Oz, H202, "OH ve
10,

Kloroplast, peroksizomlar,
sitozol, mitokondri, apoplast

Glutatyon

Stipiiriicii H202, "OH, ve 10,

Kloroplast, peroksizomlar,
sitozol, mitokondri, apoplast

Tokoferol

Siipiiriicii OH" , !0z, ROO" ve
ROOH

Kloroplastin tilakoid zari

Karotenoidler

Cogunlukla siipiiriicii 1O,

Kloroplast

Flavonoidler

Siipiiriicii 02", H20,, ve 10,

Kloroplast, vakuol

Fenolik asitler

Stiptiriicii Oz, "OH, ROO", ve
ONOO-

Hiicre duvan

Alkaloitler

Siipiiriicii Oz, "OH, H,0y,
ve 10,

Vakuol

Protein olmayan amino asitler

Siipiiriicii 02", H20,, ve 10,

Sitozol, mitokondri, hiicre
duvari




Cizelge 2.2. Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleyen enzimatik antioksidanlarin reaksiyon mekanizmalari.

Enzimatik
_ Kloroplast, peroksizomlar,
D 20, +2H +H . . .
S0 ©: — 02+ HO: sitozol, mitokondri, apoplast
CAT 2H,0, — 2H,0 + O, Peroksizomlar
2PhOH + H,0,— 2PhO" + 2H,0
2PhO* — ¢apraz bagli maddeler .
POX PhO" + Asc — PhOH + MDHA Hiicre duvari, apoplast, vakuol
PhO® + MDHA — PhOH + DHA
APX .0, + AsA — 2H,0 + MDHA Kloroplast, peroksizomlar,
sitozol, mitokondri, apoplast
MDHAR MDHA + NAD(P)H — AsA + NAD(P)* Kloroplast, sitozol, mitokondri
DHAR 2GSH + DHA — GSSG + AsA Kloroplast, sitozol, mitokondri
GR GSSG + NADPH + H — GSH + NADP** Kloroplast, sitozol, mitokondri
GPX H202 + GSH — H,0 + GSSG Kloroplast, mitokondri
GST R-X + GSH — GS-R + H-X Kloroplast, sitozol, mitokondri

Bitkilerde SOD enzimi dogrudan stresle iligkilidir ve savunmanin ilk hattini olusturur
ve 02"yi H202’ye déniistiiriir. Uretilen bu H202, CAT, APX, GPX enzimleri tarafindan
daha fazla H20’ya doniistiiriilebilir veya AsA-GSH dongiisiinde katalize edilebilir. Bitki
hiicrelerinde, AsA-GSH dongiisii veya Asada-Halliwell dongiisii, enzimatik olmayan
antioksidanlar AsA ve GSH ile dort 6nemli enzim APX, MDHAR, DHAR ve GR’den olusan
H202’yi detoksifiye etmek i¢in ana antioksidan savunma yoludur. Antioksidan savunma
sisteminde, ASA-GSH dongiisii H202 ve redoks homeostazini en aza indirmek i¢in 6nemli
bir rol oynar (Fotopoulos ve ark., 2010). Ek olarak, GPX ve GST’de H20: ve
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu i¢in 6nemli enzimlerdir (Hasanuzzaman ve ark., 2018a).
Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda AsA ve GSH, yiiksek bitkilerde en bol bulunan
¢Oziinebilir antioksidanlardir (Foyer ve Noctor, 2011). Bunlar elektron vericileri olarak
hayati bir rol oynar ve dogrudan AsA-GSH dongiisii araciligiyla ROS’u temizler
(Hasanuzzaman ve ark., 2019). Dahasi, beta-karoten, hiicresel ROS konsantrasyonlarinin
azalmasina neden olan "OH, O2" ve ROO’ radikalleriyle reaksiyona girmektedir (Kapoor ve
ark., 2019).

2.5.1. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Askorbik asit (AsA), elektron verme kapasitesi ve iki form arasindaki rezonans
sonucunda elektron dagiliminin sagladig kararlilik nedeniyle ROS’u temizlemede énemli
bir rol oynamaktadir (Hasanuzzaman ve ark., 2019). Birgok fitohormon’un biyosentez yolu

AsA tarafindan diizenlenir. Ayrica, AsA, a-tokoferol’ii (vitamin E) tokoferoksil
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radikalinden yeniden olusturur ve/veya ‘OH ve O™ temizleyerek bu siirece katkida bulunur
(Naz ve ark., 2016; Seminario ve ark., 2017). Aymi zamanda, antioksidan savunma
sisteminin bir bagska 6nemli bileseni olan GSH, hiicresel ROS’lar1 temizlemek ve redoks
dengesini saglamak i¢cin AsA-GSH dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar
(Hasanuzzaman ve ark., 2019). Tokoferol, kloroplasti korur ve fotosentezi siirdiiren ROS,
ozellikle de 02 ve "OH’yi temizleyerek fotosentezi destekler (Kumar ve ark., 2013).
Karotenoidler, zararli serbest radikalleri temizlemede bilinen ve 1s1k toplama kompleks
proteinleri ile tilakoid membraninin stabilitesini koruyan énemli bir antioksidan molekiil
simifin1 olusturur (Hussain ve ark., 2019). Diisiik molekiil agirlikli bilesikler olan
flavonoidler ve Ozellikle dihidroksi B-halkali flavonlar ve flavonoller, serbest radikalleri
temizleme ve lipid peroksidasyonundan kaynaklanan hiicre hasarini azaltma potansiyeline
sahiptir (Agati ve ark., 2012; Liu ve ark., 2014).

Ayrica, abiyotik stresler, flavonoid biyosentezi ile ilgili genlerin ekspresyonunu
artirir ve antioksidan savunma mekanizmalarini aktive eder (Mehla ve ark., 2017).
Antioksidan fenolik asitler genellikle hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitlerden olusur;
bu asitler serbest radikalleri, 6zellikle O2"", "OH’i selatlar ve temizleyici olarak antioksidan
aktivite gostermektedir (Carocho ve Ferreira, 2013). Alkaloidler ayrica serbest radikal
temizleyicisi olarak antioksidan 6zellige sahiptir ve H202 ile indiiklenen oksidasyonu inhibe
eder (Tiong ve ark., 2013). Ayrica, protein olmayan amino asitler de etkili enzim dis1

antioksidanlar olarak degerlendirilebilirler (Vranova ve ark., 2011).

2.5.2. Enzimatik antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), Cu/Zn-SOD, Fe-SOD ve Mn-SOD olmak
lizere li¢ ana izozime ayrilir ve antioksidan savunma sisteminin ilk sirasinda yer alir. Bu
enzim, O2"’i H202’ye doniistiirerek "OH olusum olasiligini azaltir (Gill ve ark., 2015).
Antioksidan savunma sisteminde, katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) ROS detoksifikasyonunda
gbrev yapan dort alt birimden olusan bir heme iceren enzimdir ve 1 dakikada 26 milyon
H202 molekiiliinii H2O’ya donistiiriir (Mehla ve ark., 2017). Peroksidaz (EC. 1.11.1.7)
genellikle fenol (PhOH) oksitleyerek fenoksil radikalini (PhQO") iiretir ve H202’i elektron
kabul ederek H20’ya donistiiriilir. AsA’nin yoklugunda, PhO® siiberin, lignin ve kinonlar
iretirken, AsA’nin varliginda PhO® AsA ile reaksiyona girerek monodehidroaskorbat
(MDHA) ve ardindan DHA iiretir (Veljovi¢ Jovanovi¢ ve ark., 2018).
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Bitki hiicrelerinde, AsA-bagimli APX (EC 1.11.1.1) farkli izoformlarda bulunur
bunlar; sitoplazmik APX (cAPX), mitokondriyal APX (mtAPX), kloroplastik APX
(chlAPX; APX, kloroplastlarda H202 temizleme kapasitesine sahip tek enzimdir, ¢iinkii
CAT mevcut degildir), peroksizomal/glioksizomal APX (mAPX; dahil)) ve H202
temizleyicileridir. AsA-GSH dongiisiinde monodehidroaskorbat (MDHA) iiretmektedir
(Pandey ve ark., 2017). Uretilen MDHA, cesitli hiicresel yerlerde iki izoformda bulunan
NADPH-bagiml flavin adenin diniikleotid enzim olan MDHAR (EC 1.6.5.4) tarafindan
AsA’ya doniistiiriiliir (Hasanuzzaman ve ark., 2019). MDHAR, bir tiyol grubu igererek
AsA’y1 fenoksil radikal azaltimi ile yeniden olusturur (Garcia-Caparrds ve ark., 2019).
MDHAR, enzim dis1 olarak DHA’ya doniistiiriiliir ve ardindan GSH-bagimli DHAR
(EC1.8.5.1) aktivitesi tarafindan AsA’ya geri doniistiiriiliir (Garcia-Caparros ve ark., 2019).

Bu reaksiyonda, GSH, NADPH-bagimli GR (EC 1.6.4.2) enzimi tarafindan daha
fazla GSSG’ye okside edilir ve bu, redoks dengesinin diizenlenmesi i¢inde 6nemlidir (Couto
ve ark., 2016). Ayrica, GPX (EC 1.11.1.9) yiiksek reaktif bir tiyol grubuna sahip olan ve
GSH ile TRX’leri kullanarak H202’yi temizleyen, lipidleri ve organik hidroperoksitleri
azaltan bir nonheme igeren POX ailesi antioksidan enzimin bir tiyesidir (Bela ve ark., 2015).
GST (EC 2.5.1.18) aktif bolgelerinde GSH ve elektrofilik substratlart konjuge eder, boylece
ksenobiyotiklerin (6zellikle, herbisitler ve farmasotik olarak aktif bilesikler) metabolize
edilmesini ve vakuollere tasinmasini saglar (Christou ve ark., 2016; Nianiou-Obeidat ve ark.,
2017). Ayrica, peroksitlerin pargalanmasinda, hormon biyosentezinde ve stres sinyal

iletiminde rol oynar ve GPX aktivitesini artirir (Nianiou-Obeidat ve ark., 2017).

2.6. Asetilkolin (ACh)

Asetilkolin (ACh), kolin ve asetik asidin bir esteridir ve 1914 yilinda ilk olarak izole
edilen 6rnek niteliginde ve en bilinen ndrotransmitterdir. Genellikle hayvanlarda sinaptik
yolaklarda, sinirlerde ve omurgali kaslarin motor ug plakalarinda kolin ve asetil-koenzim A
(asetil-CoA) araciligiyla kolin asetiltransferaz enzimi tarafindan sentezlenir. Asetilkolin
sentezinin hiz smirlayici adimi, kolinin dis sividan sinir terminaline sodyum bagimli
tastyicilar aracihigiyla alimi ve tasgmmasmi igerir (Lester, 1977). Ayrica Asetilkolin;
bakteriler, algler, protozoalar, tiibiiller, mantarlar, yosunlar, Equisetum robustum ve ilkel
bitkilerde tespit edilmistir. Hayvan hiicrelerinde gen ekspresyonu, bagisiklik fonksiyonlari,
diferansiyasyon, proliferasyon, hiicre-hiicre temasi, sitoskeletal organizasyonu, Silia

aktivitesi, hareket, go¢, emilim, salgilama vb. gibi ¢esitli fonksiyonlarin non-ndronal
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asetilkolin tarafindan diizenlenmesi, bitki bilimcilerini yiliksek bitkilerde asetilkolin
fonksiyonlarmi kesfetmeye yonlendirmistir. Bitkilerde 1yi gelismis bir sinir sistemi
bulunmamasina ragmen hem asetilkolin hem de asetilkolin hidrolize eden aktivite bitki
aleminde genis ¢apta tanimmustir. Urtica dioica, asetilkolinin su emilimi ve fotosentez
diizenlemesi agisindan islevinin  dogrulandigi erken bitki iyelerinden biridir
(Roychoudhury, 2020).

ACh’nin normal veya stres kosullari altinda bitkilerde biiyiime ve gelismeyi
diizenleyen c¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal siiregleri diizenlemede onemli bir rol
oynadigina dair giiclii kanitlar vardir (Braga ve ark., 2017; Qin ve ark., 2019). Ornegin,
Evans (1972), ACh’nin Avena sativa L.’nin hiicre duvari 6zelliklerini degistirerek hiicre
uzama yetenegini destekledigini gostermistir. Dahasi, ACh, oksin ile ekspansinlerin
ekspresyonunu Onemli Olglide artirarak hiicre duvart ozelliklerini  degistirir  (Di
Sansebastiano ve ark., 2014). Benzer sekilde, Roshchina ve Mukhin (1985), Pisum sativum
L. cv. Prevoskhodnii’de kloroplastlardaki ACh’nin fotofosforilasyonla birlikte membran
iyon gegirgenligini ve elektron taginimini diizenledigini bulmustur. Etiyollenmis bugday
fidesi mezofil protoplastlari ile yapilan baska bir calismada, Tretyn ve ark. (1990), ACh’nin
membran gecirgenligini ve Ca*?, K* ve Na' girisini diizenleyerek protoplastlarm hizla
sismesine neden oldugunu gostermistir. Benzer sekilde, kuraklik stresiyle iliskili yaprak
solmasi ve yaprak iyilesmesindeki degisikliklerin, Macroptilium atropurpureum (Siratro)
yapraklarindaki ACh seviyesindeki degisikliklerle iliskili oldugu bildirilmistir (Momonoki
ve Momonoki, 1993). Ek olarak, birka¢ rapor, metabolik enzimlerinin reseptorii olan
ACh’nin gesitli bitki dokularinda ve organlarinda dagildigim1i ve ACh’in temel fizyo-
biyokimyasal siireglerdeki rolii oldugunu gostermistir. Birkag arastirma bulgusu, ACh’nin
su ve iyon homeostazisi, stoma hareketi, kok ve siirgiin arasindaki iletisim gibi cesitli
fizyolojik rollere sahip oldugunu gostermistir (Qi ve ark., 2023).

ACh’nin oksidatif strese karst etkileri Ttzerine literatiirde birka¢ c¢alisma
bulunmaktadir. Qin ve ark. (2020)’nin tuzluluk stresi altinda Nicotiana benthamiana
tizerinde ACh’m etkileri arastirilmigtir. Bunun sonucunda Ach’in stoma iletkenligi, i¢c CO2
konsantrasyonu ve terleme hizini arttirdigini, bdylece fotosentez {iizerindeki tuzluluk
etkilerini hafiflettigini  bildirmislerdir. Ek olarak tuzlulugun neden oldugu lipid
peroksidasyonunun artmasi ve antioksidan enzimlerin aktivasyonunun modiilasyonu yoluyla
ACh uygulamasi sonrasi azaldigini rapor etmislerdir.

Su ve ark. (2020b), Cd stresinin tiitiin (Nicotiana benthamiana) bitkisi tizerinde

ACh’1n etkilerini arastirmislardir. Sonug¢ olarak Cd kaynakli azalmalari etkili bir sekilde



13

hafiflettigini ve fotosistem II aktivitesini iyilestirdigini rapor etmislerdir. Ayni1 zamanda Cd
stresli bitkilerin ACh uygulamasi stres toleransini artirdigini ve eksojen olarak uygulanan
ACh, Cd birikimini azalttigini, Cd’nin vakuol ve hiicre duvarindaki dagilimmi modiile

ederek Cd kaynakli hasari en aza indirdigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitki Materyali ve Deney Dizayni

Bugday tohumlar1 (Triticum aestivum L. cv. Taner) steril edilip, 1slak filtre kagidi
tizerinde ¢imlendirilmeye birakilmiglardir. Cimlenme isleminden sonra fideler iklim
odasinda kontrollii kosullar altinda hidroponik bir ortam olan Hoagland soliisyonunun i¢ine
aktarilmistir. Fideleri su kiiltiirii ortaminda totalde 12 grup olacak sekilde yetistirilmistir. 14
giinlik saglikli fideler haline gelen bugdaylar Cizelge 3.1’de sunulan deneme dizayni
tasarlandi, sonra fidelere dnceki ¢aligmalara (Pirzadah ve ark., 2018; Jawad Hassan ve ark.,
2020; Qi ve ark., 2023) gore Asetilkolin (AChl, 10 uM; ACh2, 100 uM) ve/veya Cd (100
uM) ve Hg (50 uM) stresi uygulanmistir. 7 glinliikk uygulama siiresinden sonra bitkiler hasat
edilerek fizyolojik parametreler ve klorofil fliioresans Olgiimleri alinip ardindan
biyokimyasal analizler yapilmistir ve bugday fideleri sivi azot ile muamele edilerek -80

°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda tasarlanan uygulama gruplari

1. Grup 2.Grup 3. Grup 4. Grup
© (AChl) (ACh2) (Cd)
Kontrol Asetilkolin 10 uM Asetilkolin 100 uM 100 uM Kadmiyum
5. Grup 6. Grup 7.Grup 8. Grup
(Cd+ACh1) (Cd+ACh2) (Hg) (Hg+ACh1)
Kadmiyum+ Asetilkolin | Kadmiyum + Asetilkolin Civa 50 uM Civa + Asetilkolin
9. Grup 10. Grup 11. Grup 12. Grup
(Hg+ACh2) (Cd+ Hg) (Cd+Hg+AChl) (Cd+Hg+ACh2)
Civa + Asetilkolin Kadmiyum+ Civa Kadmiyum + Civa + Kadmiyum + Civa
Asetilkolin +Asetilkolin

Sekil 3.1. 14 giin boyunca hidroponik ortamda yetistirilen bugday (Triticum aestivum L. cv. taner) fidelerinin
genel goriiniimii
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Sekil 3.2. Civa ve/veya kadmiyum stresi altindaki bugdayda farkli dozlarda asetilkolin uygulamalar1 ardindan
fidelerin genel goriintimleri

3.2. Fizyolojik Parametrelerin Belirlenmesi

3.2.1. Nisbi siirgiin biiyiime oranlarinin belirlenmesi

Stres uygulamasini takiben, 0. giinleri alinan ve hasat giinii her bir gruptan alinan
rastgele 6 fidenin siirgiin yas agirliklar1 belirlenmis, ornekler 55 °C’de 24 saat etiivde
bekletildikten sonra kuru agirliklar1 kaydedilmistir. Her gruptan en az ii¢ tekrarli sekilde
gerceklestirilen Olclimlerin asagidaki formiille hesaplanmasi sonrasi bagil siirgiin biiyiime

oranlar1 belirlenmistir (Hunt ve ark., 2002).

Bagil Siirgiin Biiyiime Orant: (loge KA2 — loge KAL) / (H2- H1)

(KAT1: 1. Hasattaki siirgiin agirlig1 (mg), KA2: 2. Hasattaki siirglin agirligi (mg), H1:

1. Hasat siiresi, H2: 2. Hasat siiresi)

3.2.2. Yapraklarin bagil su iceriklerinin belirlenmesi

Civa ve/veya Kadmiyum stresli bugday yapraklarina asetilkolin uygulamalarinin
yaprak bagil su igeriklerinde olusan degisimleri belirlemek i¢in; kontrol, yalniz stres ve
stresle birlikte ACh uygulanmis gruplardan rastgele 6’sar tekrar yaprak ornekleri alinarak
yas agirliklar1 (Y.A.) olgilildii. Ardindan 6rnekler en az 6 saat diisiik 151k altinda de-iyonize
su bulunan petri kaplarinda bekletildi. Siire sonunda tartilan yapraklarin turgorlu agirliklar:
(T.A.) belirlenmis oldu. Daha sonra tartilan 6rnekler 72 saat 55 °C’de etiivde kurutularak
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kuru agirliklar1 (K.A.) belirlendi. Her bir gruba ait yaprak orneklerinin bagil su icerigi

asagidaki formiile gére % olarak hesaplanmistir (Smart ve Bingham, 1974):

Bagil su igerigi (%) = [(Yas agirlik — Kuru agirlik) / (Turgorlu agirlik — Kuru agirlik)] X 100

3.3. Gaz Degisim Parametreleri

Gaz degisim parametreleri, her uygulama grubundan alt1 bitkinin yapraklarinda
LCpro+ (ADC, Hoddesdon, UK) sistemi kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Ci/Ca oraninin 1’den farki

stoma sinirlama degeri (Ls) olarak hesaplanmistir (Ma ve ark., 2012).

3.4. Klorofil Fliioresans Olciimleri

Hasat sirasinda klorofil fluoresans (Plant Efficiency Analyser-Hansatech Instruments
Ltd.) oOlglimleri kadmiyum ve/veya civa stresi iizerine ACh uygulanmis bugday
yapraklarindan her bir gruptan rastgele secilen 5 farkli 6rnek alinarak gergeklestirilmistir.
Olgiimler oda sicakliginda karanlikta gerceklestirilmistir. Yapraklar 5 dakika kadar
karanlikta bekletilerek PSII’nin temel fliioresans diizeyine (Fo) indirgenmesi saglanmistir.
Ayrica 10, 15, 20 ve 30 dakikalik siireler sonunda da ol¢timler yapilmis ve olgiim yapilan
her bitkinin PSII’nin fotokimyasal verimi maksimum kuantum verimi olan Fv/Fm degerleri
kaydedilmistir. Ayrica ¢esitli siirelerde karanlikta bekletilen 6rneklerde PSII nin agik oldugu
andaki minimum fliioresans (Fo), karanliktan 1518a alinan bitkilerde PSII’nin a¢ik oldugu
andaki minimum fliioresans (Fo’), karanlikta bekletilen yapraklarda PSII’nin kapali oldugu
andaki maksimum fliioresans (Fm) ve karanliktan 1s18a alinan yapraklarda PSII’nin kapali
oldugu andaki maksimum fliioresans (Fm’), Fv (degisken fliioresans, Fm/Fo), fotokimyasal
kullanilma (qP, (Fm’-F)/(Fm’-Fo), fotokimyasal olmayan kullanilma (1-(Fm’-Fo’)/(Fm-Fo)

belirlenmistir.
3.5. Bugday Yapraklarinda Gergeklestirilen Biyokimyasal Analizler
Tez calismamizda asetilkolin’in kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday

yapraklarinda stresin olumsuz etkilerini azaltmadaki rollerini tespit edebilmemiz igin

yapraklarda;
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1- Yapraklarin protein iceriklerinin tespiti,

2- Lipid peroksidasyon oranlarinin belirlenmesi,

3- Yapraklardaki prolin degisimlerinin belirlenmesi,

4- Yapraklarin hidrojen peroksit i¢eriklerinin belirlenmesi,

5- Yaprak enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi,

6- Antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi;
6.1. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin densiyometrik olarak belirlenmesi,
6.2. Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi,

6.3. Peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi,
6.4. Askorbat peroksidaz enziminin aktivite tayini,
6.5. Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite tayini,
6.6. Monodehidroaskorbat rediiktaz enziminin aktivite tayini,
6.7. Dehidroaskorbat rediiktaz enziminin aktivite tayini,
6.8.NADPH oksidaz aktivitesi gibi biyokimyasal 6l¢iimler ger¢eklestirilmistir
7- Enzimatik olmayan antioksidanlarin igeriklerinde meydana gelen degisimlerin

belirlenmesi

3.5.1. Total protein miktarimin belirlenmesi

Enzim analizlerinde kullanilacak 0.5 g yaprak 6rnegi 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 0.1
mM EDTA, %0,2 TritonX100, I mM PMSF ve 2 mM DTT igeren tamponda homojenize
edilmis, homojenant santrifiij yardimiyla siipernatanttan toplanmistir. Protein igerikleri,
Bradford (1976)‘a goére, bovin serum albiimin (BSA) standart olarak kullanilarak tespit

edilmistir.

3.5.2. H,O, ve TBARS i¢eriklerinin analizi

Stres sonucunda lipid peroksidasyon derecesinin belirlenmesi ig¢in, lipid
peroksidasyonunun son iirlinii olan malondialdehit (MDA) igerigi Ol¢lilmiistiir. MDA
miktar1 Rao ve Sresty (2000)’e gore belirlenmistir. Bunun igin Yyaprak ornekleri,
trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir. Santrifiijden sonra tiiplere aktarilan
slipernatanta, tiobarbitlirik asit (TBA) ve TCA igeren reaksiyon karisimi pipetlenmis ve tiim
deney tiipleri 95 °C’de 30 dk 1sitilmistir. Karigim 12.000g x 15 dk santrifiijlendikten sonra

olusan siipernatantin 532 ve 600 nm’deki absorbans degerleri okunmustur. MDA
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konsantrasyonu, ekstinksiyon katsayisi (e=155 mM™ cm™) kullanilarak hesaplanmis ve
nmol g YA olarak ifade edilmistir.

H20: tayini Velikova ve ark. (2000)’na goére yapilmistir. Her bir gruba ait 0.5 g
bugday yapragi -20 ° C’de bekletilmis 25 mM H2SOs igeren asetondan 3 ml alinarak
homojenize edilmis ve 5000 g’ de 4 °C’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant eFOX
¢ozeltisi igeren tiiplere alnmus 15 dakika karanlikta bekletilmistir. Ornekler
spektrofotometre cihazinda, 550 ve 800 nm dalga boylarinda okuma yapilmistir.
Orneklerdeki H202 konsantrasyonlari, bilinen H202 miktarlarina gore hazirlanan standart

egim grafigine gore hesaplanmistir.
3.5.3. Yaprak enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi

Enzim ekstraksiyonlar1 +4 °C’de gerceklestirilmistir. Hasat edilen her bir gruptaki
0.5’er gram yaprak 6rnegi, sogutulmus havanda sivi azot yardimiyla, 0.1 mM EDTA, %0,1
(v/v) Triton-X 100, 1 mM PMSF ve %2 (w/v) PVPP iceren 50 mM TrisHCI (pH 7.8)
tamponuyla homojenize edilmistir. APX ekstraksiyonu igin 5 mM askorbat iceren
homojenizasyon tamponu kullanilmigtir (pH 7.8). Homojenant 4 °C’de 10.000 rpm’de 30 dk
santrifiij edilmis ve olusan silipernatant, protein igeriginin belirlenmesinde ve enzim
aktivitelerinin tayin edilmesinde kullanilmigtir. Tiim spektrofotometrik 6lgtimler Shimadzu

UV-1800 ve Thermo Multiskan GO ile yapilmistir (Sekil 3.3).

Sivi Azot

Homojenizasyon
Tamponu

Homojenizasyon

S—— F
Elde edilen siipernatantlarin enzim aktivite a.
olgiimleri Termo Multiskan Go ile yapilmigtir l

Santrifiij iglemi

Sekil 3.3. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi
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3.5.4. Antioksidan enzimlerin aktivite degisimlerinin belirlenmesi

3.5.4.1. Siiperoksit dismutaz aktivite/izozimlerinin elektroforetik ayrim

Esit miktarda protein igeren yaprak ekstraktlarindaki SOD izozimleri Laemmli
(1970)’e gore native PAGE ile ayrilmustir. Izozimler +4 C’de sabit akimla (120 mA) %12’lik
seperating jel ve %5°1ik stacking jel (stacking jel i¢in 60 mA, seperating jel i¢in 120 mA) ile
Biorad mini-protean elektroforezinde ayrilmistir. SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich
(1971)’e gore riboflavin ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi ile belirlenmistir. Jeller 30
dakika kadar boya soliisyonunda bekletildikten sonra, SOD izozim bantlari jel goriintiilleme
cihazinda goriintiilenmis ve densiyometik analizi Bio-1D software programiyla tayin
edilmistir. Elektroforezden sonra farkli SOD izozimleri, boya c¢ozeltisine inhibitorler
eklenerek belirlenmistir. Potasyum siyaniir (KCN), Cu/Zn-SOD inhibisyonu igin, H202 ise
Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD inhibisyonu i¢in boya ¢ozeltisine eklenmistir. Mn-SOD aktivitesi

ise her iki inhibitore de diren¢ gdstermesine gore belirlenmistir.

3.5.4.2. Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Yapraklarin katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde gozlenen degisimler, Bergmeyer ve
Gawehn (1970)’in metoduna gore gergeklestirilmistir. H202’in miktarinda olusan azalma,
240 nm’de maksimum absorbanstaki diisiisle belirlenmistir. 250 pl’lik son hacme sahip
kiivetlerdeki reaksiyon karigimi; 0.1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7),
deiyonize su ve %0,3 H202’den olugsmaktadir. 180 sn boyunca absorbansta olusan diisiis
takip edilmistir. CAT aktivitesi, dakikada harcanan pmol H202 olarak ifade edilmistir. CAT

izozimleri Woodbury ve ark. (1971) tarafindan belirtilen yontem ile tespit edilmistir.

3.5.4.3. Peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) enzim aktivitesi, Herzog ve Fahimi (1973) tanimladigi metoda
gore yapilmistir. Kore karst 465 nm’de H202 varliginda okside olan DAB (3’-3’-
diaminobenzidin tetrahidroklorit) olusum miktarina bagli olarak 3 dakika boyunca
absorbans degisimleri okunmustur. Polistren kiivetteki reaksiyon karisimi, DAB soliisyonu,

%0.6’l1ik H202, de-iyonize su ve enzim ekstraktindan olusmaktadir.
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Reaksiyon H202’nin katilmasiyla baslatilmis ve absorbans artis1 takip edilmistir.
Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pmol/ml H202 olarak ifade edilmistir. POX
izozimleri Seevers ve ark. (1971) tarafindan olusturulan yontem izlenerek native PAGE ile

ayrilmistir.

3.5.4.4. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

APX aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981)’ya gore yapilmistir. Askorbat
okside oldukga, spektrofotometreden 290 nm’deki absorbansta olugsan azalma okunmus ve
hesaplamalar askorbatin ekstinsiyon katsayisi kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon karigimi
50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7), 0.5 mM askorbat, 0.1 mM EDTA-Naz ve 1.2 mM
H20:2 icermektedir. Askorbatin oksidasyonu, enzim ekstraktinin katilmasiyla baslatilmis ve
absorbanstaki azalma 180 sn boyunca takip edilmistir. Bir birim APX aktivitesi dakikada
okside olan 1 mmol/ml askorbat olarak ifade edilmistir. APX izozimlerinin ayrimi Mittler

ve Zilinskas (1993)’1n protokolii takip edilerek gergeklestirilmistir.

3.5.4.5. Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz aktivitesi, 340 nm’deki absorbans azalmasindan yola ¢ikilarak
hesaplanmistir (Foyer ve Halliwell, 1976). Reaksiyon karistmi 0.2 M Na2HPO4 ve 0.2M
NaH2POs igeren Na-fosfat tamponu, 0.005 M okside glutatyon (GSSG), 5 ml tampon ile
tamamlanmis olan 0.0012 M NADPNas igermektedir. Kérde enzim ekstrakti konulmadan
sadece reaksiyon karigimi kullanilmistir. NADPH varliginda, okside glutatyon miktarindaki
azalma, kuvartz kiivette kore karsi 180 sn boyunca takip edilmistir. Hesaplamalar glutatyon
rediiktaz enziminin ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak yapilmistir. Spesifik enzim aktivitesi,
dakikada indirgenen 1 mmol/ml GSSG miktar1 olarak ifade edilmistir. GR izozimleri Hou

ve ark. (2004) tarafindan bildirilen yontemle ayrilmistir.
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3.5.4.6. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

GPX aktivitesi, Elia ve ark. (2003) tarafindan tarif edildigi gibi H202 substrati
kullanilarak belirlenmistir. GPX izozimleri Hou ve ark. (2003) tarafindan olusturulan

yontem izlenerek native PAGE {izerinde ayrilmistir.

3.5.4.7. Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

GST aktivitesi, Hossain ve ark. (2006)’nin yontemi izlenerek 340 nm’de
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. 100 mM K-P (pH 6.5), GSH ve CDNB igeren
reaksiyon karigtmi 340 nm’de 3 dakika boyunca spektrofotometrede izlenmistir. GST

izozimleri Ricci ve ark. (1984) nin belirttigi sekilde ayrilmustir.

3.5.4.8. NADPH Oksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

NOX aktivite degisimleri ve izozimleri, Jiang ve Zhang (2002) ve Sagi ve Fluhr
(2001)’a gore tespit edilmistir. izole edilen siipernatantlara 50 mM Tris HCI (pH: 7.5), XTT
ve NADPH igeren reaksiyon karigimina eklenmis ve absorbanstaki degisim 470 nm’de 3

dakika boyunca izlenmistir.

3.5.4.9. Monodehidroaskorbat rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

MDHAR (EC: 1.6.5.4) aktivitesi Hossain ve ark. (1984)’nin metoduna gore
belirlenmistir. Reaksiyon karisimi; 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.5), 0.2 mM NADPH,
2.5 mM AsA, 0.5 iinite askorbat oksidaz (AO) icermektedir. Reaksiyon AO’nun
eklenmesiyle baslatilmis, aktivite 340 nm’de 1 dakika absorbansta meydana gelecek

degisime gore 6.2 mM ™ cm™! ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmustir.

3.5.4.10. Dehidroaskorbat rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

DHAR (EC: 1.8.5.1) aktivitesi Nakano ve Asada (1981)’nin protokoliine gore
belirlenmistir. Reaksiyon karigimi; 50 mM K-P tamponu (pH 7.0), 2.5 mM GSH ve 0.1 mM
DHA igermektedir. Aktivite ornek sollisyonuna reaksiyon karigiminin eklenmesiyle
baslatilmigtir. Aktivite 265 nm’de 1 dakika absorbansta meydana gelecek degisime gore 14

mM cm ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmistir.
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3.5.5. Enzimatik olmayan antioksidanlarin iceriklerinde meydana gelen

degisimlerinin belirlenmesi

Total ve indirgenmis askorbat (AsA) igerikleri Dutilleul ve ark. (2003) tarif ettigi
sekilde kolorimetrik olarak Ol¢iilmiistir. DHA icerigi ise total ve indirgenmis AsA
konsantrasyonlarin farki olarak hesaplanmistir. Glutatyon (GSH) ve oksitlenmis glutatyon
(GSSG) igerikleri Hasanuzzaman ve ark. (2018b)’nin protokoliine gére belirlenmistir. I mM
EDTA ve 5% metafosforik asit iceren ekstraksiyon buffer igerisinde 6rnekler homojenize
edilmistir. 0.5 M K-P buffer (pH: 7) ile inkiibasyon siirelerine dikkat ederek GR varliginda

412 nm’de okuma gerceklestirilmistir.

3.6. istatistiksel Analizler

Her bir deneme en az 3 kez tekrar edilmistir ve her bir bulgu, biiylime parametreleri
disinda (n=10) 2 tekrardan olugsmaktadir (n=6). Elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi
(One-way ANOVA) ile analiz edilmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar Lowest
Standard Deviations (LSD) testi ile karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Ciwva ve /veya Kadmiyum Stresi Altindaki Bugday Bitkilerine Asetilkolin

Uygulamalariin Biiyiime Parametreleri ve Prolin I¢erigi Uzerine Etkisi

Cd ve /veya Hg stresi ile Ach uygulamalarmin bugday bitkisinde etkilerinin
incelenmesi Oncelikle bagil biiylime oranlari (RGR) karsilagtirilarak baslanmustir. Sekil
41A’a da gorildigi iizere AChl ile muamele edilen bugday bitkilerinin RGR’sinde
herhangi bir degisiklik gézlemlenmezken, ACh2 grubunda hafif bir artis tespit edilmistir.
Cd stresi, RGR’de %24’liik bir azalmaya neden olmustur. Cd stresine gore, Cd+AChl
grubunda yaklasik %30’luk bir artig, Cd+ACh2 grubunda ise %40’lik bir artis gézlenmistir.
Hg stresi, kontrol bitkilerine kiyasla RGR’yi %24 oraninda azaltmistir. Hg+AChl ve
Hg+ACh2 gruplarinda sirasiyla %25 ve %50 oraninda RGR artis1 tespit edilmistir. Kombine
stres grubunda ise (Cd+Hg) RGR’de %62°lik bir azalma gozlemlenmistir. Cd+Hg+ACh1 ve
Cd+Hg+ACh2 uygulamalari, sirasiyla Cd + Hg’ye kiyasla 2.4 kat ve 3.1 kat RGR artis1
saglamistir. AChl uygulamalari, kontrol grubuna kiyasla %9’luk bir bagil su igerigi (RWC)
artist saglamistir (Sekil 4.1B). Cd stresi altinda, RWC kontrol grubuna kiyasla %5 azalmistir.
Ayn1 zamanda, Cd+AChl ve Cd+ACh2 ile uygulanan bitkilerde sirasiyla %8 ve %11
oraninda artis gostermistir. Hg stresi altinda RWC %7 azalmistir. Hg+AChl ve Hg+ACh2
gruplari, stres grubuna kiyasla sirasiyla %13 ve %7 oraninda iyilesme gostermistir. Kombine
stres (Cd+Hg) altinda RWC’de %16’lik bir azalma gézlemlenmistir. Cd+Hg+AChl ve
Cd+Hg+ACh2 gruplarinda RWC’de sirasiyla %17 ve %7’lik bir artis gozlenmistir. AChl
ve ACh2 uygulamalari, kontrol kosullarinda prolin igerigini sirasiyla yaklasik 4 kat ve 3 kat
artirmistir (Sekil 4.1C). Benzer sekilde, tiim stres uygulamalarinda prolin igeriginde bir
artisa  yol acmustir. Stresli yapraklarda, Cd+ACh2, Hg+AChl ve Cd+Hg+ACh2

uygulamalariyla prolin i¢erigi daha da artmistir.

Agir metal kirliligi toprakta morfolojik hasara, metabolik dengesizliklere, biiyiimede
azalmaya ve bitkilerde verim diisiisiine neden olabilir (Alsafran ve ark., 2023). Ay
zamanda, yiiksek agir metal alimi1 baslangigta hiicresel organelleri etkiler ve dogrudan DNA
ve protein sentezini engelleyebilir (Gupta ve ark., 2023). Su genellikle bitkilerin taze
agirh@inin yarisindan fazlasini olusturur. Su eksikligi, bitkinin ihtiyaglarinin, biiyiime,
fotosentez hiz1 ve stoma iletkenligi gibi faktorlerin tam olarak karsilanmamasi durumunda

ortaya ¢ikar. Farkli bir bakis agistyla, su eksikligi, transpirasyon hizinin kokler tarafindan su
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alimin1 agsmas1 durumunda ortaya ¢ikar (dos Santos ve ark., 2022). Bu ¢alismada, Cd, Hg ve
Cd-+Hg stresi altinda bugday bitkilerinde RWC’de bir azalma gézlemlenmistir. RGR’nin de
Cd ve/veya Hg kosullarinda azaldig1 goriilmiistiir. Bitkilerde Cd ve Hg’ nin asir1 birikimi,
biiyiime inhibisyonuna ve metabolik bozukluklara neden olmaktadir (Yuan ve ark., 2021).
Sonucglarimiz, Cd ve Hg kirliligi altinda Zea mays’in biliylime parametrelerinde ve su
iliskilerinde bozulmalar tespit eden Rellan-Alvarez ve ark. (2006) ¢alismasiyla tutarlidir.
Ancak, AChl ve ACh2 uygulamalarinin agir metal stresinin neden oldugu azalmay1
hafiflettigi ve Cd ve/veya Hg stres kosullarinda RWC ve RGR’de artis sagladig
bulunmustur. Benzer olumlu sonuglar, Cd stresine maruz kalan ve ACh ile muamele edilen
tiitlin bitkilerinde de gozlenmistir. Bu, ACh’nin su alimim ve besin verimliligini artirma
kapasitesinin agir metal aliminin azaltilmasina katkida bulunabilecegini gostermektedir (Su
et al., 2020b). Ayrica, Saleh (2024) nikel (Ni) uygulamasinin bugday bitkilerinde biiyiime
parametrelerinde azalmaya neden oldugunu gostermistir. Ancak, ACh uygulamasi, stresin
neden oldugu zararh etkileri 6nemli Olgiide hafifletmistir. Stres kosullarinda, prolin,
oksidatif stres hasarim1 hafifletmedeki roliinlin bir gostergesi olarak hizmet eder. Prolin,
serbest radikalleri temizleyerek, ozmotik dengeyi koruyarak ve PSII’yi destekleyerek islev
goriir (Hayat ve ark., 2021). Bu ¢alismada, Cd, Hg ve bunlarin kombinasyonu (Cd+Hg)
tarafindan indiiklenen stres kosullarinda prolin iceriginde bir artis gdézlemlenmistir.
Dolayisiyla, artmis prolin seviyeleri, bugday bitkilerinde antioksidan potansiyelini isaret
eder, ¢linkii bu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikiminin detoksifikasyonuna katkida
bulunur (Pandian ve ark., 2020). Bulgularimiz, Cu stresinin domates yapraklarindaki prolin
icerigini kontrol grubuna kiyasla artirdigini 6ne siiren Nazir ve ark. (2019) ¢alismasiyla
uyumludur. Benzer sekilde, Cd+ACh2, Hg+AChl ve Cd+Hg+ACh2 kosullar1 prolin
iceriginde bir artig gostermistir. Bu artis, RWC’yi koruyarak, protein yapisini ve islevini
stabilize ederek, tolerans mekanizmalarini artirarak ve ROS’u uzaklastirarak hiicreleri
zararli etkilerden korumada 6nemli bir rol oynar. Saleh (2024) ayrica ACh takviyesinin nikel
toksisitesi altinda bugday yapraklarindaki Pro ve diger ¢6ziiniir seker icerigini artirdigini ve

bunun nedeninin biyosentez yollarinin indiiksiyonu olabilecegini 6ne stirmistiir.
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Sekil 4.1. Kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
nisbi bitylime oran1 (RGR, A), bagil su icerigi (RWC, B) ve prolin igerigi (Pro, C) lizerine etkileri

4.2. Cd ve /veya Hg Stresi Altindaki Bugday Bitkilerine Asetilkolin Uygulamalarinin

Gaz Degisim Parametrelerine Etkileri

Bugday bitkilerinde ACh1 uygulamasi, karbon asimilasyon oraninda (A) %50 artisa
neden olmustur (Sekil 4.2A). Stres kosullar1 altinda (Cd, Hg, Cd+Hg) bu oran sirasiyla
yaklagik %40, %50 ve %70 azalmistir. Cd+AChl ve Cd+ACh2 gruplarinda sirasiyla %71
ve yaklasik %50 artis gézlemlenmistir. Hg+AChl ve Hg+ACh2 uygulamalarinda, A bugday
yapraklarinda sirasiyla 2.4 kat ve 2.3 kat artmistir. Kombine gruplarda (Cd+Hg+AChl,
Cd+Hg+ACh2) bu oran sirasiyla 2.2 ve 3 kat artmistir. Stoma iletkenligi (gs) ACh1 grubunda
%50 artarken, ACh2 grubunda anlamli bir degisiklik gdzlemlenmemistir (Sekil 4.2B). Stres
gruplarinda (Cd, Hg, Cd+Hg) gs yaklasik %70 azalmistir. Cd+AChl ve Cd+ACh2
gruplarinda, Cd stres grubuna kiyasla sirasiyla 2.4 kat ve %55 artis gozlemlenmistir. Ancak,
Cd+Hg+ACh2 grubunda, kombine stres grubuna (Cd+Hg) kiyasla gs’de 2.7 kat daha yiiksek
bir etki gézlemlenmistir. AChl uygulanan grupta, hiicreler aras1 CO2 konsantrasyonu (Ci)
kontrol kosullarina kiyasla %4 artmistir (Sekil 4.2C). Ancak, ACh2 veya Cd stres
gruplarinda anlamli bir degisiklik gézlemlenmemistir. Cd grubuna kiyasla, Cd+ACh1’de
%12 ve Cd+ACh2’de %18 artis gozlemlenmistir. Ci, Hg ve Cd+Hg gruplarinda %21 ve %31
azalmistir. Hg grubuna kiyasla, Hg+AChl ve Hg+ACh2 gruplarinda sirastyla %23 ve %30
artis rapor edilmistir. Ci, Cd+Hg+AChl ve Cd+Hg+ACh2 ile muamele edilen bitki
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yapraklarinda sirasiyla %13 ve %29 artmistir. Transpirasyon oraninda (E) kontrol
kosullarina kiyasla ACh2 grubunda bir fark gézlemlenmemistir. Ancak, AChl grubunda
%32 art1s gozlemlenmistir (Sekil 4.2D). E’deki en 6nemli artis, %93 ile Hg+ACh1 grubunda
bulunmustur. Bitki yapraklarinda E’deki en onemli azalma, %72 ile Hg grubunda
gozlemlenmistir. Kontrol kosullarmma kiyasla, Cd’de E %28 ve Cd+Hg uygulanan
yapraklarda %67 azalmistir. Cd+AChl grubu, Cd stres kosullarina kiyasla %11 artig
gosterirken, Cd+ACh2 grubu %19 azalmistir. Cd+Hg+ACh2 grubunda, stres kosullarinda
ACh uygulamalar1 E’yi artirmistir. Kontrol kosullarina kiyasla, stoma sinirlama degeri (Ls)
ACh1 altinda %12 azalirken, ACh2’de %12 artis gozlemlenmistir (Sekil 4.2E). Stres
maruziyeti sonrasi (Cd ve Hg) bu deger sirasiyla %62ve %70 artmistir. Cd+Hg+ACh1 grubu
hari¢ stres altindaki tiim ACh uygulamalar1 Ls’yi azaltmistir. AChl ve ACh2 uygulanan
bugday yapraklarinin karboksilasyon verimliligi (A/Ci) kontrol kosullarina kiyasla sirasiyla
%43 ve %23 artmustir (Sekil 4.2F). Kontrole kiyasla stres gruplarinda (Cd, Hg, Cd+Hg)
onemli oranlarda azalmalar olmustur. Calisma, ACh’nin iyilestirici etkisinin stres
gruplarinda A/Ci’yi artirdigini bulmustur.

Fotosentetik verim, bol miktarda su, 151k ve karbondioksit (CO2) ihtiyac1 gerektirir.
Stomalar, yapraklarin i¢i ile ¢evresindeki atmosfer arasindaki CO2 ve su buhari aligverisini
diizenler (Dusenge ve ark., 2019). Bu tez ¢alismasinda, Cd, Hg ve Cd+Hg gruplarinda
karbon asimilasyon (A) oraninda bir azalma gozlemlenmistir. Agir metaller, klorofil
iceriginde azalmaya ve CO2 baglanmasindan sorumlu enzimlerin aktivitesini bozma
potansiyeline sahiptir (Anjum ve ark., 2017). A degerindeki azalma, stoma anormalliklerine
ve E, gs ve Ci’deki paralel bir azalmaya baglidir. Stres kosullarinda (Cd, Hg, Cd+Hg) Ls
artmis olup, bu durum diger gaz degisim parametreleri ile tutarli olarak bu olguyu
desteklemistir. Benzer sekilde, Simonova ve ark. (2007), Cd stresi altinda Brassica juncea
ve Vigna radiata yapraklarinda stoma direncinin artmasiyla birlikte bitki biyokiitlesinde
belirgin bir azalma gézlemlemis, bu durum sonucunda fotosentez ve transpirasyonda azalma
meydana gelmistir. Buna karsin, AChl ve ACh2 uygulamalari, stres kosullarinda bu etkileri
tersine cevirerek fotosentez, transpirasyon, hiicreler arast CO2 konsantrasyonu ve stoma
iletkenligini artirmistir. Su et al. (2020b), bulgularimizla uyumlu olarak, ACh ile muamele
edilmenin klorofil icerigindeki azalmayi etkili bir sekilde karsilayarak Cd’nin neden oldugu

fotosentetik 6zelliklerdeki olumsuz etkileri hafiflettigini bildirmistir.
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Sekil 4.2. Kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin uygulamalarm karbon
asimilasyon orani (A, A), stoma iletkenligi (gs, B) Hiicreler aras1 CO, konsantrasyonu (C;, C), transpirasyon
orani (E, D), stoma siirlama degeri (Ls, E) ve karboksilasyon verimliligi (A/C;, F) tizerine etkileri

4.3. Cd ve/veya Hg Stresi Altindaki Bugday Bitkilerine Asetilkolin Uygulamalarinin

Klorofil Fliioresans Parametrelerinde Meydana Getirdigi Degisimler

Bugday fidelerine 2 farkli dozda uygulanan ACh1l ve ACh2 gruplarinda Fv/Fm, Fu/Fo
ve Fo/Fm degerlerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmemistir (Sekil 4.3A-C). Fu/Fm, yalnmz stres gruplarinda (Cd, Hg) %S5, kombine stres
gruplarinda (Cd + Hg) ise %3 azalmistir. Cd ve Hg uygulamalar1 Fv/Fo’yu %21 azaltmistir.
Fo/Fm, Cd ve Cd+Hg gruplarinda %19, Hg grubunda ise %33 artmistir. Sonuglar, her iki
dozda ACh uygulamalarimin klorofil floresans parametrelerini kontrol seviyelerine
diizenlemede basarili oldugunu gostermistir.

Agir metaller, fotosentezin hem aydinlik hem de karanlik reaksiyonlarini bozabilir.

Ayrica, stoma dig1 faktorler arasinda, karbon asimilasyonuna katilan enzimlerin
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inaktivasyonu, mezofil hiicreleri tarafindan CO2 kullaniminin azalmasina yol agan nemli
bir smirlamadir. Dahasi, agir metaller, fotosistem II (PSII) ve fotosistem I’in (PSI)
fotokinetik aktivitelerinde azalmaya katkida bulunur. PSII ve PSI, fotosentetik 151k
reaksiyonlarinda abiyotik strese duyarli temel bilesenlerdir (Huihui et al., 2020). Stres
genellikle hem PSI hem de PSII reaksiyon merkezlerinin azaltilmasina ve bazen de hafif
deaktivasyonuna neden olur (Zhang ve ark., 2018). Agir metal stresi, genellikle hem PSI
hem de PSII aktivitesinde bir azalmaya yol agar (Baycu ve ark., 2017). Bugday
yapraklarindaki Cd ve Hg stresinin PSII ve PSI fonksiyonlarina etkileri, Fv/Fm ve Fv/Fo gibi
parametrelerle gosterilmektedir (Israr ve ark., 2006). Bu ¢alismada, Cd, Hg ve Cd+Hg
tarafindan indiiklenen stres kosullarinda Fv/Fo ve Fv/Fm parametrelerinde bir azalma
gozlemledik. Fv/Fm’deki bu azalma, Chen ve ark. (2022)’nin bulgulariyla tutarhidir. Fv/Fo
degerindeki azalma, PSII’den birincil elektron alicilarina elektron tasima hizindaki
degisiklikleri ve reaksiyon merkezlerinin sayisi ve boyutundaki azalmay1 gosterir (Singh ve
ark., 2022). Agir metalin neden oldugu PSII verimliligi veya Fv/Fm’deki azalma, 151k
enerjisinin kullaniminda bir azalmaya yol acar. Bu da Cd ve Hg stresi altinda fotokimyasal
olmayan sondiirmenin (Fo/Fm) artmasina neden olur. Bu sonuglara gére; ACh, Cd ve Hg’nin
neden oldugu fotosentetik inhibisyonu, fotosentetik kapasiteyi diizenleyerek ve PSII

aktivitesini iyilestirerek hafifletebilir (Xu ve Zhou, 2008).
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Sekil 4.3. Kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
klorofil fliloresans parametreleri tizerine etkileri: Fu/Fm (A), Fu/Fo (B) ve Fo/Fm (C)
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Klorofil floresans parametreleri ile olusturulan radar grafikleri Sekil 4.4°te
sunulmugtur. Tiim stres uygulamalarinda artan VI ve V] parametreleri, diisiik fotokimyasal
aktiviteye sahip reaksiyon merkezlerini igsaret etmektedir. Bu durum, aktif reaksiyon merkezi
basina absorpsiyon degerini gdsteren ABS/RC oranindaki artist acgiklamaktadir. Genel
performans indeksleri Plass ve Plwtal’t en yiiksek basariyla artiran gruplar, tek stres
uygulamalarinda (Cd ve Hg) ACh1 uygulamasi ve kombine stres uygulamalarinda (Cd+Hg)
ACh2 verilen gruplardir.
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Sekil 4.4. Kadmiyum ve /veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
JIP test parametreleri tizerine etkileri

Bu calismada, JIP testini kullanarak bugday bitkilerinde Cd ve Hg stresinin PSII
fotokimyasina etkisini arastirdik. Bu test, fotosentetik sistemin stres kosullarina nasil adapte

oldugunu anlamada yardimci olur (Mathur ve ark., 2013). Cd ve Hg stresi altinda TRo/RC,
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ABS/RC ve DIo/RC degerleri artarak, PSII’nin reaksiyon merkezine enerji akisin
engellemistir. Bu sonuglar Zhuo ve ark. (2017) tarafindan yapilan ¢alismayla tutarlidir.
Bugday bitkilerine uygulanan iki doz ACh uygulamasi, Cd ve Hg stresinin fotosentez
tizerindeki etkilerini azaltmistir. Bu azalma, reaksiyon merkezine enerji akisinda bir artisa
yol agmistir. DIo/RC degeri Cd ve Hg stresine maruz kalan gruplarda artarken, ACh ile
muamele edilen gruplarda bir azalma g6zlenmistir. Bu azalma, aktif reaksiyon merkezlerinin
uyarilmis ve artan foton yakalama kapasitesini gosterir. Plwotai Ve Plass performans
indeksleri, stres kosullar1 altinda bitkilerin fotosentetik reaksiyonlarini analiz etmek i¢in
yenilik¢i parametrelerdir. Bu calismada, ACh uygulamalarimin Cd ve Hg stresi altinda
Pliota’1 artirdigini ve bu durumun bugday yapraklarinda PSII’nin fotokinetik aktivitelerinin

genel performansini iyilestirdigini géstermektedir.

4.4. Cd velveya Hg Stresi Altindaki Bugday Bitkilerine Asetilkolin Uygulamalarinin
Oksidatif Stres Belirtecleri Uzerindeki Etkileri

Sekil 4.5A, bugday yapraklarindaki bekgi hiicrelerde ROS birikimini tiim uygulama
gruplart i¢in gostermektedir. Cd ve/veya Hg’ye maruz kalan bitki yapraklarinda H20:2
birikimi 6nemli derecede artmistir. H202 igerigi sonuglartyla tutarli olarak, ACh
uygulamalar stres altindaki bitkilerde H202 birikimini sinirlamistir. Kontrole kiyasla ACh
uygulamalari arasinda bugday yapraklarindaki H202 ve TBARS igeriklerinde bir degisiklik
gozlenmemistir (Sekil 4.5B-C). Ancak, H202 birikimi Cd, Hg ve Cd+Hg gruplarinda
sirastyla %22, %20 ve %48 artmistir. ACh uygulamalari, stres kosullar1 altinda radikal
birikimini 6nlemede basarili olmustur. Tiim strestACh uygulama gruplarinda H202 ve

TBARS iceriklerinde azalma ve oksidatif stresin hafifletilmesi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.5. Kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
stomalarda ROS birikimi (A), H20: igerigi (B) ve TBARS igerigi (C) iizerine etkileri

Agir metaller fotosentetik siirecleri bozar ve bu durum bitkilerde ROS seviyelerinde
artisa yol acar, bu da dogrudan veya dolayli olarak oksidatif hasara neden olmaktadir
(Sharma ve ark., 2020). Fotosentez ve solunum sirasinda elektron transferinde yan {iriin
olarak *OH, 02*" ve H20: gibi ROS’lar iiretilir (Kadukova ve Kavulicova, 2011). ROS,
bitkiler ve diger organizmalarda bir¢ok sinyal rolii oynamaktadir (Mittler, 2017). Stres
kosullar1 altinda ROS’un baslica kaynaklari arasinda yag asitlerinin [-oksidasyonu,
mitokondri ve kloroplastlarin elektron tasima zincirlerindeki bozulmalar, artan
fotorespirasyon ve NOX aktivitesi bulunur (AbdElgawad ve ark., 2015; Cassia ve ark.,
2018). Anjum ve ark. (2015), misir bitkilerinde Cd maruziyeti ile H202 ve MDA igeriginde
bir artis gozlemlemistir. Bu calismada, Cd, Hg ve Cd+Hg kosullari altinda TBARS
iceriginde bir artis gdzlemlenmistir, AChl ve ACh2 uygulamalarinin ise agir metal stresi
yanitinda ozmotik ayar yoluna katildigi ve bdylece hiicre zari stabilitesini korudugu

diistintilmektedir (Su ve ark., 2020a).

4.5. Cd ve/veya Hg Stresi Altindaki Bugday Bitkilerine Asetilkolin Uygulamalarinin
Antioksidan Enzim Profillerine Etkileri

Bugday yapraklarinda SOD enzimi i¢in yapilan native PAGE analizinde 3 izoenzim
tanimlanmistir (Mn-SOD1-2 ve Fe-SOD) (Sekil 4.6A). Yalniz AChl ve ACh2 uygulanan
gruplarda, kontrol kosullarina kiyasla SOD aktivitesinde bir artis gézlenmistir (Sekil 4.6B).
Cd+AChl uygulamasi, Cd kosullarina kiyasla toplam SOD aktivitesini %30 artirmistir.
ACh1 uygulamasi, Cd ve Cd+Hg stres kosullarinda SOD aktivitesini tetiklemekte basarili
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olmus ve her iki ACh uygulamasi da Hg maruziyeti altinda SOD aktivitesini artirmigtir. SOD
aktivitesi, iki Haber-Weiss tepkimesinin substratlari olan O2° ve H202’nin relatif
miktarlarin1 modiile eder ve hidroksil radikali olusumu tehdidini azaltir; bu radikal biiyiik
olgtide reaktif olup zararlidir ve membranlara, proteinlere ve DNA’ya ciddi hasar verebilir
(Zhang ve ark., 2007). Bu ¢alismada, kontrol grubuna kiyasla Cd ve Hg stresi altinda SOD
aktivitesinde bir fark gozlenmemistir. Benzer sekilde, Zhang ve ark. (2015) abiyotik stres

altinda celtik bitkilerinde SOD aktivitesinde bir degisiklik gézlememistir.
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Sekil 4.6. Kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
stiperoksit dismutaz (SOD) izoenzimlerinin bant yogunlugu (A) ve toplam SOD aktivitesi (B) tizerine etkileri

CAT izozimlerini tespit etmek icin gerceklestirilen elektroforetik ayrim sonucunda
yalnizca 1 izoenzim bandi tespit edilmistir (Sekil 4.7A). ACh1 uygulanan bitkilerde hafif bir
artis gozlenmisken, ACh2 ile muamele edilen yapraklarda yaklasik %24’lik bir artis
gozlemlenmistir (Sekil 4.7B). Cd, Hg ve Cd+Hg uygulamalari, kontrol kosullarina kiyasla
CAT aktivitesinde sirastyla %24, %14 ve %21°lik bir azalmaya neden olmustur. Hg+ACh1
ve Hg+ACh2 gruplarinda da CAT aktivitesi azalmigtir. Cd ve kombine stres gruplarinda
AChl ve ACh2 uygulamalariyla yiiksek CAT aktivitesi belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Kadmiyum ve/veya Civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
katalaz (CAT) izoenzimlerinin bant yogunlugu (A) ve toplam CAT aktivitesi (B) tizerine etkileri

H20:2 gibi reaktif oksijen tiirlerinin birikimi ve toksisitesine karsi ana savunma
mekanizmasiyla iliskili olan CAT, bitki hiicrelerindeki H20: igerigini azaltmada rol oynar.
CAT enzimi H202’yi dogrudan su ve oksijene doniistiiriir. CAT aktivitesinin agir metal stresi
tarafindan uyarilan agir1 ROS iretimini nétralize ettigi diigiiniilmektedir (Malar ve ark.,
2016). Ancak, bu ¢alismada Cd, Hg ve Cd+Hg kosullar1 altinda CAT aktivitesinde bir
azalma gozlemlenmistir. Bu azalmanin, H202 giderici antioksidan enzimlerin (APX ve
POX) artan aktivitesi ile telafi edildigi diisiintilmektedir.

Bugday yapraklarinda 8 POX izozimi tespit edilmistir (POX1-8) (Sekil 4.8A). AChl
ve ACh2 uygulamasinin, kontrol kosullarma kiyasla POX aktivitesini 2 katindan fazla
artirdig1 belirlenmistir (Sekil 4.8B). POX aktivitesi Cd kosullarinda 2.4 kat artarken, ACh
uygulamalar1 bu aktiviteyi %25 daha artirmistir. Hg ile maruz kalan bugday yapraklarinin
POX aktivitesinde kontrolle kiyaslandiginda bir degisiklik gdzlenmemistir, ancak Hg +
ACh1 uygulamasi POX aktivitesini 2.3 kat artirmigtir. Kombine stres (Cd+Hg) gruplari,
POX aktivitesinde %70 artisa neden olmus ve AChl uygulamas: yaklasik %70 daha fazla

art1s sagladig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8. Kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
peroksidaz (POX) izoenzimlerinin bant yogunlugu (A) ve toplam POX aktivitesi (B) tizerine etkileri

Cd ve Cd+Hg kosullarinda POX aktivitesi artarken, GPX aktivitesi azalmistir. Bu
POX aktivitesindeki artis, hiicresel bilesenleri oksidasyondan koruyan bir savunma
mekanizmasi olarak iglev gorebilir (Kumar ve ark., 2023). Stres+ACh uygulamalar1 genel
olarak POX aktivitesinde artisa yol agmistir. Bu bulgu, brassinosteroid uygulamasi
sonrasinda artmig POX aktivitesini bildiren Soares ve ark. (2020) ile uyumludur. Ancak,
Hg+ACh2 grubunda POX aktivitesinde 6nemli bir azalma gdzlenmistir ve bu birkac
faktorden kaynaklanabilir. Agir metaller ve ACh arasindaki etkilesim, POX aktivitesini
etkileyebilir. Hg, POX sistemini asan bir stres yanit1 tetikleyebilir veya ACh’mn POX’u tipik
olarak aktive etmesini engelleyebilir. Dey ve ark. (2007)’da farkli agir metallerin bugday
yapraklar1 ve koklerinde POX aktivitesini ¢esitli sekillerde etkiledigini belirtmistir. Ayrica,
yiiksek ACh konsantrasyonlar1 (6rnegin, ACh2) antioksidan savunma sisteminde
olumsuzluk yaratabilir ve bu da POX aktivitesinin azalmasina yol agabilir.

GPX enzimi i¢in native PAGE analizinde 2 izoenzim tespit edilmistir (Sekil 4.9A).
Kontrol kosullarina kiyasla, AChl ve ACh2 uygulamalar1 tek basina daha yiiksek GPX
aktivitesi gostermistir (Sekil 4.9B). Cd, Hg ve Cd+Hg kosullarinda GPX aktivitesi sirasiyla
%20, %20 ve %36 oraninda azalmistir. Cd stresine kiyasla, Cd+ACh1 GPX aktivitesini %40
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ve Cd+ACh2 GPX aktivitesini %28 artirmistir. Hg kosulunda ise ACh uygulama gruplari
arasinda istatistiksel bir degisiklik gozlenmemistir. Cd+Hg grubuna kiyasla, ACh’nin etkisi
GST aktivitesinde Cd+Hg+ACh1 grubunda %21 ve Cd+Hg+ACh2 grubunda yaklasik %30

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
glutatyon peroksidaz (GPX) izoenzimlerinin bant yogunlugu (A) ve toplam GPX aktivitesi (B) tizerine etkileri

Deneysel siiregte bugday yapraklarinda GST enzimine ait 9 izoenzim bandi
belirlenmistir (Sekil 4.10A). Kontrol kosullariyla karsilagtirildiginda, AChl ve ACh2
uygulamalar1 toplam GST aktivitesini %40 artirmistir (Sekil 4.10B). Cd ve Hg stres
gruplarmin GST aktiviteleri sirasiyla %65 ve %49 yiikselmistir. Stres altinda tim ACh
uygulamalar1 GST aktivitelerini yiikseltmistir.
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Sekil 4.10. Kadmiyum ve/veya civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinin
glutatyon S-transferaz (GST) izoenzimlerinin bant yogunlugu (A) ve toplam GST aktivitesi (B) iizerine etkileri

Incelenen jel goriintiileri ile bugday yapraklarinda NOX enzimi i¢in 8 izoenzim bandi
gozlenmistir (Sekil 4.11A). Kontrol kosullariyla karsilastirildiginda, AChl ve ACh2
uygulamalar1 sirasiyla NOX aktivitesini %15 ve %26 artirmistir (Sekil 4.11B). NOX
aktivitesi, Cd, Hg ve Cd+Hg gruplarinda sirasiyla %16, %22 ve %32 azalmistir. AChl
uygulanan gruplar NOX aktivitesinde artis géstermistir. Bu gruplardan biri olan Cd+ACh1,
NOX aktivitesini 2 kat artirarak en yiiksek degeri gostermistir. Ancak, Hg+ACh2 kosulunda
NOX aktivitesinde %20 azalis meydana gelmistir.

NOX, sitoplazmada NADPH’den oksijene elektron transferini katalize eder, bu da
bitkilerde stres kosullarinda O2°* iireterek savunma yanitini tetikler ve ayrica H202 kaynagi
olarak hizmet etmektedir (Dumanovi¢ ve ark., 2021). Cd+Hg kosullar1 altinda NOX
aktivitesindeki azalma, Cd ve Hg tarafindan uyarilan O2° ve H202 birikimi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir (Maksymiec ve Krupa, 2006). ACh uygulamalar1 hem normal hem de stres
kosullarinda NOX aktivitesini basartyla artirmis, ancak bu etki Hg+ACh2 grubunda
gozlenmemistir. Hg stresine gore karsilagtirildiginda Hg+ACh2 grubunda daha diisiikk NOX



37

aktivitesi, yiilksek ACh konsantrasyonunun NOX enziminin diizenlenmesini etkilemis
olabilecegini diisiindiirebilir. ACh, Hg varliginda oksidatif stres yollarmi farkli sekilde
etkileyebilir ve bu da NOX aktivitesinin azalmasina yol agabilir. Ayrica, bu grupta H202
seviyelerinin en diisiik olmasi, NOX aktivitesine olan talebin azalmis olabilecegini 6ne

stirmektedir (Wei ve ark., 2020).
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Sekil 4.11. Kadmiyum ve/veya Civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarinimn
NADPH oksidaz (NOX) izoenzimlerinin bant yogunlugu (A) ve toplam NOX aktivitesi (B) {izerine etkileri

4.6. Cd ve/veya Hg Stresi Altindaki Bugday Bitkilerine Asetilkolin Uygulamalarimin
AsA-GSH Déngiisii Uzerindeki Etkileri

APX jeli ile 3 izoenzim tanimlanmstir (Sekil 4.12A). Kontrol kosullarina kiyasla,
ACh1 ve ACh2 uygulamalar1 bugday yapraklarinda toplam APX aktivitesini sirasiyla %53
ve %70 artirmistir (Sekil 4.12B). Cd stresi APX aktivitesini %41 azaltirken, Hg stresi %16
artirmigtir. Stres kosullarina tek basina uygulamalara kiyasla, tim ACh uygulamalar1 APX
aktivitesini artirmistir ve en yliksek aktivite artis1 ile Cd+ACh1 grubunda belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Kadmiyum ve/veya Civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarmin
askorbat peroksidaz (APX) izoenzimlerinin bant yogunlugu (A) ve toplam APX aktivitesi (B) iizerine etkileri

Bugday yapraklarinda GR enzimine ait 9 izoenzim tespit edilmistir (Sekil 4.13A).
Cd stresi GR aktivitesinde bir degisiklige neden olmazken, Hg ve Cd+Hg uygulamalarinda
kontrol kosullarina kiyasla %20’den fazla azalma gorilmiistiir (Sekil 4.13B). Stres
kosullarinda tiim ACh uygulamalar1 GR aktivitesini artirmigtir. Ancak, Cd+Hg kombine

uygulamasinda, tek stres gruplarinin aksine, ACh2 uygulama dozu GR aktivitesini 3 kat

artirarak daha basarili olmustur.
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Sekil 4.13. Kadmiyum ve/veya Civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarmin
glutatyon rediiktaz (GR) izoenzimlerinin bant yogunlugu (A) ve toplam GR aktivitesi (B) iizerine etkileri

Kontrol kosullarmna gore bugday fidelerine uygulanan AChl uygulamasinda
MDHAR aktivitesinde %60 artis gozlenmistir (Sekil 4.14A). Hg ve Cd+Hg kosullari
MDHAR aktivitesini sirastyla %27 ve %37 azaltmistir. Cd’ye kiyasla, Cd+AChl
uygulamasinda %40 ve Cd+ACh2 grubunda yaklagik %80 artig tespit edilmistir. Stres
gruplarma gore, Hg+AChl uygulamasi MDHAR aktivitesini 2 kat artirmis ve
Cd+Hg+ACh2 grubundaki fidelerde %84 artis saglamistir. Kontrol kosullarina kiyasla,
uygulanan ACh uygulamalari DHAR aktivitesinde bir degisiklige neden olmamistir (Sekil
4.14B). Benzer sekilde, Cd stresi DHAR aktivitesinde kontrolle kiyaslandiginda bir fark
yaratmamistir. Ancak, Cd+AChl ve Cd+ACh2 gruplarinda sirastyla %57 ve %76 artig
goriilmiistiir. Hg+AChl ve Hg+ACh2 uygulamalart DHAR aktivitesini sirasiyla %36 ve
%22 artirmigtir. Kombine stres gruplarinda (Cd+Hg+AChl ve Cd+Hg+ACh2), DHAR
aktivitesinde Cd+Hg’ye kiyasla %25 artis gézlenmistir. Kontrole kiyasla, ACh1 uygulamasi
tAsA igerigini %12 ve ACh2 uygulamasi yaklasik %50 artirmistir (Sekil 4.14C). Cd, Hg ve
Cd+Hg kosullar1 tAsA igerigini sirastyla %11, %36 ve %51 azaltmistir. Stres gruplarinda
ACh uygulamalar1 tAsA igerigini artirmigtir. Stres maruziyeti (Cd, Hg, Cd+Hg) bugday
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yapraklarinda DHA igerigini artirmistir (Sekil 4.14D). Ancak, ACh uygulanan gruplarda
(Cd+AChl, Cd+ACh2, Hg+AChl, Hg+ACh2) stres gruplarina kiyasla bir azalma
gozlenmistir. Benzer sekilde, kombine stres (Cd+Hg) kosuluna kiyasla, Cd+Hg+AChl ve
Cd+Hg+ACh2 gruplarinda DHA igerigi sirastyla %21 ve yaklasik %40 azalmistir.

ACh1 uygulamasiyla GSH igerigi kontrolle kiyaslandiginda %16 artis gostermistir
(Sekil 4.14E). Tum stres kosullar1 GSH igeriginde azalmaya neden olmustur. Ancak,
Cd+ACh1 ve Hg+ACh1 uygulamalar sirasiyla %48 ve %29 artis saglamistir. Kombine stres
uygulamasma gore, Cd+Hg+ACh2 grubu %36 artis saglamigtir. Tim strestACh
uygulamalar1 bugday yapraklarinda GSSG birikimini azaltmistir (Sekil 4.14F). AChl ve
ACh2 uygulamalar1 tAsA/DHA oranini sirastyla yaklasik %30 ve %56 artirmustir, ancak
stres gruplarinda (Cd, Hg, Cd+Hg) bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.14G). Cd+AChl ve
Cd+ACh2 gruplar1 Cd kosuluna kiyasla sirasiyla %76 ve %33 artis saglamistir. Hg+AChl
ve Hg+ACh2 uygulamalari tAsA/DHA oranini sirasiyla 2.3 kat ve yaklasik 3 kat artirmistir.
Cd+Hg+AChl ve Cd+Hg+ACh2 gruplarinda sirasiyla 2.3 kat ve 4.2 kat artis saglamistir.
AChl ve ACh2 uygulamalarinin GSH redoks durumunda kontrolle kiyaslandiginda
istatistiksel bir fark yaratmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.14H). Tiim stres maruziyetleri GSH
redoks durumunu azaltirken, ACh uygulamalari stresin GSH tizerindeki etkilerini azaltmada

basarili olmustur.
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Sekil 4.14. Kadmiyum ve/veya Civa stresi altindaki bugday yapraklarinda asetilkolin (ACh) uygulamalarmin

monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi (MDHAR, A), dehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi (DHAR, B),

toplam askorbat igerigi (tAsA, C), dehidroaskorbat igerigi (DHA, D), glutatyon igerigi (GSH, E), oksitlenmis

glutatyon igerigi (GSSG, F), ASA/DHA orani (G) ve GSH redoks durumu (H) tizerine etkiler

AsA ve GSH gibi antioksidanlar, metal kirliligi tarafindan tetiklenen

Bitkilerde,

oksidatif stresi hafifletmede temel roller oynamaktadir. Her iki antioksidanin igerigi de

ROS’

un uzaklastirilmasinda ve hiicresel redoks tamponlamanin korunmasinda rol oynadigi

One sirtilmustir (Kaya ve ark., 2020). AsA, bitki hiicrelerinde asir1 H202 birikimini
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onlerken, GSH, bitkilerde bir ROS temizleyicisi olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Yan ve
ark., 2018). Sonuglarimiza gore, Cd ve Hg stresi kosullarinda AsA ve GSH igerikleri
azalmistir; bu, Nahar ve ark. (2016) tarafindan mercimeklerde ve Ahmad et al. (2018)
tarafindan domates bitkilerinde e¢lde edilen sonuglarla desteklenmektedir. Bitkiler,
antioksidan ve/veya redoks enzimler ile antioksidan metabolitleri elektron alicilar1 olarak
kullanarak agir metal kaynakli oksidatif stresi hafifletebilirler (Hu ve ark., 2019; Jung ve
ark., 2020). Sonuglarimiza gore, stres kosullarinda askorbat igerigi ve AsA/DHA orani
azalmis, bu da agir metal alimma bagli oksidatif hasara yol agmistir; bu durum, birgok
calismada gozlemlenen ROS olusumunun ve lipid peroksidasyonunun artist ile tutarlidir
(Foyer ve Noctor, 2011; Hasanuzzaman ve ark., 2017). MDHAR ve DHAR, AsA’nin
oksidatif formu olan DHA’nin yenilenmesinde rol oynamaktadir (Hasanuzzaman ve ark.,
2012). Ancak, Cd, Hg ve Cd+Hg uygulamalar1 altinda, MDHAR, GR, tAsA/DHA ve GSH
icerigindeki azalma ve GSH redoks durumundaki bozulma, AsA-GSH dongiisii araciligiyla
temizleyici antioksidanlarin iiretimine yol agmamistir. Ayrica, DHAR enzim aktivitesinin
arttig1 gozlemlenmis ve bu artis, DHAR tarafindan iiretilen AsA’nin diger metabolik
fonksiyonlar tarafindan kullanildigin1 goéstermektedir (Fotopoulos ve ark., 2010). ACh
uygulamasi, belirli antioksidan enzimlerin etkinligini artirmis ve AsA ve GSH seviyelerini
yukseltmistir.

Bu sonuglar, asirt ROS’u notralize etme potansiyelinin arttigini gostermistir.
Bulgularimizla tutarli olarak, Qin ve ark. (2021), Cd ve tuzluluk stresleri altinda ACh
uygulamasinin antioksidan sistemin fonksiyonelligini artirdigini belirtmistir. Eksternal
olarak uygulanan ACh, bitkilerde antioksidan sistemin artmis fonksiyonelligi ve ROS
birikiminin azalmasi gibi belirgin 6zellikler sergilemektedir. ACh dahil olmak iizere
norotransmitterlerin, bitkilerde antioksidan fonksiyonelligi artirarak oksidatif hasari
hafifletmedeki roliiniin olduk¢a ¢ok oldugunu gostermektedir (Saleh, 2024).

Tez calismamizda, ACh uygulamasmin bugday yapraklarinda agir metal stresine
karsi tolerans gelistirdigi gozlemlenmistir. Bu durum, ACh’nin hiicre duvarinin daha fazla
agir metal tutma kapasitesini artirdigl, agir metallerin vakuollerde toplanmasina ve
sonrasinda sitozol ile birlikte ko-presipitat olusumuna yardimeci olduguna dair Onceki

gozlemlerle aciklanabilmektedir (Su ve ark., 2020a).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Agir metal stresi, bugday fidelerinin RGR ve RWC’sinde bir azalmaya neden
olmustur. Cd ve/veya Hg kosullari, A, gs, E, Ci’nin azalmasi ve stoma siirlamalarinin
artmasiyla kanitlandig1r gibi, stoma inhibisyonuna yol agmistir. AChl ve ACh2, stres
gruplarinda gbzlemlenen RGR ve RWC iizerindeki olumsuz etkileri olumlu sekilde
azaltmistir. ACh uygulamasi, stres kosullarinin gaz degisim parametreleri tizerindeki
etkilerini ortadan kaldirmistir. Dahasi, bulgularimiz Cd ve/veya Hg stresi altinda bugday
yapraklarinda ROS birikimini ve lipid peroksidasyonunu vurgulamistir. Bununla birlikte,
ACh uygulamasi antioksidan enzimlerin aktivitelerini etkili bir sekilde desteklemis ve
boylece agir metallerin neden oldugu oksidatif hasar1 azaltmistir. Ozetle, ¢alismamiz ACh
uygulamasinin bitkilerde stres toleransi saglama ve agir metal toksisitesinin olumsuz
etkilerini azaltma potansiyelini vurgulamaktadir. Bulgular, g¢evresel stres faktorleri
karsisinda bitki toleransini artirmak, siirdiirtilebilir tarim uygulamalarina ve gida giivenligine

katkida bulunmak i¢in yeni stratejilere iliskin degerli bilgiler sunmaktadir.
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5.2. Oneriler

Bitkiler, yeryiiziindeki temel besin kaynagidir. Agir metal toksisitesi ise sadece bitki
fizyolojisini olumsuz yonde etkilemekle kalmayip ayni zamanda tarimsal verim kaybinin
biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Bitkilerin agir metal stresine tolerans ve direncini
artirmak adina gergeklestirdigi molekiiler ve hiicresel adaptasyonlar besin zincirinde daha
az agir metal birikimine neden olmaktadir. Bu da arastirilmasi gereken 6nemli bir olgudur.
Bitkilerin agir metal toksisitesine karsi tolerans stratejilerini gosteren birgok literatiir
calismast bulunmaktadir. Fakat artan niifus yogunlugu ile giderek azalan temel besin
kaynaklar1 i¢in tarimsal {iretimin iyilestirilmesi, olumsuz ¢evre sartlarinin bitki gelisimini
engelleyen biyolojik siireglerin iyilestirilmesi ve verimin artirtlmasi igin ¢alismalarin
artirtlmasi gerekmektedir. Bu tez ¢alismasinda asetilkolinin agir metal stresine maruz kalan
bitkilerin biiyiime parametreleri ve enzimatik siir¢lerini agiklayict niteliktedir.

Tez calismamizdan elde ettigimiz bulgular asetilkolinin bitkilerin agir metal stresine
kars1 etkilerini agiga ¢ikarabilir ve gelecekteki ¢alismalara 151k tutabilecek niteliktedir. Bu
tez kapsaminda asetilkolinin bitkilerde agir metal toksisitesine karsi toleransi arttirdigini ve
iyilestirici etkileri oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda asetilkolin
uygulamalarinin etkilerini iceren bu tez ¢alismasinin ileriki ¢alismalara yol gosterici bir
kaynak olacagi 6n goriilmektedir. Ayrica bu tez caligmasinin literatiir i¢in yeni bilgiler
icermesi ve daha 6nce benzer bir ¢alisma bulunmamasinin, Tiirkiye ve diinyadaki bu alanda

yapilan ¢aligmalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.
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