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OZET

DOKTORA TEZi

BiTKi BUYUME DUZENLEYICILERININ NiKEL VE KROM STRESi ALTINDAKI BiBER
BITKILERININ FiZYOLOJIK GELiSiMi, OKSIDATIF STRES VE AZOT
METABOLIZMASI UZERINE ETKISI

FERHAT UGURLAR

HARRAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
TOPRAK BILiMi VE BiTKi BESLEME

Yil: 2024, Sayfa : 122

Yiiksek seviyelerde Nikel (Ni) ve Krom (Cr) bitkilerde toksisiteye yol acarak fizyolojik bozulmalara
ve biiylimesinin gerilemesine neden olur. Bu calismada Ni stresi (100 pM) kosullarinda biber
bitkilerine yapraktan Nitrik Oksit (NO, 0.1 mM) ve diiire (400 mg L) uygulamasimin bireysel ve
kombine etkileri incelendi. Benzer sekilde eksojen Tiamin (TA, 50 mg L") ve Hidrojen Siilfit (H,S,
0.2 mM) uygulamalarinin Cr stresi (100 puM) altinda bireysel ve kombine etkileri arastirildi.
Sonuglarimiz, Ni stresinin biber bitkilerinin iist aksam ve kok kuru agirhigini sirasiyla %73 ve %62
oraninda digiirdiigiinii, ayrica hidrojen peroksit (H,O,, %398), malondialdehit (MDA, %471) ve
elektrolit sizintist (ES, %204) gibi oksidatif stres belirteclerinin seviyelerini arttirdigini gosterdi. Ni
stresi toplam klorofil igerigini (%44), maksimum kuantum verimini (Fv/Fm, %23), bagil su icerigini
(BSI, %21), toplam ¢dziinebilir sekerleri (%47) azaltt, ancak prolin (4,5 kat) ve fenolik igeriklerini
(%43) arttirdl. NO ve diiirenin ayr1 ayr1 veya birlikte uygulanmasi, biber bitkilerinde BSI, prolin,
toplam sekerleri ve fenolik icerigini artirarak bitki biiyiimesini iyilestirdi. NO ve diiire uygulamasi ile
antioksidan enzimlerinin aktivitelerinde meydana gelen artis oksidatif stres parametrelerinde azalmaya
neden oldu. Ni stresi nitrat rediiktaz (NR, %57), glutamin sentetaz (GS, %32), glutamat sentaz
(GOGAT, %36), glutamat dehidrojenaz (GDH, %38), protein igerigini (%50) ve nitrat icerigini (%35)
azaltti. Ancak amonyum ve amino asit igerigini sirastyla %48 ve %73 oraninda arttirdi. NO ve diiire
uygulamasi Ni stresi kosullarinda azot asimilasyonunu ve protein igerigini iyilestirdi. NO+Ditire
uygulamasi yaprak hiicre duvarlarinda ve kok vakuollerinde Ni'yi arttirdi, ancak hiicre organellerinde
Ni konsantrasyonunu azaltti. NO ve ditire kombinasyonu Ni birikimini azaltarak mineral besin alimini
(N, P ve K) iyilestirdi. Ni stresi kosullarinda NO ve diiirenin birlikte uygulanmasi, tek bagina
uygulamalarina kiyasla daha belirgin sonuglar ortaya g¢ikardi. Cr stresi, toplam klorofil icerigini
(%49), Fv/Fm (%29), BSI (%30), toplam ¢dziinebilir sekerleri (%48) azaltt1, ancak prolin (5,7 kat) ve
fenolik igeriklerini (%50) arttird1. Cr stresi H,O, (%488), MDA (%565) ve ES (%244) seviyelerinde
artisa neden oldu ve bu durum bitki biiylimesinin azalmasina yol acti. TA ve H,S’in ayr ayri veya
birlikte uygulanmasi, biber bitkilerinde BSI, prolin, toplam sekerleri ve fenolik igerigini artirdi.
Antioksidan enzimlerinin aktivitelerini iyilestirerek Cr kaynakli oksidatif stresi onemli o6lgiide
hafifletti. Cr stresi NR (%61), GS (%34), GOGAT (%40) ve GDH (43), protein (%33) ve nitrat (%49)
icerigini azaltti, ancak amonyum (%51) ve amino asit icerigini (%105) artirdi. TA ve H,S Cr stresli
bitkilerde azot asimilasyonunu ve protein igerigini iyilestirdi. Yapraktan TA ve H,S uygulamasi Cr
toksisitesi nedeniyle azalan mineral besin (N, P ve K) alimini iyilestirdi ve siirgiinlerde Cr birikimini
azaltti. Genel olarak TA ve H,S’in Cr stresi altinda kombinasyon halinde uygulanmasi Cr stresinin
hafifletilmesinde bireysel uygulamalarina gore daha etkiliydi. Sonug olarak, mevcut ¢alisma, bitki
biiyiime diizenleyicilerinin sinerjistik etki gostererek agir metal stresine karsi daha etkili bir toleransin
gelistirilmesine yonelik bilgiler saglamaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Nikel toksisitesi, krom toksisitesi, bitki biiyiime diizenleyicileri, azot
metabolizmasi, antioksidan savunma sistemi
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DOCTORATE THESIS

EFFECT OF PLANT GROWTH REGULATORS ON PHYSIOLOGICAL DEVELOPMENT,
OXIDATIVE STRESS AND NITROGEN METABOLISM OF PEPPER PLANTS UNDER
NICKEL AND CHROMIUM STRESS

FERHAT UGURLAR

HARRAN UNIVERSITY
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High levels of Nickel (Ni) and Chromium (Cr) cause toxicity in plants, causing physiological
disruptions and growth retardation. In this study, the individual and combined effects of foliar
application of Nitric Oxide (NO, 0.1 mM) and diurea (400 mg L) to pepper plants under Ni stress
(100 uM) conditions were examined. Similarly, the individual and combined effects of exogenous
Thiamine (TA, 50 mg L™") and Hydrogen Sulfite (H,S, 0.2 mM) applications under Cr stress (100 uM)
were investigated. Our results showed that Ni stress reduced the upper part and root dry weight of
pepper plants by 73% and 62%, respectively, while also increasing the levels of oxidative stress
markers such as hydrogen peroxide (H,0,, 398%), malondialdehyde (MDA, 471%), and electrolyte
leakage (EL, 204%). Furthermore, Ni stress reduced total chlorophyll content (44%), maximum
quantum yield (Fv/Fm, 23%), relative water content (RWC, 21%), total soluble sugars (47%), but
increased proline (4.5-fold) and phenolic content (43%). Application of NO and diurea separately or
together improved plant growth by increasing RWC, proline, soil sugars and phenolic content in
pepper plants. The increase in the activities of antioxidant enzymes with NO and diurea application
caused a decrease in oxidative stress parameters. Ni stress decreased nitrate reductase (NR, 57%),
glutamine synthetase (GS, 32%), glutamate synthase (GOGAT, 36%), glutamate dehydrogenase
(GDH, 38%), protein content (50%), and nitrate content (35%). However, it increased the ammonium
and amino acid contents by 48% and 73%, respectively. NO and diurea application improved nitrogen
assimilation and protein content under Ni stress conditions. NO+Diurea application increased Ni in
leaf cell walls and root vacuoles, but decreased Ni concentration in cell organelles. The combination
of NO and diurea improved mineral nutrient uptake (N, P, and K) by reducing Ni accumulation.
Under Ni stress conditions, the combined application of NO and diurea produced more significant
results than their sole application. Cr stress reduced total chlorophyll content (49%), Fv/Fm (29%),
RWC (30%), total soluble sugars (48%), but increased proline (5.7-fold) and phenolic content (50%).
Cr stress caused an increase in H,0, (488%), MDA (565%) and EL (244%) levels, which led to
reduced plant growth. Application of TA and H,S separately or together increased RWC, proline, total
sugars and phenolic contents in pepper plants. It significantly alleviated Cr-induced oxidative stress
by improving the activities of antioxidant enzymes. Cr stress reduced NR (61%), GS (34%), GOGAT
(40%) and GDH (43), protein (33%) and nitrate (49%) content. However, it increased the ammonium
(51%) and amino acid content (105%). TA and H,S improved nitrogen assimilation and protein
content in Cr-stressed plants. Foliar TA and H,S application improved mineral nutrient (N, P, and K)
uptake, which was reduced due to Cr toxicity, and reduced Cr accumulation in shoots. In general, the
combination application of TA and H,S under Cr stress was more effective in alleviating Cr stress
than their individual applications. In conclusion, the current study provides information on the
development of a more effective tolerance to heavy metal stress by synergistic effects of plant growth
regulators.

KEYWORDS: Nickel toxicity, chromium toxicity, plant growth regulators, nitrogen metabolism,
antioxidant defense system
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1. GIRIS

Cevresel kirlilik, her gecen giin artan bir stres kaynagi haline gelmektedir. Bu
kirlilik kaynaklari, bitkilerden hayvanlara ve nihayetinde insan saglhigina zararlh
etkileri olan birgok olumsuz sonu¢ dogurmaktadir. Agir metal kirliligi, hizh
endiistrilesme, teknolojik ilerleme ve insan niifusundaki hizli artis nedeniyle ciddi bir
cevresel tehdit haline gelmistir (Nachana’a Timothy, 2019; Mishra ve ark., 2019;
Kumari ve Mishra, 2021; Wang ve ark., 2022; Khatun ve ark., 2022). Agir metaller,
dogal (erozyon, volkanik patlamalar, mineral asinmasi, kuyrukluyildizlar vb.) ve
antropojenik (kaplama, biyokatilar, alasim iiretimi, atmosferik birikmeler, giibreler,
pestisitler vb.) stireglerle tarimsal ekosisteme girmektedir (Kumar ve ark., 2022a;
Abd Elnabi ve ark., 2023). Bu faaliyetler, metallerin yer alti1 suyuna karigmasina veya
toprak yiizeyinde birikmesine yol agar (Doyi ve ark., 2018;). Agir metallerin tiimii
biyolojik olarak pargalanamaz, yani herhangi bir dogal ydntemle c¢evreden
atilamazlar ve dolayisiyla bitkilerin kok sistemi araciligryla alinarak besin zincirine
girme potansiyeline sahiptir (Sing ve ark., 2011; Ghori ve ark., 2019; Yan ve ark.,
2020; Kaur ve ark., 2022a).

Bitki kokleri tarafindan agir metallerin siirekli alinimi ve birikimi agir metal
stresine neden olur (Goyal ve ark., 2020). Agir metaller, enzimlerin aktif bolgelerine
baglanarak yapilarini ve iglevlerini degistirebilir. Bu durum belirli metabolik yollarin
inhibe edilmesine veya hizlandirilmasina neden olur (Witkowska ve ark., 2021). Agir
metal stresi, bitki biliylimesi ve gelisimi icin gerekli olan proteinlerin denatiire
olmasma neden olur ve bu durum proteinlerin islevlerini kaybetmesine yol agar
(Hasan ve ark., 2017). Ayrica agir metaller, niikleik asitlerin sentezine ve
stabilitesine miidahale ederek genetik bilgiyi etkileyebilir ve genel bitki sagligina
zarar verebilir (Shamsi ve Kraatz, 2013). Agir metal toksisitesinin bu molekiiller
iizerindeki etkilerinin sonucunda, bitki dayanikliligi ve bitki biiylimesi azalir.
Bitkilerde agir metal stresi, stiperoksit radikalleri (O, ), hidrojen peroksit (H,0,) ve
hidroksil radikalleri (OH) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna neden olur
(Khan ve ark., 2022b; Altaf ve ark., 2023; Mitra ve ark., 2023). Bu oldukg¢a reaktif
molekiiller, lipitler, proteinler ve niikleik asitler dahil olmak tizere hiicresel yapilara
zarar vererek genel hiicresel islevlerin bozulmasina yol acar (Mandal ve ark., 2022;
Faizan ve ark., 2023; Zheng ve ark., 2023).

Nikel (Ni), ekosisteme madencilik, endiistriler, volkanik emisyonlar, asir
giibre ve pestisitlerin kullanim1 yoluyla girmektedir (Pujari ve ark., 2021; Kumar ve
ark., 2022a; Begum ve ark., 2022). Ni, diisiik konsantrasyonlarda, bitkilerin ¢esitli
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fizyolojik fonksiyonlarinda onemli bir rol oynar (Mustafa ve ark., 2023). Ni,
bitkilerde normal biliylime, enzimatik aktiviteler (O0rnegin iireaz) ve azot
metabolizmasi gibi temel olaylarda yer alir (Kaur ve ark., 2023). Ancak asir1 Ni
seviyeleri bir¢ok bitki i¢in toksik olabilir (Hassan ve ark., 2019). Toksik seviyelerde
Ni, bitkilerin besin alimini1 bozarak temel minerallerde dengesizliklere ve eksikliklere
yol agar, stoma iletkenligini, klorofil sentezini ve fotosentez hizim1 azaltir (Karthika
ve ark., 2018; Matraszekve ark.,2016; Saleem ve ark., 2023; Saraiva ve ark., 2023).
Ek olarak Ni, enzimler ve proteinlerdeki diger iyonlarin yerini alarak (6rnegin
rubisco enzimindeki Mg'nin yerini) bunlarin yapisin1 ve islevini etkileyebilir
(Nowicka, 2022). Ni toksisitesi, fotosentetik elektron tagima zincirindeki elektron
akisin1 azaltan ve klorofil molekiillerinin sentezini engelleyen ROT’larin birikimi
sonucu meydana gelen oksidatif strese neden olur (Prasad ve ark., 2005). Bazi
bitkilerin (6zellikle de hiperakiimiilator olarak siniflandirilanlarin), normal biiylime
ve gelismesi i¢in Ni’ye ihtiya¢ duydugu bulunmustur (Deng ve ark., 2018; Van der
Pas ve Ingle, 2019). Ancak, kromun (Cr) normal bitki gelisimi i¢in gerekli olmadigi
disiiniilmektedir ve yiiksek konsantrasyonlarda bitkiler i¢in toksik oldugu
bilinmektedir (Mumtaz ve ark., 2022; Wani ve ark., 2022; Ali ve ark., 2023). Cr,
kimyasallarin imalati, krom kaplama, boyalar, pestisitler, glibreler, kagit tiretimi ve
diger endiistriyel islemlerde yaygin olarak kullanilan en toksik agir metallerden
biridir (Jaishankar ve ark., 2014; Narayanasamy ve ark., 2022; Giirgan, 2023). Cr
toprakta c¢esitli formlarda bulunur, ancak iyi bilinen ve sabit formlar {i¢ degerlikli Cr
(IIT) ve alt1 degerlikli Cr(VI)'dir (Saud ve ark., 2022; Ulhassan ve ark., 2022). Cr
(VI) yiiksek oksidasyon ve yiliksek ¢oziiniirlik durumundan dolayr li¢ degerlikli
kromdan (CrlIl) daha toksiktir ve bitkiler tarafindan kolayca almarak onemli
hiicresel yapilar1 diger Cr formlarina gore daha fazla bozabilir (Alharby ve Ali, 2022;
Singh ve ark., 2022; Bao ve ark., 2022). Cr, bitkilerde ROT f{iretimini arttirir; bu da
DNA, RNA, proteinler ve pigmentlerin oksidatif hasarina yol acar (Shahid ve ark.,
2015; Sharma ve ark., 2020; Tang ve ark., 2022). Cr stresi, CO, fiksasyonu, elektron
tasinmasi, fotofosforilasyon ve enzim aktiviteleri etkileyerek fotosentezi engeller
(Subrahmanyam, 2008; Rodriguez ve ark., 2012). Ayrica, Cr bitkilerin besin
elementi aliminda temel besin maddeleri ile rekabet edebilir ve besin asimilasyonunu
bozabilir (Shahid ve ark., 2017; Kamran ve ark., 2017). Tiim bunlarin sonucunda
biyokiitle veriminin ve dolayisiyla bitki verimliliginin azalmasina neden olur
(Sharma ve ark., 2020; Ahmad ve ark., 2022; Kumar ve ark., 2023). Bu metabolik,
fizyolojik ve biyokimyasal etkilerin karmasik etkilesimi, bitkilerdeki Cr toksisitesini

azaltmak icin etkili stratejilere ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir.

Bitkiler, diger stres faktorlerinde oldugu gibi agir metal kaynakli oksidatif
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strese tepki olarak, ROT'un neden oldugu hasar1 azaltmak i¢in antioksidan savunma
mekanizmalarini aktive eder (Panda ve ark., 2016). Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), askorbat peroksidaz (APOD), peroksidaz (POD) ve glutatyon
rediiktaz (GR) gibi enzimler, ROT'un temizlenmesinde ve nétralize edilmesinde
onemli rol oynar (Hussain ve ark., 2019; Hasanuzzaman ve ark., 2020). Ayrica,
glutatyon (GSH), askorbat (AsA), karotenoidler, prolin, sekerler ve fenolik bilesikler
gibi  enzimatik olmayan antioksidanlar, ROT'un bitki hiicrelerinden
uzaklastirilmasinda gorev alir (Soares ve ark., 2019; Garcia-Caparros ve ark., 2021).
Bu enzimlerin diizenlenmesini ve aktivitelerini anlamak, bitkinin oksidatif strese
kars1 koyma yetenegi hakkinda fikir verir ve bitkinin agir metal toksisitesine karsi
toleransini arttirmaya yonelik stratejiler gelistirmeye olanak saglar. Toksik metallerin
fitoselatinler ve metallotiyoneinler tarafindan tutulmasi, bitkilerin toksik metallere
karsi toleransi i¢in bir baska énemli savunma sistemidir. Fitoselatinler, antioksidatif
enzimlerle birlikte agir metal stresi altinda sinerjistik bir savunma mekanizmasi
olusturabilir ve bu da bitkilerin metal toksisitesine karsi direncini gili¢lendirir
(Raychaudhuri ve ark., 2021; Sethi ve ark., 2023). Ancak bu savunma mekanizmalari
bitkilerin agir metal stresini hafifletmesinde yeteri kadar savunma saglayamayabilir.
Bu nedenle savunma mekanizmasinin gelistirilmesine yonelik stratejiler bitki

toleransinin arttirilmasinda etkili bir yontem olabilir.

Agir metaller, azot (N) alimi1 ve asimilasyonundan sorumlu olan metabolik
olaylarda aksamalara neden olur (Khan ve ark., 2016a; Ayub ve ark., 2021). N, bitki
bliylimesi i¢in dnemli ve zorunlu bir besin elementidir (Anas ve ark., 2020). Bitkiler,
nitrat (NO; ), amonyum (NH,"), iire ve amino asitler gibi farkli molekiillerden N
elde edebilir. Daha sonra bunu protein, niikleik asitlerin iiretimi ve sinyal molekiilleri
dahil olmak iizere farkli metabolik amaglar i¢in kullanirlar (Javed ve ark., 2022).
NO; tarim topraklarinda bitkiler i¢in baslica N kaynagidir ve verimlilik agisindan
hayati 6neme sahiptir (Ciu ve ark., 2022). NO; , bitkilerde protein ve diger organik
bilesiklerin sentezi i¢in NH,  formuna indirgenmelidir (Erdal ve Tiirk, 2016). Nitrat
rediiktaz (NR), bitki hiicrelerinde NO; 'lin nitrite (NO, ) indirger ve bu NO, ise
nitrit rediiktaz (NiR) enzimi tarafindan NH," ‘e indirgenir (Rizwan ve ark., 2022).
NH,", bitkide GS-GOGAT (glutamin sentetaz-glutamat sentaz) enzimleri veya GDH
(glutamat dehidrojenaz) tarafindan amino asitlere ve proteinlere asimile edilir (Chen
ve ark., 2023; Liu ve ark., 2023). Ni ve Cr stresinin, N metabolizmasi enzimleri
tizerindeki olumsuz etkileri bircok arastirmaci tarafindan cesitli bitkilerde
bildirilmistir (Sangwan ve ark., 2014; Rizwan ve ark., 2019; Tiwari ve ark., 2020;
Verma ve ark., 2022; Khan ve ark., 2023b; Qin ve ark., 2024). Bu nedenle, agir metal

stresi altindaki bitkilerin normal biiyime ve gelismesi igin gerekli olan N
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metabolizmasi enzimlerinin aktivitelerinin yiikseltilmesi gerekir.

Biber (Capsicum annuum L.), ekonomik a¢idan Onemli Solanaceae
familyasmna ait tek yillik bir bitkidir. Biber, flavonoidler, fenolik asitler,
karotenoidler ve C, E, A vitaminleri gibi biyoaktif bilesiklerin yani sira iyi bir
antioksidan ve besin kaynagidir (Jayaprakasha ve ark., 2012). Biberin diinya ¢apinda
tilketiminin yiiksek olmasi, kapsaisin maddesinin gida katki maddesi olarak
kullanilmas1 ve tibbi kullanimi nedeniyle biberde agir metal birikimi gibi toksik
maddeler 6nemli sorunlara neden olabilmektedir (Antonious ve Kochhar, 2009).
Tim bu nedenlerden dolay1 agir metallerin bitkilerin metabolik siiregleri lizerindeki

yikict etkilerini azaltmak i¢in etkili bir yaklasim gereklidir.

Agir metal stresinin kontrol altina alinmasinda bitki gelisim diizenleyicilerinin
kullanilmas1 son zamanlarda biiyiik ilgi gormektedir. Sentetik ve dogal bitki biiylime
diizenleyicileri hem stresli hem de normal kosullarda bitki biiylimesinde yer alan
metabolik olaylar1 kontrol eden kii¢iik kimyasal habercilerdir (Hossain ve ark., 2022;
Zahid ve ark., 2023). Cok sayida arastirma agir metal stresli bitkilerde biiylime
diizenleyicilerinin fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik siiregleri diizenleyerek
bitkilerin toleransimi arttirdigini rapor etmistir (Zaid ve ark., 2020; Javad ve ark.,
2022; Poursattari ve Hadi, 2022; Qin ve ark., 2022; Bhardwaj ve ark., 2023; Kaya ve
ark., 2023).

Nitrik oksit (NO), normal ve stresli kosullar altinda bitki biiylimesini ve
gelismesini diizenlemede Onemli rol oynayan kiiciik, gaz halindeki bir sinyal
molekiiliildiir (Khan ve ark., 2023a; Pal ve ark., 2023). NO, bitkileri yaralanma,
patojen istilasi, ultraviyole (UV) radyasyon, kuraklik stresi, tuz stresi, asir1
sicakliklar ve agir metal stresi gibi cesitli ¢evresel streslerden korumak igin de
onemli bir rol oynar (Khan ve ark., 2023a). NO’nun sinyal iletimi yoluyla bitkilerin
antioksidan savunma sistemini uyararak oksidatif stresi azalttig1 ve agir metal stresini
hafiflettigi bilinmektedir (Basit ve ark., 2022b; Kharbech ve ark., 2022; Meng ve
ark., 2022). NO'nun eksojen uygulamasimnin antioksidan enzimlerin aktiviteleri
tyilestirerek Ni stresini onemli 6lgiide azaltildig1 bir¢ok arastirmaci tarafindan farkl
bitkilerde rapor edilmistir (Wang ve ark., 2010; Kazemi ve ark., 2010; Siddiqui ve
ark., 2013; Rizwan ve ark., 2018; Soliman ve ark., 2019).

Bir diger bilesik diiire, cevresel streslere karsi bitkilerde biiylime, fotosentetik
aktivite ve antioksidan savunma sistemi gibi ¢esitli metabolik olaylar1 diizenledigi

icin 6nemli bir bitki biiylime diizenleyicisi olarak kabul edilir (Sahu, 2017; Patade ve
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ark., 2020). Diiire bitkileri metaller, sicaklik, tuzluluk ve kuraklik gibi cesitli abiyotik
streslerden korudugu i¢in mahsul veriminin arttirilmasinda etkili bir bilesiktir
(Wagas ve ark., 2019). Cesitli arastirmacilar, eksojen diiire uygulamasimin gesitli
bitki tiirlerinde kursun (Pb) stresini (Xalxo ve Keshavkant, 2019; Kaya ve ark.,
2022), arsenik (As) stresini (Upadhyay ve ark., 2022; Talukdar, 2016) ve kadmiyum
(Cd) stresini (Parveen ve ark., 2018) hafiflettigini bulmustur.

Bitkinin zorlu c¢evre kosullarina toleransin1 artiran bitki gelisim
diizenleyicilerin uygulanmasi, Cr toksisitesi de dahil olmak iizere farkli streslerin
zararl etkilerini hafifletmek i¢in etkili yontem olabilir. Tiamin (TA), bitkilerde
onemli bir biliylime diizenleyicisi olarak bilinmektedir ve bitkide TA birikiminin
cevresel streslere karsi bitki toleransini arttirdigi rapor edilmistir (Abidin ve ark.,
2016). TA, karbonhidrat katabolizmasi, NADPH ve ATP sentezi, niikleik asitlerin
olusumu ve amino asit sentezinde Onemli rol oynamasi nedeniyle tiim canli
organizmalarin diizgiin isleyisi i¢cin gerekli oldugu bildirilmistir (Goyer 2010; Subki
ve ark., 2018). Cesitli arastirmacilar TA’ nin ekzojen uygulamasinin misirda As stresi
(Atif ve ark., 2022), ¢ilekte Cd stresi (Kaya ve Aslan, 2020), bugdayda bor toksisitesi
(El-Shazoly ve ark., 2019) ve misirda tuz stresini (Hamada ve El-Hakimi, 2009)

hafiflettigini rapor etmislerdir.

Hidrojen siilfiiriin (H,S) bitkiler i¢in toksik oldugu diisiiniilirken, son
gelismeler ile bitkilerde bir¢ok gorevde Onemli bir sinyal molekiilii oldugu
anlasilmistir (Lisjak ve ark., 2013). H,S, 6nemli sinyal yollariin diizenlenmesine ve
strese duyarli genlerin aktivasyonuna aktif olarak katilarak bitkinin agir metal
stresine kars1 direncini arttirir (Pandey ve Gautam, 2020; Arif ve ark., 2021). H,S'in
metal alimi ve tasima mekanizmalarinin diizenlenmesinde rol oynadigi, metallerin
bitki hiicrelerinde tutulmasini ve boliimlendirilmesini etkiledigi bildirilmistir (Jia ve
ark., 2020; Yang ve ark., 2023). H,S donorii olan sodyum hidrosiilfit
uygulanmasinin, mas fasulyesi (Singh ve ark. 2023a), bugday (Singh ve ark., 2022),
domates (Alamri ve ark., 2020) ve misir (Kharbech ve ark., 2020) bitkilerinde Cr

stresini hafiflettigi ve bitki biliylimesini tesvik ettigi raporlanmustir.

Farkli biyostimiilantlar arasindaki etkilesimin ve bunlarin bitki fizyolojisi
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi, son yillarda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir.
Biyostimiilantlarin, birbirlerinin iiretimini diizenlemek ve sinyal yollarin1 etkilemek
gibi cesitli sekillerde etkilesime girebilecegini bildirilmistir (Rogatgi ve ark., 2023;
Singh ve ark., 2023b). Farkli biyostimiilanlarin sinerjistik olarak birlikte ¢alistig1 ve

stres direncinin arttirilmasinda tek basmma uygulanmalarina kiyasla birlikte
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uygulandiklarinda daha etkili olduklar1 birgok arastirmaci tarafindan bildirilmistir
(Benito ve ark., 2022; Kaur ve ark., 2022b; Khan ve ark., 2022a; Ghasemifar ve ark.,
2023). Bu nedenle, bu calismada farkli bitki gelisim diizenleyicilerinin Ni ve Cr
toksisitesi altindaki biber bitkilerinde bitki biiylimesi, mineral element alimi,
metabolitler, antioksidan savunma sistemi enzimleri ve azot metabolizmasi

tizerindeki bireysel ve kombine etkilerinin arastirilmasi amag¢lanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Bitkilerde Nikel Stresi

Nikel (Ni), topragin dogal bir bilesenidir (Hedfi ve ark. 2007) ve toprak
profili boyunca diizgiin bir sekilde dagilir (Hassan ve ark., 2019). Ancak madencilik,
endistriler, fosfatli giibrelerin uygulanmasinin ve pestisitlerin kullanimi1 yoluyla
cevreye yayilarak toprak yiizeyindeki konsantrasyonu artar (Kumar ve ark., 2022a;
Begum ve ark., 2022; Pujari ve ark., 2021;). Ni, diisiik konsantrasyonlarda, bitkilerin
cesitli fizyolojik fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynar (Mustafa ve ark., 2023),
ancak asirt Ni seviyeleri bir¢cok bitki i¢in toksik olabilir (Hassan ve ark., 2019).
Yiiksek seviyelerde Ni varligi, besin alimim1 bozarak temel minerallerde
dengesizliklere ve eksikliklere yol agar, stoma iletkenligini, klorofil sentezini ve
fotosentez hizim1 azaltir (Saleem ve ark., 2023; Saraiva ve ark., 2023; Karthika ve
ark., 2018; Matraszekve ark.,2016).

Altaf ve ark. (2022) biber fidelerinde Ni'nin toksisite belirtilerini karakterize
etmek amaciyla hidroponik kosullarda biber fidelerini yedi farkli Ni
konsantrasyonuna (0, 10, 20, 30, 50, 75 ve 100 mg L' Ni) maruz birakmistir. Ni
toksisitesinin, gen¢ yapraklarda klorozis belirtileri gosterdigini bildirmistir. Ni
toksisitesinin biilylimeyi, kok morfolojisini, gaz degisim parametrelerini, pigment
icerigini ve fotosistem fonksiyonunu azalttigini raporlamistir. Arastirmacilar,
bliylime tolerans indeksinin, bitkilerde 10, 20, 30, 50, 75 ve 100 mg L' Ni
kosullarinda sirasiyla %88, %75, %60, %45, %30 ve %19 oraninda azaldigimi
bulmustur. Yiiksek Ni konsantrasyonlarinin, biber yapraklarinda antioksidan enzim
aktivitesini, reaktif oksijen tiirleri (ROT) birikimini, malondialdehit (MDA),
elektrolit sizintis1 (ES) ve metabolitleri (prolin, ¢6ziiniir sekerler, toplam fenoller ve
flavonoidler) artirdigini bildirmistir. Ayrica, artan Ni ile, biber yapraklarinda ve
koklerinde Ni igeriginin artirdiini, ancak azot (N), potasyum (K) ve fosfor (P)
seviyelerinin diistiiglinii raporlamistir. Arastirmacilar, koklerde Ni birikiminin
siirgiinlere kiyasla daha yiiksek oldugu bildirmistir. Sonu¢ olarak 30 mg L' ve

iizerindeki Ni’nin biber fideleri i¢in zararli oldugu bildirilmistir.

Altaf ve ark. (2021), hidroponik ortamda 50 pM Ni ile biiylitiilen domates
fidelerinin Ni toksisitesine karst tepkilerini incelemeyi amacglamislardir.
Aragtirmacilar, Ni toksisitesinin kok yapisin1 bozarak, fotosentez siirecini, besin
allmm ve antioksidan enzimleri etkileyerek bitki biiylimesini engelledigi
gbzlemlemistir. Ayrica, ES, MDA igerigi ve ROT birikiminin 6nemli 6l¢iide arttigini

bildirmistir. Sonug¢ olarak, Ni toksisitesinin domates fidelerinde kok yapisini,
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biyokiitle tiretimini, mineral homeostazi ve fotosentetik verimliligini 6nemli diizeyde

olumsuz etkiledigini raporlamistir.

Jahan ve ark. (2020), hidroponik ortamda domates fidelerinde yaptiklari
arastirmada 50uM Ni’ye maruz kalan fidelerin kok ve siirgiinde Ni birikiminin
gerceklestigini ve  toksisite  belirtilerinin  gergeklestigini  gozlemlemistir.
Arastirmacilar, Ni stresinin fotosentezi, mineral homeostazi, kok aktivitesini ve

osmotik dengesini bozarak biliylimeyi 6nemli 6l¢iide engelledigini bildirmistir.

Helaoui ve ark. (2020), gerceklestirdikleri ¢alismada Ni stresinin yonca
(Medicago sativa) tizerindeki etkilerini fizyolojik, biyokimyasal ve transkriptomik
diizeylerde degerlendirmeyi amacglamislardir. Bu amagla bitkileri 60 giin boyunca
bes Ni konsantrasyonuna (0, 50, 150, 250 ve 500 mg kg-1) maruz birakmislardir.
Aragtirmacilar, bitkilerdeki Ni konsantrasyonunun topraktaki Ni konsantrasyonuyla
birlikte onemli Olgiide arttigini bildirmistir. Oksidatif stres belirtegleri ile ilgili
olarak, 6zellikle en yiiksek Ni konsantrasyonunun (500 mg/kg Ni) MDA birikimi ile
peroksidaz ve glutathione s-transferase (GST) aktivitelerinde artisa neden oldugunu
raporlamistir. Ayrica siirgiinlerde ve koklerde Prx/C ve GST genlerinde onemli bir
artis oldugunu gozlemlemistir. Fitoselatinlerin (PC) gen ekspresyonunun, farkli nikel
konsantrasyonlarina yanit olarak onemli Slgiide arttigini, bunun PC’lerin yonca
bitkilerinde Ni detoksifikasyonundaki 6nemli rollerini ortaya koydugunu

raporlamistir.

Abd_Allah ve ark. (2019), artan konsantrasyonlarda Ni’ye maruz kalan hardal
bitkilerinin biiylimesi, biyokimyasal 6zellikleri, fotosentetik pigmentleri, antioksidan
tepkileri ve giloksalaz sistemlerini incelemislerdir. Ni stresinin (150 uM), biiylimeyi,
klorofil pigment igerigini, gaz degisim parametrelerini, yaprak bagil icerigini (BSI)
azalttigini, ancak H,O,, MDA ve metilglioksal (MG) igerigini 6nemli diizeyde
arttirdigini bildirmistir. Ni stresinin ayrica antioksidan enzimlerin, askorbat glutatyon
(AsA-GSH) dongiisii ve glioksalaz sistemleri ile iligkili enzimlerin aktivitelerini

bozdugunu raporlamistir.

Rizwan ve ark. (2019), Ni stresinin piring bitkilerinde azot metabolizmasi ve
fotosentez iizerine etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar Ni stresinin  bitki
bliylimesini, fotosentez oOzelliklerini, stoma iletkenligi, transpirasyon hizini, gaz
degisim parametrelerini ve fotosentetik pigment icerigini olumsuz etkiledigini
gozlemlemistir. Ayrica Ni stresinin nitrat konsantrasyonunda azalmaya ve amonyum

konsantrasyonunda artisa yol a¢tigini bildirmistir. Arastirmacilar Ni stresi altinda
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azot metabolizmasi ile iliskili nitrat rediiktaz (NR), nitrit rediiktaz (NiR), glutamin
sentetaz (GS) ve glutamat sentaz (GOGAT) enzim aktivitelerinin énemli diizeyde
distiigiinii, glutamat dehidrojenaz (GDH) enzim aktivitesinin ise arttigini
raporlamigtir. Sonu¢ olarak Ni stresinin piringte hem aktivite hem de genetik

diizeyde azot metabolizmasini bozdugunu bildirmistir.

Valivand ve ark. (2019), 50 mg L' diizeyindeki Ni’nin kabak kok ve
yapraklarinda bitki bliyiimesini azalttigini, oksidatif stresi, prolin birikimini, hidrojen
siilfit (H,S) igerigini ve yapraklarda kalsiyumodulin (CaM) gen ekspresyonunu
arttirdigin1 bulmustur. Ayrica Ni stresinin kabak bitkisinin kok ve yapraklarinda
POD ve KAT enzimlerini baskiladigini, SOD aktivitesini ise arttirdigini bildirmistir.

Rizwan ve ark. (2018), piring bitkilerinde yaptiklar1 ¢alismada Ni stresinin
bitki biliylimesini, fotosentetik pigment igerigini, ¢Oziiniir proteinleri azalttigini
bildirmistir. Ayrica artan Ni konsantrasyonuna bagl olarak bitki kok ve govdesinde
Ni birikiminin, oksidatif stres belirtecleri (H,O,, MDA ve ES) ve prolin seviyelerinin
arttigini raporlamistir. Ni stresi kosullarinda SOD ekspresyon genlerinin azaldigini,
buna karsin POD, KAT, APOD ve GR genlerinin transkript seviyesinin arttigini

raporlamistir.

Gupta ve ark. (2017), Ni stresinin yonca, incir ve yulaf fideleri tizerindeki
etkisini fidelerin biiyiimesi, lipid peroksidasyonu, toplam klorofil, prolin igerigi ve
enzimatik aktiviteler acisindan incelenmistir. Fidelerin ¢imlenme ve biliyiime
parametreleri bakimindan, yoncanin en toleransh tiir oldugu bildirilmistir. Ni
birikiminin, koklere kiyasla siirgiinlerde belirgin sekilde daha diisiik oldugunu,
birikimin en yiikksek yoncada ve en diisiik yulaf siirgiinlerinde oldugunu
raporlamigtir. Arastirmacilar, yiliksek Ni konsantrasyonlarina maruz kalan bitkilerin
klorofil miktarinda 6nemli bir azalma ve prolin igeriginde artis gozlemlemistir.
Ayrica, MDA igerigi ve antioksidatif enzim aktivitesindeki onemli farklarin,
bitkilerde Ni stresine bagli olarak redoks dengesizligi olustugunu raporlamstir.
Yiiksek Ni konsantrasyonlariyla POD ve SOD aktivitelerinde artis, KAT
aktivitesinde azalma oldugu bildirilmistir. Yoncanin, incir ve yulafin aksine, birikim
ve ROT temizleme sistemi arasindaki dengeyi koruma konusunda daha yiiksek bir

yetenege sahip oldugu raporlanmistir.

Rizwan ve ark. (2017), yliksek Ni konsantrasyonlarina maruz kalan piring
bitkilerinin Ni alimin1 ve hiicresel alt bolgelerdeki dagilimini, antioksidan tiretimini

ve osmolit birikimini incelemistir. Arastirmacilar, piring fidelerinin yiiksek Ni
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konsantrasyonlarina maruz kalmasimnin kok ve siirgiin uzunluklari, taze ve kuru
agirhigi iizerinde bir azalmaya neden oldugunu ve bu durumun fotosentetik pigment
igeriklerinin azalmasi ile iliskili oldugunu bildirmistir. Arastirmacilar Ni'nin
oncelikle koklerde, ardindan siirgiinlerde biriktigini raporlamistir. Ayrica, Ni'nin
hiicre organelinden ziyade esas olarak ¢Oziiniir fraksiyonda ve hiicre duvarinda
biriktigini, bunun da piring bitkilerinde Ni toksisitesine karsi dnemli savunma
bariyerleri olarak islev gordiigiinii one siirmiistiir. Ni’nin, artan H,O, ve MDA
nedeniyle oksidatif metabolizmay1 bozarak toksisitesini arttirdigini, bitkilerin
koklerinde ve siirglinlerinde katalaz, peroksidaz, askorbik asit ve glutatyonu artirarak
antioksidan sistemini uyumsuz hale getirdigini raporlamistir. Ni stresinin ayrica
prolin birikim hizin1 tetikledigini, ¢Oziinlir protein ve ¢Ozlniir seker igerigini
azalttigin1 bildirmistir. Sonu¢ olarak Ni'nin g¢ogunlugunun c¢oziinlir fraksiyonda
bulundugu ve Ni stresi altinda osmolit birikimindeki degisikliklerin oksidatif stres

karsisinda ek savunma sagladigi raporlanmistir.

Khan ve ark. (2016b), farkl1 fotosentetik kapasiteye sahip iki hardal ¢esidinin,
farkli konsantrasyonlardaki Ni karsisindaki tepkisi degerlendirmistir. Ni stresinin her
iki cesitte de biyomasi, yaprak alanini, klorofil igerigini, rubisko enzim aktivitesini,
fotosistem II’nin verimliligini, stomal iletkenligi, net fotosentez miktarini, NR
aktivitesini, bitki azot igerigini ve siilfir icerigini azalttigini raporlamistir. Ni
stresinin ayrica membran hasarma yol agtigin1 ve AsA-GSH dongiisiinii bozdugunu
bildirmistir. Her ne kadar hardal g¢esitleri arasinda Ni stresine kars1 tepkiler farklilik
gosterse de Ni stresi kosullarinda bitki fiziksel ve biyokimyasal siireclerin olumsuz

etkilendigini bildirilmistir.

2.2. Bitkilerde Krom Stresi

Krom (Cr) dogal olarak olusan bir agir metaldir ve yer kabugunda en ¢ok
bulunan 17. elementtir (Bhalerao ve Sharma, 2015). Cr, kimyasallarin imalati, krom
kaplama, boyalar, pestisitler, giibreler, kagit iiretimi ve diger endiistriyel islemlerde
yaygin olarak kullanilan en toksik agir metallerden biridir (Giirgan, 2023;
Narayanasamy ve ark., 2022; Jaishankar ve ark., 2014). Cesitli antropojenik
faaliyetlerin yani sira dogal kaynaklar da sonugta kiiresel olarak Cr kirliligine yol
acan toprak, hava ve suya Cr salinimindan sorumludur (WHO, 2020). Zehirli
Maddeler ve Hastalik Kayit Dairesi (ATSDR, 2007), Cr'yi en tehlikeli maddeler
arasinda 17. siraya koymustur. Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'na gore bir
numarali kanserojen olarak siniflandirilmistir (IARC, 1987). Bu nedenle, bu metalin
bitkilerde aliminin, tasmmmasmin ve biyolojik birikiminin dogru bir sekilde

anlasilmasina ve toprak-bitki sistemlerinde kapsamli bir arastirmaya ihtiyag vardir.
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Anjum ve ark. (2017), farkl1 Cr seviyelerinin (0, 30, 60, 90, 120 ve 150 pmol
L") iki misir genotipi (Wandan 13 ve Runnong 35) iizerinde zararli etkilerini
kesfetmek amaciyla bitki dokularinda Cr birikimini, osmolit birikiminde
degisiklikleri, ROT olusumunu ve savunma sistemi enzimlerinin aktivitesini
Olemiistlir. Arastirmacilar, Cr stresinin yaprak alanini, kogcan olusumunu, 100-tane
agirhigini, siirgiin taze agirligii ve verimi azalttigini bildirmistir. Cr birikiminin her
iki genotipte de kokler > yapraklar > sap > tohumlar seklinde oldugu raporlanmustir.
Artan Cr toksisitesinin, serbest prolin, ¢oziliniir sekerler ve toplam fenolik iceriklerde
artisa, ¢oziiniir protein igeriginde azalmaya neden oldugunu raporlanmistir. Ayrica,
MDA, H,0, ve tiyobarbitiirik asit reaktif madde birikimi ile ES'nin arttigini
raporlamistir. Arastirmacilar, SOD, POD, KAT, APOD, GPX ve GR enzimlerinin Cr

toksisitesine karsi tolerans saglanmasinda merkezi bir rol oynadigini bildirmistir.

Adhikari ve ark. (2020), ii¢ farkli Cr stres seviyesi (50, 100 ve 200 mg L Cr)
altinda musir fidelerini yetistirerek, antioksidan genlerin ekspresyonu, metabolitler,
membran hasari, H,O, ve prolin birikimini incelemistir. Arastirmada misirin Cr
stresine yanitinin genel bir goriiniimiiniin elde edilmesi planlanmistir. Cr stresi
kosullarinda bitki boyunun, biyokiitle veriminim, kok hiicrelerinin canliliginin,
APX-1, Cu/Zn SOD ve DHAR ckspresyonun azaldigi ve koklerde yiiksek Cr
birikiminin gerceklestigi bildirilmistir. Yiiksek seviyede Cr’a maruz kalan fidelerin
yapraklarinda MDAR ve DHAR ekspresyonunda diisiisiin ve AsA/DHA oraninda
anlamli olmayan degisikliklerin redoks homeostazinda bozulmaya neden oldugunu
raporlamistir. Artan GR ekspresyonuyla birlikte yliksek GSH/GSSG, hiicreleri
oksidatif hasarlardan koruyamadigini, ¢iinkii Cr'ye maruz kalan fidelerde yiiksek
MDA seviyesinin belirlendigini raporlamistir. Ayrica, misir yapraklarinda artan

prolin birikiminin, Cr stresine karsi ¢ok fazla koruma saglayamadigini raporlamistir.

Christou ve ark. (2020), artan Cr seviyelerinin yonca bitkilerinin biiyiime ve
gelisimi lizerindeki etkilerini ve bu baglamda kullanilan adaptasyon yanitlarini
incelemistir. Sulama suyundaki Cr’nin esik konsantrasyonunun, stres yanitlarinin
basladig1 konsantrasyon olan 1 mg L—1 oldugunu gézlemlemistir. Daha diisiik Cr
seviyelerinin (0.5 mg L"), biyokiitle ve yaprak alaninda artisa yol actigimi bununda
muhtemelen NO igeriginde meydana gelen artistan kaynaklandigini raporlamstir.
Aragtirmacilar artan Cr seviyelerinin (5 ve 10 mg L—1) oksidatif strese yol agarak
biyokiitle, yaprak boyutunda ve fotosentetik pigment igeriginde azalmaya neden
oldugunu goézlemlemistir. Stres kosullarinda MnSOD, FeSOD, Cu/ZnSOD ve KAT

transkript seviyelerinin arttigini, SOD ve KAT enzimatik aktivitelerinde meydana
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gelen degisimlerin stres yanitlarini destekledigini ifade etmistir.

Alam ve ark. (2021), domates bitkilerinde Cr toksisitesinin etkisini incelemek
lizere yaptiklar1 calismada, Cr toksisitesinin koklerde ve siirgiinlerde Cr birikimini
arttirarak bitki biiylimesini ve biyokiitle verimini azalttigin1 bulmustur. Cr stresinin
klorofil miktarini, klorofil floresans parametrelerini, gaz degisim parametrelerini ve
BSI’yi olumsuz etkileyerek bitki biiyiimesini engelledigini  bildirmistir.
Aragtirmacilar Cr stresinin domates bitkilerinin yapraklarinda proline ve glisin beatin
birikimine yol actigini, oksidatif stres parametrelerini (H,O,, MDA ve ES)
attirdigini, AsA-GSH dongiisiinii bozdugunu ve metilglioksal (MG) verilerinde

artisin meydana geldigini raporlamistir.

Christou ve ark. (2021), artan Cr konsantrasyonlarina maruz kalan domates
bitkilerinde verim, yapraklardaki stres yanitlari ve domates meyve Kkalitesi
ozelliklerinde meydana gelen degisimleri arastirmay1 amaglamistir. Arastirmacilar 10
mg L' Cr iceren su ile sulanan bitkilerin, yapraklardaki fotosentetik pigment
konsantrasyonun daha diisilk ve oksidatif stres parametrelerinin ise daha yiiksek
oldugunu bulmustur. Yiiksek konsantrasyondaki Cr’un (5 veya 10 mg L), daha
disiik agirlikli ve daha kiigiik boyutlu meyvelerin {retilmesine neden oldugu
bildirmistir. Ayrica bitkilerde olgunlasma indeksi, ¢oziiniir katilar, likopen, B-karoten
ve ¢Ozilinlir karbonhidrat (fruktoz, sukroz, toplam seker) igeriginin arttig1
raporlanmistir. Arastirmacilar, meyve kalite 6zelliklerindeki degisikliklerin, sukroz
ve karotenoid biyosentezi ile iliskili transkriptlerin bollugu tarafindan dogrulandigini
bildirmistir. Tiim meyve orneklerindeki toplam Cr konsantrasyonu maksimum izin
verilen limitlerin ¢ok altinda oldugu i¢in, insan tiiketimi i¢in giivenli oldugunu
raporlamistir. Genel olarak, Cr'nin tarimsal iiriinlerin kalitesi iizerinde biyokimyasal
ve molekiiler diizeyde 6nemli etkileri olabilecegini, bu nedenle Cr ile kirlenmis

suyun dikkatli bir sekilde kullanilmas1 gerektigini bildirmistir.

Gupta ve Seth (2021), farkli Cr konsantrasyonlarina (0, 50 ve 100 mg Cr kg
toprak) maruz kalan domates bitkisinin fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini
incelemistir. Arastirmacilar, domates bitkilerinin Cr'ye maruz kalmasinin, bitki
bliylimesinin azalmasina, kok ve siirgiinde yiiksek Cr birikimine yol ac¢tigini, yiiksek
MDA ve siiperoksit seviyeleri nedeniyle oksidatif hasara neden oldugunu ve AsA-
GSH dongiisii enzimlerinde inhibisyona yol agtigini gozlemlemistir. Ayrica, Cr stresi
altindaki domates bitkilerinde fotosentetik pigmentlerde ve gaz degisim

parametrelerinde belirgin bir azalmanin meydana geldigini raporlamstir.
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Ahmad ve ark. (2022), karnabahar (Brassica oleracea botrytis L.) bitkisini
dort farkli seviyede (0, 10, 100 ve 200 uM) Cr’ye maruz birakarak bitki tepkilerini
izlemistir. Arastirmacilar Cr stresinin bitki biiylimesinde, fotosentetik pigmentlerde,
gaz aligveris parametrelerinde ve biyokiitle iiretiminde 6nemli bir azalmaya neden
oldugunu belirtmistir. Spesifik olarak yiiksek konsantrasyonda (200 uM) Cr stresinin
bitki boyunu (%57), kok uzunlugunu (%32), yaprak sayisini (%45) ve yaprak alanini
(%29) azalttigt raporlanmistir. Cr stresi nedeniyle, karnabaharin kok ve
yapraklarinda ES, MDA ve H,O, birikiminin arttig1, antioksidatif enzim
aktivitelerinin (SOD, KAT ve POD) azaldig: bildirilmistir. 200 uM Cr uygulamasi
ile kok kuru agirligi, sap kuru agirligi, yaprak kuru agirligi ve ¢igek kuru agirliginin
strastyla %43, %40, %53 ve %72 oraninda azaldig bildirilmistir.

Husain ve ark. (2022), alt1 degerli krom (Cr (VI), 50 uM) stresinin baklagil
bitkilerinden siyah fasulye ve mung fasulyesinin fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerine etkisini incelemistir. Cr’nin, her iki ¢esit i¢cinde kok ve siirgiin
uzunlugunu azalttigini, oksidatif stres belirte¢lerinin birikimini arttirdigini, prolin
metabolizmasinda degisikliklere yol agtigini, kiikiirt asimilasyonu enzimlerini ve

sisteini olumsuz etkiledigini raporlamustir.

Kumar ve ark. (2022), farkli konsanrasyonlarda Cr’un (0, 25, 50, 100 ve 200
uM) tath patates bitkilerinde toksik etkisini hidroponik bir sistemde arastirmistir.
Aragtirmacilar Cr uygulamasmin (25 uM) biiyiimeyi, fotosentezi, osmolitleri,
antioksidanlar1 ve enzim aktivitelerini artirdigini, ancak yiiksek dilizeyde Cr
uygulamasinda 6nemli Ol¢lide zararl etkiler gézlemlendigini bildirmistir. En yiiksek
Cr (200 puM) uygulamasi altinda bitki biliylime Ozelliklerinde meydana gelen
azalmanin, H,0, ve MDA igeriklerinin (sirastyla % 410 ve % 577) asir1 birikiminden
kaynaklandigini raporlamistir. Arastirmacilar yiiksek Cr birikiminin fenotipik ve
fizyolojik parametrelerle negatif olarak iliskili oldugunu bulmustur. Cr toksisitesinin,
oksidatif strese yol agarak fotosentetik hizi, klorofil ve stomatal 6zellikleri olumsuz
etkiledigini raporlamistir. Kloroplastik ultra yapmin zarar gordiigii ve daha yiiksek
Cr seviyelerinde daha belirgin hasar ve boyut azalmasi gozlemlendigi bildirilmistir.
Ayrica tath patates yapraklarinda artan Cr konsantrasyonunun osmolitlerin ve SOD
aktivitesinin artisi ile pozitif korele oldugu bulmustur. Sonugta, osmolitler ve SOD
aktivitesinde meydana gelen artisin, bitkileri yliksek Cr stresine karsi korumada

yeterli olmadigi bildirilmistir.

2.3. Bitkilerde agir metal stresi toleransimin arttirilmasinda bitki gelisim

diizenleyicilerinin kullanimi
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Sentetik ve dogal bitki biiyiime diizenleyicileri hem stresli hem de optimum
biliylime kosullarinda bitki biiylimesinde yer alan metabolik olaylar1 kontrol eden
kiiciik kimyasal habercilerdir (Zahid ve ark., 2023; Hossain ve ark., 2022). Bu
bilesikler bir¢cok fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonu kontrol ederek bitki stres
toleransini artirma yetenekleri nedeniyle tarimsal arastirmalarda yaygin bir sekilde
kullanilmistir (Chen ve ark., 2024; Hilal ve ark., 2023; Mu ve ark., 2023; Hossain ve
ark., 2022). Bir¢ok c¢alisma, farkli biyostimiilanlarin, birbirlerinin {iretimini modiile
etmek ve asag1 yondeki sinyal yollarimi etkilemek gibi gesitli sekillerde etkilesime
girebilecegini gostermistir (Rogatgi ve ark., 2023; Singh ve ark., 2023b). Farkli
biyostimiilanlar arasindaki etkilesimin, bitki fizyolojisini etkilemek i¢in sinerjistik
olarak birlikte calistigi ve potansiyel olarak stres direncinin artmasina yol actifi
bilinmektedir (Ghasemifar ve ark., 2023; Benito ve ark., 2022; Kaur ve ark., 2022b;
Khan ve ark., 2022a).

2.3.1. Agir metal stresi toleransinin arttirilmasinda nitrik oksit kullanimi
Ahmad ve ark. (2021), civa (Hg) toksisitesi kosullarinda NO uygulamasinin
soya fasulyesi cesitlerinde (Pusa-24, Pusa-37 ve Pusa-40) bitki biiylimesi ve
metabolizmasi tizerindeki etkisini incelemistir. Arastirmada, Hg stresinin tiim soya
fasulyesi ¢esitlerinde biiylimeyi, biyokiitle verimini ve gaz degisimi Ozelliklerini
azaltti§i, ancak NO uygulamasinin bu parametreleri iyilestirerek Hg toksisitesini
hafiflettigi raporlanmistir. Hg stresi altinda MDA ve H,0, diizeylerinin
ylkselmesiyle birlikte ES’nin arttig1, ancak NO’nun disaridan uygulanmasiyla tiim
cesitlerde bu parametrelerin azaldigi bildirilmistir. NO uygulamasinin, Hg stresi
nedeniyle bozulan antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve AsA-GSH dongiisiinii
tyilestirdigi bildirilmistir. Arastirmacilar, NO uygulamasi sonrasi siirgiin ve koklerde
Hg birikiminin azaldigimi ve NO birikiminin arttigin1 gézlemlemistir. Sonug¢ olarak
NO’nun eksojen uygulamasinin, Hg'den etkilenen topraklarin ekonomik olarak

kullanilmasi i¢in siirdiiriilebilir bir yaklagim olabilicegi bildirilmistir.

Emamverdian ve ark. (2021), Pb ve Cd toksisitesi altinda yetisen bir bambu
tirlinde (Arundinaria pygmaea) NO (200 uM) uygulamasmin, agir metal
toksisitesinin  hafifletilmesindeki  roliinii  degerlendirmek igin bir deney
gerceklestirmistir.  Arastirmacilar, NO sentaz inhibitéri (L-NAME) ve NO
temizleyici olarak Hb'nin ugyulamasinin oksidatif stresi onemli 6l¢iide arttirdigini ve
hiicre zarina zarar verdigini bildirmistir. Buna karsin, agir metal (Pb ve Cd)
toksisitesi altinda NO uygulamasinin antioksidan aktiviteyi, protein igerigini,
fotosentetik Ozellikleri, bitki biyokiitlesini ve bitki biiylimesini arttirdigimi

raporlamistir. Genel olarak, NO'nun, antioksidan aktiviteleri arttirmak, koklerden
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stirgiinlere metal translokasyonunu sinirlamak, bitki boliimlerinde (kok, siirgiin ve
govde) metal birikimini azaltmak gibi bazi1 temel mekanizmalarla metal toksisitesine

kars1 bitkinin toleransini artirabilecegi sonucuna varildigi bildirilmistir.

Khan ve ark. (2021), domateste Cr tarafindan baskilanan tohum ¢imlenmesi
ve bitki bliylimesi olaylarinda NO’nun iyilestirici roliinii arastirmigsmak iizere bir
deney gergeklestirmistir. Cr stresinin, tohum c¢imlenme Ozelliklerini, a-amilaz ve
proteaz gibi hidrolize edici enzimlerin aktivitesini 6nemli Olgiide bozdugu
bildirilmistir. Ancak NO uygulamasinin, tohum ¢imlenme parametrelerini, a-amilaz
ve proteaz enzimlerini énemli diizeyde iyilestirdigi gozlemlenmistir. Ayrica NO
uygulamasinin bitkilerin azot, NO ve prolin igerigini arttirdigi, prolin ve azot
asimilasyonunda yer alan enzimlerin aktivitesini diizenlendigi bildirilmistir.
Aragtirmacilar, Cr toksisite kosullar1 altinda NO’nun, metal ligasyon bilesiklerinin
(protein olmayan tiyoller ve toplam tiyoller), Asa ve GSH nin igerigini iyilestirdigini
bulmustur. NO uygulamasinin ayrica Cr toksisitesi kosullarinda enzimatik olmayan
antioksidanlar1 ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal temizleme aktivitesini

arttiraraktohum ¢imlenmesini ve fidelerin toleransini arttirdigini bildirmistir.

Imran ve ark. (2022), soya bitkilerinde agir metal (Pb ve Cd) stresinin
azaltilmasinda NO’nun birlikte diizenleyici rollinii aragtirmistir. Arastirmacilar,
NO'nun uygulanmasinin oksidatif stresi azaltarak bitki biyokiitlesini 6nemli Ol¢iide
artirdigint  gézlemlemistir. NO uygulamasiin NCED3'i asagi regiile ederek,
katabolik genleri (CYP707A1 ve CYP707A2) yukari regiile ederek, endojen absisik
asit ve jasmonik asit seviyelerini 6nemli 6l¢iide azaltarak metal toksisitesini en aza
indirdigi raporlanmistir. Arastirmacilar NO'nun agir metal stresini hafifletmesinin,
artan gmNR ve gmGSNOR ifadesi nedeniyle endo-melatonin ve endo-S-nitrozotiol
seviyelerinde meydana gelen artistan kaynaklandigmi  bildirmistir.  NO
uygulanmasinin, organik asitlerin rizosfer icine salgilanmasini artirarak Ca>” ve K
alimini arttirdigini, toprak Cd ve Pb mobilizasyonunu ise azalttigini raporlanmustir.
Sonu¢ olarak, NO’nun, antioksidan ve molekiiler transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu diizenleyerek Cd ve Pb toksisitesini hafifletmek i¢in stres direnci

mekanizmasini diizenledigini bildirilmistir.

Ma ve ark. (2022), siddetli Cr stresine maruz kalan ispanak (Spinacia
oleracea L.) bitkilerine, NO (250 uM) ve hidrojen stlfit’in (H,S, 1 mM) tek basina
veya kombinasyon halinde uygulamasinin biiyiime, fotosentetik pigmentler, gaz
degisim karakteristikleri, oksidatif stres belirtecleri, antioksidan mekanizmalari, iyon

alimi, organik asit salgilanmasi ve Cr alimi iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
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bir deney gerceklestirmistir. Arastirmacilar Cr'nin eklenmesinin bitki biliyiimesini,
biyomas verimini, mineral alimini ve gaz degisim 6zelliklerini azalttigini bildirmistir.
Ayrica Cr toksisitesinin oksidatif stres gostergesi olan MDA, H,0, igeriginin ve ES
seviyelerinin artmasma neden oldugunu gozlemlenmistir. Sonuglarda, ¢esitli
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin ve fenolik, flavonoid, askorbik asit ve
antosiyanin gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin igeriginin topraktaki Cr
konsantrasyonunun artmasiyla arttigi bildirilmistir. Buna karsin NO ve H,S
uygulamasinin bitki biiylimesini ve biyomas verimini arttirdigi, fotosentetik
parametreleri iyilestirdigi, antioksidan enzimler ve mineral alimini arttirdigi, S.
oleracea koklerinde organik asit salgisini ve oksidatif stres belirteclerini azaltarak Cr
toksisitesini azalttig1 bildirilmistir. Sonu¢ olarak NO ve H,S’in Cr toksisitesinin

olumsuz etkilerinin azaltilmasinda sinerjistik bir etki gosterdigi raporlanmistir.

Nabaei ve Amooaghaie (2020), farkli Cd seviyelerinde (0, 50, 100 ve 200 mg
Cd kg ' toprak) yetistirilen Catharanthus roseus bitkilerine NO uygulamasinin Cd
toleransi ve birikimi iizerindeki etkileri degerlendirmistir. Arastirmacilar, 50 mg kg’
Cd'nin kok ve siirgiinlerin taze ve kuru agirlig ile klorofil a ve b igerigi lizerinde
onemli bir etkisinin olmadigini1 ancak daha yiiksek Cd seviyelerinin (100 ve 200 mg
kg ") bu ozellikleri énemli dlciide azaltigini ve yaprak ES seviyesinde artisa ve
besin dengesi bozukluguna neden oldugunu goéstermistir. Ayrica KAT ve POD
aktivitelerinin diisik Cd konsantrasyonlarinda (50 ve 100 mg kg ') arttigini, ancak
200 mg kg' Cd altinda azaldigmi bildirmistir. NO uygulamasimin, siirgiin
biyomasini, klorofil icerigini, POD ve KAT aktivitelerini arttirdigini, elektrolit
sizintisini azalttigin1 ve yapraklardaki esansiyel katyonlarin dengesini iyilestirdigini
raporlamistir. Arastirmacilar NO uygulamalarinin hem koklerde hem de siirgiinlerde
Cd birikimini arttirdifimm ve Cd'nin  kokten siirgiine tasmmasini  arttigini
gozlemlemistir. NO'nun, antioksidan enzim aktivitelerini artirarak ve mineral
dengesini diizenleyerek Cd toleransini arttirdig bildirilmistir. Ayrica, bitkilerin Cd

fitoremediasyon verimliligini artirarak, biyomasi arttirdigi rapor edilmistir.

2.3.2. Agir metal stresi toleransinin arttirilmasinda diiire kullanimi

Talukdar ve ark. (2016), mercimek genotiplerinde As stresinin azaltilmasinda
dilire uygulamasmin iyilestirici rolliinii arastirmistir. Arastirmacilar As’nin bitki
siirgiin ve koklerinde birikerek bitki kuru agirhigini 6nemli diizeyde azalttigini
bildirmistir. Ancak, dilire uygulamasmin As'nin bitki koklerden ve siirgiine
tasiniminin  engelledigi raporlanmistir. Diiirenin, mercimek bitkilerinin hem
yapraklarinda hem de koklerinde glikoksilaz sistemini (Gly I ve II), Asa-GSH

redoksunu ve antioksidan savunma enzimlerini koordineli olarak diizenledigi
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bildirilmistir. Arastirmacilar ditirenin, Gly sisteminin yiikseltilmesinin toksik
metilglikozal birikimini 6nledigini, AsA-GSH dongii enzimleri ve KAT enziminin
uyarmasiyla H,O,'yi etkili bir sekilde temizleyerek oksidatif hasarin baslangicini
onledgini gozlemlemistir. Sonu¢ olarak disardan verilen diiirenin mercimek
genotiplerinde As’nin neden oldugu oksidatif hasara karsi1 Gly ve antioksidan

savunmay1 diizenledigini bildirmistir.

Kaya ve ark. (2020), ¢ilek bitkilerinde diiirenin Cd toleransinin arttirilmasinda
etkisini incelemek amaciyla bir deney gergeklestirmistir. Bu arastirmada Cd
stresinin, bitki kuru agirligini, toplam klorofil miktarini, Fv/Fm degerlerini, yaprak
potasyum (K) ve kalsiyum (Ca®") miktarini ve yaprak su potansiyelini onemli
Olclide azalttigi, ancak prolin, AsA, GSH, MDA, H,0,, ES ve yaprak Cd'si ile
endojen H,S ve NO igeriginin énemli diizeyde arttigi rapolanmistir. Buna karsin
dilire uygulamasinin Cd stresine bagli oksidatif stresi azalttigi, endojen H,S ve NO
igerigini daha da arttirdig1 bildirilmistir. Arastirmacilar, dilirenin iyilestirdigi Cd stres
toleransinin, H,S uygulamasiyla daha da arttigimi bulmustur. Diiire ile bir H,S
inhibitérii olan hipotaurinin uygulanmasinin, yaprak H,S ve NO seviyelerini
diisiirerek ditirenin Cd stres toleransini kismen tersine c¢evirdigi raporlanmustir.
Aragtirmacilar bu sonuclarin bu bilesiklerin stres toleransinin saglanmasinda

sinerjistik bir etki gosterdiginin bir kanit1 oldugunu diisiinmektedir.

Yadav ve Srivastava (2021), As stresine toleransli (Pooja) ve orta derecede
duyarli (CO-50) iki farkli piring genotipinde dilire uygulamasimnin As toksisitesine
kars1 iyilestirici etkisini arastirmigtir. As stresi kosullarinda her iki c¢esittede
bliylimenin, fotosentetik pigmentlerin ve protein igeriginin azaldigi bildirilmistir.
Ayrica, antioksidan enzimlerin aktivitesinin ve toplam S miktarinin arttigi, kok
anatomik yapisinin bozuldugu raporlanmistir. Arastirmacilar, diiirenin iki As stresi
kosullarinda bitkinin biliylimesini arttirdigin1 gbézlemlemistir. As stresli bitkilerde
dilirenin, fotosentez ve antioksidan aktiviteyi iyilestirdigi, her iki c¢esitte As
konsantrasyonlarinda onemli bir azalmaya yol agtig1r raporlanmistir. Sonug olarak,
dilire uygulamasinin piringte As toksisitesini ve birikimini azaltmak igin

stirdiiriilebilir ve uygun bir yol olabilecegi bildirilmistir.

Kaya ve ark. (2022a) gerceklestirdikleri c¢alismada, Pb stresinin bugday
bitkilerinin biiylimesini, klorofil i¢erigini ve fotosistem sistem II (PSII) verimliligini
onemli Olgiide azalttigin1 bulmustur. Pb stresinin ayrica yapraklarda ve koklerde Pb
birikimini, yaprak prolin igerigini ve oksidatif stresle ilgili ozellikleri artirdigi

raporlanmistir. Pb stresi kosullarinda ditire uygulamasinin, GSH, AsA, APOD, KAT,
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SOD, GST, DHAR ve GR enzimlerini diizenleyerek stresin etkilerini hafiflettigini
raporlamigtir. Ayrica diiire uygulamasinin, nitrat rediiktaz, nitrit rediiktaz, glutamat
sentaz ve glutamin sentetazin aktivitelerini uyararak azot metabolizmasini

diizenledigini bildirmistir.

Shukla ve ark. (2023), As ile kirlenmis bir tarlada yetistirilen bugday
bitkilerine yapraktan diiire uygulamasmin bitkilerinin c¢esitli boliimlerinde As
birikimi, biliylime ve verim tizerindeki etkilerini arastirmistir. Eksojen diiire
uygulamasinin, bugdayin As birikiminde O6nemli bir azalmaya yol acgtig1
bildirilmistir. Diilire uygulamasiyla As birikiminde meydana gelen azalmanin, tehlike
katsayisim1 (HQ) ve artan omiir boyu kanser riskini (ILCR) giivenli seviyelere
indirdigi raporlanmistir. Dilire uygulamasinin ortalama tahil verimini %30 oraninda
artirdig1 bildirililmistir. Arastirmacilar, diiirenin antioksan enzimleri diizenleyerek
MDA konsantrasyonlar1 énemli diizeyde azalttigin1 bulmustur. Sonug olarak, diiire
uygulamasinin bugday tanelerindeki As birikimini azalttigi ve As stresini

tyilestirerek mahsul verimini artirdig1 bildirilmistir.

Upadhyay ve ark. (2022), diiire uygulamasinin iki farkl piring ¢esidinde As
stresinin  hafifletilmesindeki rollinii arastirmak amaciyla bir arazi ¢alismasi
gerceklestirmistir. Dilire uygulamasimmin  As birikimini  azalttigini, verimi ve
fotosentetik pigment igerigini arttirdigigini, Si asimilasyonu ve antioksidan
enzimlerin aktivitelerini diizenledigini bildirmistir. Dilire muamelesi sonras1 As ile
ilgili tasiyic1 genlerin ifadesinin her iki ¢esit i¢inde degistigini ve bu durumun As
birikiminin azalmasindan sorumlu olabilecegi raporlanmistir. Arastirmacilar, diiire
uygulamasinin As ile kirlenmis tarla kosullarinda piring bitkilerinde As toksisini

tyilestirmek i¢in etkili ve stirdiiriilebilir bir tarimsal uygulama oldugunu bildirmistir.

2.3.3. Agir metal stresi toleransinin arttirilmasinda hidrojen siilfit kullanim
Rizwan ve ark. (2019), piring bitkilerinin Ni stresi altinda biiyiime
performansinin iyilestirilmesinde H,S’in rollerini arastirmak amaciyla hidroponik
ortamda bir deney ger¢eklestirmistir. Arastirmacilar, H,S uygulamasinin, Ni stresi
nedeniyle olumsuz etkilenen bitki biiylimesi, biyokiitle verimi, fotosentez oranlari,
stomal iletkenlik, transpirasyon orani, i¢ CO, konsantrasyonu ve fotosentetik
pigment icerigi gibi fotosentez Ozellikleri ©nemli diizeyde iyilestirdigini
gozlemlemistir. Ayrica, H,S uygulamasi sonrasi bitkilerin Ni aliminin ve birkiminin
azaldig1 bildirilmistir. Arastirmada, Ni stresinin yapraklarin NO; igerigini ve
asimilasyonunda yer alan enzimleri azalttigi, NH," iceriginde ise artisa yol actigi

bildirilmistir. H,S uygulamasinin azot metabolizmasi ile iliskili genlerin transkript
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seviyelerini  diizenleyerek Ni stresinin olumsuz etkilerini tersine ¢evirdigi
raporlanmistir. Sonug¢ olarak, Ni stresi altindaki piring bitkilerinde kloroplast
biyogenezini ve azot metabolizmasini kontrol etmede H,S’in 6nemli rolii ortaya

konmustur.

Kharbech ve ark. (2020), misir fidelerinin Cr stresi karsisinda direncini
arttrimada NO ve H,S arasindaki potansiyel etkilesimi analiz etmeyi amaglamstir.
Aragtirmacilar Cr’un, siliperoksit ve hidroksil radikallerinin seviyelerini arttirdigini,
hiicresel membran hasarina neden oldugunu ve metilglikoksal seviyelerini artirdigini
bulmustur. NO veya H,S uygulamasinin, endojen NO ve H,S seviyelerini énemli
Olclide artirdigini, lipid peroksidasyonunu azalttigi ve bazi antioksidan enzim
aktivitelerini artirdigin1  bildirmistir.  Arastirmacilar, H,S'in Cr toksisitesini
hafifletmesinin H+-ATPaz ve glioksalaz yollarinin diizenlemesi, ROT ve MG
baskilanmasinin downstream etkileri olarak GSH seviyelerinin korunmasindan

kaynaklandigini raporlamistir.

Li ve ark. (2021), Brassica rapa bitkilerinde H,S tarafindan Cd stresinin
hafifletilmesindeki fizyolojik ve biyokimyasal stratejileri incelemek iizere bir deney
gerceklestirmistir. Arastirmada, Cd stresi kosullarinda yaprak bagil su igeridi,
fotosentetik pigmentler, toplam ¢6ziiniir proteinler, mineral alimi, antioksidan
enzimler ve biiyimede azalma meydana geldigi bildirilmistir. Ayrica, artan Cd
igeriginin, EL ve MG seviyelerinde artisa neden oldugu raporlanmistir. Tohumlarin
H,S ile muamele edilmesinin Cd stresli bitkilerde daha iyi fenotip, biiylime ve
biyokiitle {iretimine yol ag¢tigi bildirilmistir. Arastirmacilar H,S uygulamasi ile
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin artmasi sonucu ROT, ES, MDA ve MG
seviyelerinin azaldigini bulmustur. Ayrica H,S muamelesi ile indol asetik asit, sistein
ve toplam fenolik igeriginde artis meydana geldigi ve Cd birikiminin azaldigi
bildirilmistir. Sonug¢ olarak H,S'in, biliylime parametrelerini ve antioksidan sistemi
diizenleyerek B. rapa'da stres toleransini iyilestirdigi ve Cd stresini azalttigi

bildirilmistir.

Valivand ve Amooaghaie (2021), Ni stres kosullarinda kabak bitkilerinde
yapraktan H,S dondrii olan NaHS uygulamasinin biiyiime, besin elementi icerigi ve
azot metabolizmasi lizerindeki etkilerini arastirmay1 amaglamistir. Arastirmacilar Ni
stresinin kok ve siirgiinlerin taze ve kuru agirliklarii, yaprak alanini, yaprak su
igerigini ve fotosentetik pigment i¢erigini azalttigini bildirmistir. Ayrica, Ni stresinin,
kabak bitkisinin yapraklarinda ES seviylerini arttirdigini, KAT ve NR aktivitelerini

azalttigint goézlemlrmistir. Ni stresi kosullarinda H,S uygulamasmin biiyiime
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parametrelerini ve klorofil pigment igerigini arttirdigini bildirmistir. Eksojen H2S
takviyesinin koklerde ve siirgiinlerde Ni birikimini, Ni tasima faktorii degerlerini ve
ES seviyelerini azalttigi, ancak yapraklardaki KAT aktivitesini arttirdigi
bildirilmistir. Ayrica, H,S uygulamasinin, Ni stresi altindaki kabak bitkilerinin
koklerinde ve siirgiinlerinde makro ve mikrobesin elementlerinin (N, P, K, Ca, Mg,
Fe ve Cu) seviyelerini, toplam protein igerigini ve yapraklardaki NR aktivitesini

arttirdig1 bildirilmistir.

Javad ve ark. (2022) H,S uygulamasinin ¢emen otu fidelerinde Cd
toksisitesinin etkilerinin azaltilmasinda potansiyelini belirmek {izere bir arastirma
gerceklestirmistir. Cd stresinin ¢emen otu fidelerinin biiylimesini, yapragin bagil su
igerigini, hiicreler aras1 CO, konsantrasyonunu, net fotosentezi, stoma iletkenligini
ve transprasyonu azalttigi bildirilmistir. H,S uygulamasmin, Cd ile kirlenmis
toprakta APOD, KAT ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak
fidelerin morfolojik o6zelliklerini 6nemli Olgiide iyilestirdigi raporlanmustir.
Aragtirmada, H,S uygulamasinin ayrica fenolik ve flavonoid igerigini de diizenledigi
gozlemlenmistir. H,S uygulamasinin ayni zamanda Cd stresi kosullarinda yetistirilen
fidelerde H,0, iiretimini ve ES degerlerini énemli 6lciide azalttigi bildirilmistir.
Aragtirmacilar, H,S uygulamasi sonrasi Cd stresine maruz kalan c¢emen otu
fidelerinin biiyiime ve fizyolojik performansindaki iyilesmenin, spermidin ve

putresin biyosentezinde meydana gelen artistan kaynaklandigini diistinmektedir.

Singh ve ark. (2023), H,S uygulamasin Cr stresine maruz kalan mas
fasulyesinin biiylimesi ve biyokimyasal Ozellikleri iizerindeki etkilerini incelemek
amaciyla bir deney gerceklestirmistir. Cr stresi kaynakli reaktif oksijen tiirlerinin
birikmesinin hiicre oliimiine neden oldugu ve kok anatomisini ve biiylimesini
etkiledigi bildirilmistir. Eksojen H,S uygulamasinin antioksidan aktivitelerini
tyilestirdigi, Cr birikimini ve translokasyonunu azaltarak hiicre 6liimiinii azalttig1 ve
sonugta bitki biiyiimesini arttirdig1 bildirilmistir. H,S uygulamasiin fotosentez, iyon
alimi, glutatyon ve prolin seviyelerini arttirdigi ve oksidatif stresi azalttigi
raporlanmistir. H,S’in, bitkilerin toprak {istii kisimlarma Cr translokasyonunu
azalttigini, bdylece askorbat-glutatyon dongiisiinii diizenleyerek ve antioksidan
mekanizmay1 aktive ederek bitkileri oksidatif stresten kurtardigi bildirilmistir. Genel
olarak H,S uygulamasmin, Cr stresli mas fasulyesi bitkilerinin besin igerigini ve

iyonik homeostazisini iyilestirtirdigi raporlanmustir.

2.3.4. Agir metal stresi toleransinin arttirilmasinda tiamin kullanim
Kaya ve Aslan (2019), Cd stresi altindaki ¢ilek bitkilerinin yapraklarina TA
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puskiirtiilmesinin bitki toleransina etkisini degerlendirmistir. Aragtirmacilar Cd stresi
kosullarinda, bitki kuru agirligi, toplam klorofil, Fv/Fm, yaprak potasyumu ve
kalsiyumu ile yaprak su potansiyelinin énemli dl¢iide azaldigin1 géstermistir. Ayrica
Cd stresi altinda prolin, AsA, GSH, MDA, H,0,, ES ve vyaprak Cd
konsantrasyonlarinin 6nemli diizeyde arttigi bildirilmistir. Ancak Cd stresi
kosullarinda TA uygulamasinin bitki kuru madde miktarii, klorofil igerigini,
Fv/Fm degerini, yaprak potasyum ve kalsiyumunu onemli diizeyde arttirdigini
bildirmistir. Ayrica TA’nin bitki yapraklarinda Cd birikimini azalttig1 ve antioksidan
enzimleri yiikselterek oksidatif stresi hafiflettigi raporlanmistir. Sonu¢ olarak TA
uygulamasinin antioksidan enzimleri, endojen H,S ve NO igerigini arttirarak Cd

stresini hafiflettigini bildirmistir.

Sanjari ve ark. (2019), Cd toksisitesi altinda yetisen kanola bitkilerinde tiamin
(TA) uygulamasimmin bazi fizyolojik ve biyokimyasal parametreler tizerindeki
etkilerini arastirmigtir. Arastirmacilar, TA uygulamasmnin Cd stres kosullarinda
stirgiin uzunlugu, siirgiin kuru agirhg ve toplam klorofil igerigi gibi biiylime ve
biyokimyasal parametreleri énemli Olgiide artirdigini bildirmistir. Ayni1 zamanda,
MDA, H,0, ve yapraklardaki Cd birikimini azalttigin1 bildirmistir. TA
uygulamasinin enzimatik olmayan antioksidanlarin igerigini ve KAT, POD ve APOD
enzimlerinin aktivitelerini arttirdigini raporlamistir. Arastirmacilar, TA’nin DPPH
radikal temizleme potansiyelini artirmasiyla birlikte Phenylalanine ammonia-lyase
(PAL) aktivitesinin artmasinin, kanola bitkilerinde Cd stresi nedeniyle meydana
gelen oksidatif stresin azaldigin1 bulmustur. Genel olarak TA uygulamasi Cd stresi
kosullarinda meydana gelen oksidatif stresi hafifleterek bitki biiylimesini arttirdigi
bildirilmistir. Ayrica TA’nin etkinliginin 24-epibrassinolide birlikte uygulandiginda
daha da arttig1 bildirilmistir.

Atif ve ark. (2022), gergeklestirdigi deneyde farkli As stres seviyeleri (0, 50
ve 100 mg kg' NaAsO,) altinda yetisen musir bitkilerine TA uygulamasinin
tyilestirici rollerini arastirmistir. Arastirmacilar, As stresinin besin alimi, toplam
fenoller, toplam ¢6ziiniir proteinler lizerinde olumsuz etki yaparak misir biiylimesini
azalttigin1 bulmustur. Ayrica As stresi kosullarinda antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde (KAT, SOD, POD ve APOD), oksidatif stres parametrelerinde (H,O,
ve MDA), prolin, toplam ¢Oziiniir sekerler, serbest amino asitler ve askorbik asit
seviyelerinde onemli artislarin  gerceklestigini gozlemlemistir. Ancak As stresi
kosullarinda TA uygulamasi ile bitki biiyiime oOzelliklerinde oOnemli bir artis
gerceklestigi bildirilmistir. Ayrica, TA uygulamasmin klorofil, bitki su durumu,

enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktivitelerini olumlu yonde etkiledigi
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raporlanmistir. Genel olarak TA’nin As stresi altinda bitki bliylimesi ve biyokiitle
verimini arttirdigi, ancak indol asetik asit ile kombinasyon halinde uygulandiginda

daha da etkili oldugu bildirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme
Bolimi seralarinda gerceklestirildi. Aragtirma bitkisi olarak Tiirkiye Tohumculuk
A.S.'ve bagl Yiiksel Tohumculuk Tarim Sanayi ve Ticaret Ltd. Sti.'den temin edilen
Kirag F1 ¢esidi kullanilmistir.

3.2. Yontem

Cimlenme Oncesi, tohumlar sterilize edilmesi i¢in %1 sodyum hipoklorit
(NaOCl) soliisyonu ile muamele edildi ve daha sonra distile su ile ii¢ kez yikandi.
Sterilizasyondan sonra tohumlar torf-perlit karigiminda ¢imlendirildi. Bir haftalik
c¢imlenmeden sonra fideler, saks1 basina 2 bitki olacak sekilde perlit iceren plastik
saksilara nakledildi ve sulandi. Deneme boyunca bitkiler Hoagland besin soliisyonu
(Hoagland ve Arnon, 1950) ile sulandi. Biber fidelerinin saksilara aktarilmasindan 5
giin sonra farkli kimyasallar yapraklardan piiskiirtiilerek uygulandi. Spreyleme islemi
6 giin boyunca toplamda 3 kez tekrarlandi. Ardindan bitkiler, 14 giin boyunca besin
solisyonuna Nikel (N1) veya Krom (Cr) eklenerek sulandi.

Ni stresi kosullarinda yetisen biber fidelerine nitrik oksit (NO) ve diiire
uygulamasinin bitki toleransina etkisi arastirildi. Arastirmada NO ve ditlire uygulama
dozunun belirlenmesinde daha 6nce yapilan calismalarda en etkili bulunan NO dozu
arastirildi. Kazemi (2012) Ni stresi, Rizwan ve ark. (2018) Ni stresi, Soliman ve ark.
(2019) Ni stresi, Kaya ve ark. (2019b) Cd ve Pb stresi kosullarinda 0,1 mM
diizeyinde NO uygulamasinin bitki toleransimi etkili bir sekilde arttirdigini
raporlamistir. Kaya ve ark. (2019a) bor toksisitesi, Kaya ve ark. (2022a) Pb stresi ve
Shukla ve ark. (2023) As stresi kosullarinda 400 mg L™ ditire piiskiirtiilmesinin bitki
toleransini gelistirdigini bildirmistir. Bu baglamda, Ni stresi ¢alismasi i¢in, %0.01
Tween-20 i¢inde sodyum nitroprussid kaynagindan hazirlanan 0,1 mM NO ve 400
mg L' diiire ¢ozeltisi tek basina veya karisim halinde yapraklardan puskiirtiilerek
uygulandi. Kontrol bitkilerine sadece %0.01 Tween-20 igeren su puskiirtiildii.
Piiskiirtme isleminin ardindan bitkiler 100 pM nikel kloriir (NiCl,) iceren besin
solusyonu ile sulanarak Ni stresine maruz birakildi. Kontroller ise sadece besin

soliisyonu ile beslendi. Deneme planlarini gdsteren tablo Cizelge 3.1.”de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ni stresi uygulamalar1

No Uygulamalar Ni NO Ditire
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1 Kontrol - - -
2 Nitrik Oksit (NO) - 0,1 mM -
3 Diiire - - 400 mg L™
4 NO + Diiire - 0,1 mM 400 mg L™
5 Nikel (Ni) 100 M~ - -
6 Ni + NO 100 M 0,1 mM -
7 Ni + Ditire 100 uyM - 400 mg L™
8 Ni + NO + Diiire 100uM 0,1 mM 400 mg L™

Cr stresi kosullarinda yetisen biber fidelerine tiamin (TA) ve hidrojen siilfit
(H,S) uygulamasmin bitki toleransina etkisi arastirildi. TA ve H,S uygulama
dozunun belirlenmesinde daha 6nce yapilan ¢calismalarda kullanilan dozlar arastirildi.
Kaya ve ark. (2019a) bor toksisitesi, Kaya ve Aslan (2020) Cd stresi, Bashir ve ark.
(2023) kuraklk stresi kosullarinda 50 mg L' TA uygulamaisnin bitki tolernasini
arttirdigini bildirmistir. Liu ve ark. (2016) Zn toksisitesi, Rizwan ve ark. (2019) Ni
stresi, Ahmad ve ark. (2020) Cr stresi, Javad ve ark. (2022) Cd stresi, Kaya ve ark.
(2023) Cr stresi kosullarinda 0,2 mM H,S uygulamasmin bitki yanitlarii ve
toleransini gelistirdigini  bildirmistir. Sonugta Cr stresi ¢alismasi icin, %0,01
Tween-20 icinde hazirlanan 50 mg L' TA ve 0,2 mM H,S ¢ozeltisi tek basina veya
karisim halinde yapraklardan piiskiirtiildii. Kontrol bitkilerine sadece 9%0.01
Tween-20 iceren su piiskiirtiildii. Piiskiirtme isleminin ardindan bitkiler 100 pM
potasyum dikromat (K,Cr,0,) iceren besin soliisyonu ile sulanarak Cr stresine maruz
birakildi. Kontroller ise sadece besin soliisyonu ile beslendi. Deneme planlarini

gosteren tablo Cizelge 3.2.°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Cr stresi uygulamalari

No Uygulamalar Cr TA H,S

1 Kontrol - - -

2 Tiamin (TA) - 50 mg L' -

3 Hidrojen Siilfit (H,S) - - 0,2 mM
4 TA +H,S - 50mgL'  02mM
5 Krom (Cr) 100 uM - -
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6 Cr+TA 100uM  50mgL’ -
7 Cr+H,S 100uM - 0,2 mM
8 Cr+TA + H,S 100pM  50mgL'  02mM

3.2.1. Bitki Yas ve Kuru Agirhklan

Bitki yas ve kuru agirliklarinin belirlenmesine yonelik o6lciimler, stres
kosullariin ve bitki biiyiime diizenleyicilerinin bitki fizyolojisi tizerindeki etkilerini
anlamak ve degerlendirmek i¢in temel bir parametre olusturmaktadir. Bu amacla
bitkiler, kok bogazindan kesilerek govde ve koklerin yas agirliklar tartildi. Yas
agirliklar1 alinan 6rnekler bir kurutma firininda 72 saat boyunca 65°C’de bekletildi

ve kuru agirliklar tartildi.

3.2.2. Fotosentez ile iliskili parametrelerin belirlenmesi

Numunelerin klorofil ve karotenoid seviyeleri, Arnon (1949) tarafindan
bildirilen teknik kullanilarak belirlendi. Bunun i¢in yaklasik 0,1 g taze yaprak %80
aseton ile homojenize edildikten sonra oOrnekler 4600 rpm’de santrifiij edildi.
Santriflyj edilen 6rneklerin 663 nm, 645 nm ve 470 nm’deki absorbanlar1 mikroplate
spektrofotometre ile belirlenmistir (Sekil 3.1.). Klorofil a, klorofil b ve karotenoid

iceriklerine ait sonuclar mg g taze agirhk (TA) olarak ifade edilmistir.

Maksimum kuantum verimini (Fv/Fm) belirlemek icin tasiabilir fotosentez
verim analizori (Walz, Almanya) kullanildi. Bitkiler 30 dakika karanlikta
bekletildikten sonra dl¢iimler alind1 ve Fv/Fm degerleri Maxwell ve Johnson (2000)
yontemine gore hesaplandi.

L5

Sekil 3.1. Klorofil 6l¢iimii
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3.2.3. Yaprak bagil su icerigi tayini

Bagil su igeriginin (BSI) belirlenmesinde Barrs ve Weatherley (1962)
tarafindan bildirilen prosediir uygulandi. ik agirlig1 not edilen taze yapraklar, turgor
haline gelmeleri i¢in alt1 saat boyunca petri kaplarinda deiyonize su i¢inde bekletildi
ve turgor agirliklari (TA) alindi. Ardindan yapraklar 70°C° de 72 saat etiivde
kurutuldu ve kuru agirliklart (KA) not edildi. Yaprak orneklerinin bagil su icerigi
[(YA-KA)/(TA -KA)] x100 formiilii ile % olarak hesaplandi.

3.2.4. Prolin icerigi tayini

Prolin seviyelerinin belirlenmesi i¢in taze bitki yapraklart %3’liik
sulfosalisilik asit igerisinde homojenize edildi ve homojenat filtre kagidi ile siiziildii.
Bir kisim siipernatant (2 mL) yeni bir test tiipiine aktarildi. Uzerine aym miktarda
asit-ninhidrin karisimi (Bates ve ark., 1973) ve glasial asetik asit ilave edildi. Daha
sonra tiipler 100 °C de inkiibe edildi. Bir saat sonunda tiipler buz banyosunda
sogutuldu ve 4 mL toluen eklenerek vortekslendi. iki faz olusana kadar beklendi
(Sekil 3.2.) ve sonunda iist faz UV mikroplate spektrometrede 520 nm dalga boyunda
okundu. Elde edilen veriler L-proline kullanilanarak olusturulan standart grafik
(Sekil 3.3.) ile hesaplandi ve sonular pmol g taze agirlik olarak ifade edildi (Bates
ve ark.,1973).

Sekil 3.2. Prolin testinde iki faz olusumu
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Sekil 3.3. L-prolin ile hazirlanan standart egri

3.2.5. Toplam ¢oziiniir seker icerigi tayini

Yaprak orneklerinin toplam seker igerigini 6lgmek i¢in Dubois ve ark. (1956)
tarafindan bildirilen yontem kullanildi. 100 mg kurutulmus ve toz haline getirilmis
yapraklar tizerine 5000 uL HCI (2,5 N) eklendi ve 120 dk. 80°C ayarli su
banyosunda 1sitildi. Isitma isleminin ardindan 1 mL silipernatant {izerine 5 mL
konsantre siilfiirik asit ve %5 fenol eklenerek karisim g¢alkalandi. Daha sonra 490
nm'de absorbans mikroplate spektrofotometre ile ol¢iildii ve toplam seker, glikoz

standart grafigi kullanilarak hesaplandi.

3.2.6. Toplam fenolik madde konsantrasyonu tayini

Yaprak orneklerinin toplam fenolik igerigini belirlemek icin Shetty ve ark.
(1995) tarafindan bildirilen prosediir kullanildi. Bunun i¢in taze yaprak 6rnegi %]l
HC1 igerisinde hazirlanan %80 metanol igeren test tlipleri, istenen bilesikleri
¢ikarmak igin 95°C'de 30 dakika 1sitild1. Seyreltilmis ekstrakt tizerine 1,5 mL FCR
(%10) ilave edildikten 5 dakika sonra karigimin {izerine 1,2 mL NaCO3 (%20)
eklendi. 15 sn ¢alkalama isleminden sonra 40°C'de 30 dakika karanlikta bekletildi.
Olusan rengin intensitesi mikroplate spektrofotometre ile belirlendi (Sekil 3.4.).
Toplam fenolik igerik, gallik asit kullanilarak hazirlanan standart egri olusturularak
belirlendi (Sekil 3.5.)
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Sekil 3.4. Biber yapraklarinda fenolik madde tayini
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Sekil 3.5. Gallik asit standartindan olusturulan kalibrasyon egrisi

3.2.7. Oksidatif stres ile iliskili parametrelerin ol¢iimii
Sivi azot ile toz haline getirilen taze bitki yapraklart %0,1 TCA ile
homojenize edildi ve 15.000 rpm ve +4°C’de 15 dk siireyle santrifiij edildi.

Lipid peroksidasyonun bir sonucu olarak ortaya c¢ikan ve oksidatif stresin
Oonemli bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) belirlenmesi i¢in bir kisim
homojenat (1000 pL) alinarak yeni bir tiipe aktarilmis ve iizerine 4 mL %20 TCA ile
hazirlanmis %35’lik tiyobarbiturik asit (TBA) ilave edilmistir. Karigim 30 dakika
95°C sicak su banyosunda bekletilmis ve ardindan buz iizerinde sogutulmustur.
Karisimin 532 ve 600 nm’deki absorbanslari mikroplate spektrofotometre ile
belirlenmis ve sonuglar MDA nmol g taze agirlik olarak ifade edilmistir (Weisany
ve ark., 2012).

28



GEREC VE YONTEM Ferhat UGURLAR

Yapraklarin hidrojen peroksit (H,O,) konsantrasyonlarinin belirlenmesinde
Loreto ve Velikova (2001) tarafindan bildirilen prosediir uygulandi. Homojenattan
0,5 mL alinarak, iizerine 0,5 mL 10 mmol L' K-fosfat tampon (pH 7.0) ve 1,5 mL 1
M KI ilave edilerek 390 nm’deki absorbanslar1 kaydedildi. Standart grafik (Sekil

3.6.) ile hesaplanan sonuglar pmol g™ taze agirlik olarak sunuldu.

R2=0.9996

0 0.05 0.1 0.15 0.2
390 nm Absorbans degeri

Sekil 3.6. H202 standartindan olusturulan kalibrasyon egrisi

Elektrolit sizintist (ES) i¢in taze yaprak Ornekleri 5 mm uzunlugunda

kesilerek test tiiplerine aktarildi ve lizerine 10 mL deiyonize su ilave edildi. Tiipler

32°C 2 saat inkiibasyona birakildiktan sonra EC1 6l¢iildii. Bu agsamadan sonra 121°C
20 dk bekletildikten sonra EC2 olciildi (Sekil 3.7.) ve sonuglar EC/EC2*100
formiilii ile hesaplandi (Dionisio-Sese ve Tobita, 1998).

Sekil 3.7. EC metre ile 6l¢iimlerin yapilmasi
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3.2.8. Antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve toplam coziiniir protein tayini

Bir kisim taze bitki yaprag tartilarak sivi azot ile 6giitiilmiistiir. Daha sonra
0,1 mol L K-fosfat tamponu (%1 polyvinylpyrrolidone ve 0,1 mmol L' EDTA
igerir, pH: 7.0) igerisinde homojenize edildi. Ekstrakt 15.000 rpm ve +4°C sicaklikta
15 dk. santrifiij edildi. Sonugta siipernatant antioksidan enzim aktiviteleri ve toplam

¢Oziinilir protein igeriginin belirlenmesinde kullanildi.

Stiper Oksit Diismiitaz (SOD) aktivitesi Beauchamp and Fridovich (1971)
tarafindan bildirilen nitro blue tetrazolium kloridin (NBT) 151k altinda indirgemesi
yontemine gore Ol¢iilmiistiir. SOD aktivitesi, reaksiyon karistminin (0,05 M K-fosfat
(pH 7.8), 0,05 M sodyum karbonat, 13 mM L-methionine, 100 ymM EDTA, 75 uM
NBT, 5 uM riboflavin ve 25 pL siipernatan) 15 dakika boyunca floresan lamba
altinda bekletilmesinden sonra 560 nm’deki absorbanslarinin mikroplate
spektrofotometrede Ol¢limii ile belirlendi. Enzim 06ziitii igermeyen bir tiip kontrol

¢Ozeltisi olarak alindi. Isinlanmayan ve renk gelistirmeyen tam bir karigsim kor olarak

belirlendi.

Katalaz (KAT) enzim aktivitesinin belirlenmesinde Aebi (1984) tarafindan
bildirilen prosediir uygulanmustir. Reaksiyon karisimmim (50 mmol L™ K-fosfat, 10
mmol L™ H202, 4 mmol L™ Na,EDTA ve 10 uL siipernatan) 240 nm’deki absorbans
degisimi 5 dakika boyunca 6l¢iildii. Sonuglar {inite mg-1 protein olarak ifade edilmis
olup, bir KAT enzim {initesi 1 dakika i¢inde 1 mmol H,O,’in parcalanmasini

saglayan enzim miktar1 olarak belirtilmistir (Karakasg, 2013).

Peroksidaz (POD) enzim aktivitesinin belirlenmesinde Cvikorova ve ark.
(1994) tarafindan bildirilen prosediir uygulanmistir. Reaksiyon karigiminin (50 mmol
L' K-fosfat (pH 7.0), 5 mmol L H,0,, 13 mmol L' guaiacol ve 10 uL siipernatant)
470 nm’ deki absorbans degisimi 5 dakika boyunca 0l¢tildii. Bir iinite peroksidaz
aktivitesi dakikada 470 nm’ de absorbans degisiminin, ekstinksiyon katsayis1 ile
carpilip, protein miktarina boliinmesi ile hesaplandi ve sonuglar iinite mg-1 protein

olarak belirtilmistir.

Askorbat peroksidaz (APOD) enzim aktivitesinin belirlenmesinde Nakano ve
Asada (1981) tarafindan bildirilen prosediir uygulanmistir. Reaksiyon karisiminin
(50 mmol L™ K-fosfat, 0,5 mmol L™ H,0,, 500 umol L askorbik asit, I mmol L™
EDTA ve 10 pL siipernatan) 290 nm’deki absorbans degisimi 3 dakika boyunca

Olciildii. Enzim aktivitesi askorbatin ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplandi.
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Toplam ¢oziiniir protein igerigi, Bradford (1976) yontemine gore belirlendi.
Ozetle, 10 pL protein ekstrakt1 iizerine 200 pL Bradford ayraci eklendi (Bradford
(1976) tarifine gore hazirland1). Ornekler oda sicakliginda 15 dk bekletilerek 595 nm
absorbanslar1 mikroplate spektrofotometre ile belirlendi. Sonuglar Bovine Serum
Albumin (BSA) ile hazirlanan bir standart egri (Sekil 3.8.) ile hesaplandi ve mg/taze
agirlik olarak ifade edildi.

1.2 -

R2=10,994

v ..A""

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1,2
595 nm Absorbans Degeri

Sekil 3.8. BSA ile hazirlanan standart egri

3.2.9. Azot metabolizmasi ile iligkili enzim aktivitelerinin tayini

Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesinin belirlenmesi i¢in Jaworski (1971)
tarafindan bildirilen yontem izlendi. Bu amagla taze yaprak diskleri 0,1 M fosfat
tampon (20 mM KNO;™ ve %5 propanol igerir) iceren test tiiplerine aktarildi ve
karanlik ortamda 25°C'de 2 saat inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonunda 0,4 mL
alikot tizerine 0,3 mL %] siilfanilamid ve %0,02 naftilendiamin dihidrokloriir
karisimi eklendi. 20 dakika sonra 0,4 mL deiyonize su ile seyreltilen numunelerin
540 nm’deki absorbanslar1 mikroplate spektrofotometre ile belirlendi. Nitrit
olusumu, bir NaNO, kalibrasyon grafigi (Sekil 3.9.) kullanilarak o6lgiildii ve NR

aktivitesi pmol NO, g™ taze agirhik saat” olarak hesaplandi.
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Sekil 3.9. NaNO?2 ile hazirlanan standart grafigi

Glutamin sentetaz (GS) ve glutamat dehidrojenaz (GDH) aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in, taze yaprak dokusu 1 mmol L™ MgClI2, 1 mmol L™ EDTA, 1 mmol
L ditiotreitol, 10 mmol L™ B-merkaptoetanol, ve 0,5% PVP igeren 0,05 M Tris-HCI
tamponunda (pH 7.6) homojenize edildi. Daha sonra ekstrakt, 20 dakika boyunca
20.000 rpm'de santrifiijlemeye tabi tutuldu. Elde edilen siipernatant soliisyonu GS ve

GDH aktivitelerinin miktarinin belirlenmesi i¢in kullanildi.

GS'nin aktivitesi, Agbaria ve ark. (1998) yontemi izlenerek belirlendi. Bunun
icin 1 mM ADP, 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.2), 20 mM MgCl,, 50 mM
glutamin, 20 mM sodyum arsenat ve 13 mM hidroksilamin kloriir i¢eren karigiminin
izerine enzim ekstraktinin eklenmesiyle reaksiyon baslatildi ve 30 dakika siireyle
30°C'de inkiibe edildi. Enzim ekstrakti ve ADP disindaki tiim reaktiflerle hazirlanan
tiipler kontrol olarak kullanildi. Daha sonra iizerine, 3 mL 200 mM FeCl;, 0,5 M HCI
ve 240 mM TCA karisimi eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Proteinin ¢okertilmesi
icin tiiplerdeki igerik 3.000 g'de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij isleminin ardindan

karigimin 540 nm’deki absorbansi1 mikroplate spektrofotometrede izlendi.

GDH enzim aktivitesi i¢in Groat ve Vance (1981) tarafindan bildirildigi gibi
340 nm'de NADH'nin oksidasyonu gozlemlenerek yapildi. NADH-GDH aktivitesinin
belirlenmesi i¢in 100 mM Tris-HCI tamponu (pH 8.0), 11 mM 2-oksoglutarik asit,
200 uM NADH, 0,1 M NH,CI ve enzim ekstrakti iceren reaksiyon karigimi

olusturuldu. Kor i¢in NH,CI icermeyen tam bir reaksiyon karigimi alindi. Reaksiyon
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NADH eklenerek baglatildi ve NADH'in 340 nm'de oksidasyonu 5 dakika boyunca
takip edildi. Enzim aktivitesi NADH'in 340 nm'deki yok olma katsayis1 (6,3 x 103

L mol/cm) kullanarak hesaplandi.

GOGAT aktivitesi Groat ve Vance'in (1981) protokoliine gore 6l¢iildii. Bunun
i¢in taze yaprak doku 10 mM KCI, 2 mM EDTA, 1 mM fenilmetilstilfonil floriir, 14
mM B-merkaptoetanol ve 3,6 M etilen glikol igeren 50 mM potasyum fosfat
tamponunda (pH 7.5) homojenize edildi. Daha sonra, 6érnek karisimi 20,000 rpm'de
20 dakika siireyle santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan 0.1 M potasyum fosfat
tamponu (pH 7.5), 10 mM glutamin, 150 uM NADH, 5 mM 2-oksoglutarik asit ve
enzim ekstrakti iceren karisim hazirlandi. Reaksiyon NADH eklenerek baslatildi ve
absorbanslar 5 dakika boyunca 340 nm'de izlendi.Enzim aktivitesi NADH'nin 340
nm'deki yok olma katsayis1 (6,3 x 103 L mol/cm) kullanarak hesaplandi.

3.2.10. Toplam serbest amino asitler, nitrat (NO3-) ve amonyum (NH4+) tayini

Taze bitki yapraklari, 45°C'de 10 mL su icinde 1 saat inkiibe edildi. Daha
sonra 5.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilerek bitki pargaciklari igermeyen
siiziik elde edildi. Santrifiijlenen numuneler, amino asitler, NO;  ve NH," tayini i¢in
kullanildi.

Toplam amino asitler Lee ve Takahashi (1966) tarafindan bildirilen ninhidrin
yontemine gore Olgiildii. Bunun ic¢in 0,1 mL siipernatant {izerine 1,9 mL ninhidrin-
gylcerol-citrate tampon ¢ozeltisi ilave edildi. Karisim 12 dakika boyunca kaynar suda
bekletildikten sonra oda sicakliginda musluk suyu banyosunda sogutuldu. Soguyan
tiipler calkaland1 ve 570 nm’deki absorbanlari mikroplate spektrofotometre ile
belirlendi. Toplam amino asitler glisin ile hazirlanan standart grafik (Sekil 3.10.) ile

hesaplandi ve sonuclar mg g taze agirlik olarak sunuldu.
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Sekil 3.10. Glisin ile hazirlanan standart grafigi

Yapraklarin NO;™ konsantrasyonunun o6l¢iimil i¢cin Cataldo ve ark. (1975)
tarafindan bildirilen prosediir takip edildi. Bu amagla 200 uL siiziik iizerine 800 uL
%S5 salisilik asit ilave edilerek iyice karigsmasi amaciyla hafifce calkalandi ve oda
sicakliginda 20 dk inkiibe edildi. Ardindan 19 mL 2 N NaOH c¢ozeltisi hafifce
calkalanarak ilave edildi ve ornekler oda sicakligina gelinceye kadar bekletildikten
sonra 410 nm dalga boyuna ayarli mikroplate spektrofotometrede okundu. Sonuglar
potasyum nitrat (KNOj5") ile hazirlanan standart grafik (Sekil 3.11.) ile hesaplandi ve

sonuglar mg g taze agirlik olarak sunuldu.
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Sekil 3.11. KNO3- ile hazirlanan standart grafigi

Yapraklarin NH," konsantrasyonunu belirlemek icin fenol tipi kolorimetrik
yontem kullanildi (Husted ve ark., 2000). Bu amagla 800 pL doku oziiti, 100 pL
fenol ¢ozeltisi (11 mM), 100 uLL sodyum nitroprussit ¢ozeltisi (1,7 mM) ve 250 pL
oksitleyici ¢ozelti ile karigtirildi. Karigim karanlikta 25°C'de 60 dakika bekletildikten
sonra 640 nm’deki absorbanslart UV mikroplate spektrofotometrede oOlgiildii.
Sonuglar amonyum siilfat ((NH4)2SOs4) ile hazirlanan standart grafik (Sekil 3.12.) ile

hesapland1 ve sonuglar mg g™ taze agirlik olarak sunuldu.
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Sekil 3.12. (NH4)2SO4 ile hazirlanan standart grafigi

3.2.11. Nikel’in hiicresel dagiliminin belirlenmesi

Hiicre alt1 dokularin1 ¢ikarmak ig¢in Liu ve ark. (2009) tarafindan bildirilen
prosediir uygulandi. Bunun i¢in yaprak ve kok ornekleri 0,05 M Tris-HCI (pH 7.5),
0,25 M sukroz ve 1 mM DL-ditiyoeritritol igeren ekstraksiyon tamponunda
homojenize edildi. Homojenat santrifiij tlipiine aktarildi ve 300 g'de 5 dakika
boyunca santrifiijlendi. Santrifiij islemi sonunda pelet hiicre duvarn fraksiyonu olarak
alind1 ve siipernatan yeni bir tiipe aktarilarak hiicre organellerinin ¢okeltilmesi igin
2000 g'de 45 dakika daha santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonunda pelet organel
fraksiyon ve siipernatan ¢ozelti ise ¢Oziiniir fraksiyon olarak adlandirildi. Daha sonra
bu dokular, 220°C'de 2 saat boyunca HNO;-HCIO,-HF karisiminda 1sitildi.
Fraksiyonlardaki Ni konsantrasyonlar1 ICP-OES kullanilarak analiz edildi (Chen ve
ark., 2016).

3.2.12. Agir metal, azot (N), fosfor (P) ve potasyum tayini (K)

Kurutulmus yaprak ve kok ornekleri 6glitme isleminin ardindan perklorik ve
silfirik asit 4:1 (v/v) kanisimi ile sindirildi. Yaprak ve kok P igeridi,
vanadomolibdofosforik sar1 renk yontemi kullanilarak analiz edildi. Yaprak ve
koklerin agir metal ve K igerigi Inductively Coupled Plasma (ICP, Perkin Elmer)
cihazinda belirlenmistir. Yaprak ve kok N igerikleri, bitki dokusunun siilfiirik asit
icinde sindirilmesini, ardindan sodyum hidroksit ile damitmay1 ve standardize asit ile

titrasyon yapilmasini igeren Kjeldahl teknigi kullanilarak belirlendi.

3.2.13. Istatiksel analiz
Veriler, anlamlilig1 belirlemek amaciyla SPSS siirim 21.0 kullanilarak
ANOVA ile analiz edildi. Uygulamalar arasindaki anlamli farkliliklar1 belirlemek

icin Duncan's multiple range testi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda nitrik oksit (NO) ve diiire

uygulamalarinin bitki toleransina etkisi

Ni+NO Ni+Diure Ni+NO+Diure

Sekil 4.1. Ni toksisitesine maruz kalan biber fidelerinin fenotipik goriiniimii

Ni toksisitesi, biiylimenin durmasina, yaprak boyutu ve seklindeki
degisikliklerin yani sira deformasyonlarin gelismesine neden oldu. Bununla birlikte,
NO ve diiire’'nin ayri ayr1 veya birlikte yapraktan uygulanmasi, bitkilerde Ni
toksisitesinin olumsuz etkilerini azalttt (Sekil 4.1.). NO ve diilire uygulamasinin,
yiiksek Ni konsantrasyonlarinin varliginda bile bitki biiyiimesini tesvik ettigi, Ni
toksisitesinin olumsuz etkilerini en aza indirmeye yonelik etkili yaklagimlar olarak

potansiyel tasidigi bulunmustur.

Ni stresine maruz kalan biber bitkilerine yapraktan NO ve diiire
uygulamalarinin iist aksam ve kok yas agirligma etkisi Sekil 4.2 ve 4.3.te
sunulmustur. Ni toksisitesi biber bitkilerinin {ist aksam ve kok yas agirligini sirastyla
%67 ve %69 oraninda distirdii. Ni stresli bitkilerin NO ve diiire ile muamelesi azalan
bu parametreleri 6nemli diizeyde iyilestirdi. En verimli sonuglar bu iki kimyasalin
birlikte uygulanmasi ile elde edildi. Ni kosullarindaki biber bitkilerine NO+diiire
uygulamasi yalnizca Ni ile muamele edilen bitkilere kiyasla bu 6zellikleri sirasiyla
%108 ve %78 oraninda arttirdi. NO ve dilirenin Ni stresi olmadan birlikte
uygulanmasi, kontrole kiyasla siirgiin ve kok taze agirliginda sirasiyla %12,6 ve %10

oraninda artisa yol agti.

Ni toksisitesi kosullarinda biber bitkilerine yapraktan NO ve diiire
uygulamalarinin list aksam ve kok kuru agirhigina etkisi Sekil 4.4 ve 4.5.°te

sunulmustur. Ni stresi biber bitkilerinin iist aksam ve kok kuru agirligini sirasiyla
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%73 ve %62 oraninda diisiirdii. NO ve diiire muamelesi Ni nedeniyle baskilanan
biyomas verimini iyilestirdi. Ancak Ni toksisitesi kosullarinda maksimum degerler
NO ve dilirenin kombinasyonunda elde edildi. NO ve diilirenin kombinasyonunun
uygulanmasi, yalnizca Ni muamelesi edilmis bitkilerle karsilastirildiginda, tist aksam
ve kok kuru agirhigr icin sirasiyla %96 ve %41 oraninda artisa yol acti. Bu, Ni
stresinin bitki biiylimesi lizerindeki zararlh etkilerini azaltmada NO ve dilire arasinda
sinerjistik bir etki oldugunu gosterir. Ayrica NO ve dilirenin Ni stresi olmadan
birlikte uygulanmasi, kontrole kiyasla siirgiin ve kok biyokiitlesinde sirasiyla %19 ve
%4 oraninda artisa yol agti. Bu durum, bu bilesiklerin normal kosullarda bile bitki

bliytimesi lizerinde uyarici bir etkiye sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

O-Ni O+Ni
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Sekil 4.2. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin iist aksam yas agirligina etkisi
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Sekil 4.3. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin iist aksam kuru agirligina etkisi
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Sekil 4.4. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin iist aksam kuru agirligina etkisi
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Sekil 4.5. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin kdk kuru agirhigina etkisi

Nikel toksisitesi kosullarinda yapraktan NO ve diiire uygulamalariin klorofil

a, klorofil b, toplam klorofil, karotenoidler ve maksimum kuantum verimini (¥v/Fm)

ozelliklerine etkisini gosteren grafikler sirasiyla Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8,
Sekil 4.9. ve Sekil 4.10.’da sunulmustur. Ni stresi, kontrole kiyasla klorofil a, klorofil

b, toplam klorofil, karotenoidler ve Fv/Fm parametrelerini sirastyla %49, %33, %44,

%39 ve %23 azaltti. NO ve diiirenin tek basma uygulanmasi Ni stresi altinda

fotosentetik pigment icerigi ve Fv/Fm degerlerinde artisa yol acti. Ni stresi altinda en

verimli sonuglar NO ve dilire kombinasyonunda elde edildi. Spesifik olarak, bu

kombinasyon, yalnizca Ni ile muamele edilmis bitkilerle karsilastirildiginda ilgili
ozelliklerde %64, %35, %53, %65 ve %24'lik artislara yol agti. Ni stresi olmadan

NO+diiire uygulamasi bu parametreleri 6nemli 6l¢tide degistirmedi.
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Sekil 4.6. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin klorofil a igerigine etkisi
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Sekil 4.7. Nikel (Ni1) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin klorofil b igerigine etkisi
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Sekil 4.8. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin toplam klorofil igerigine etkisi
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Sekil 4.9. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin karotenoid icerigine etkisi
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Sekil 4.10. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin maksimum kuantum verimine (Fv/Fm) etkisi

Farkli uygulamalarin biber bitkilerinin yaprak bagil su igerigine (BSI) etkisi
Sekil 4.11.’de sunulmustur. Ni'ye maruz kalan bitkilerin BSI'si, maruz kalmayan
bitkilere kiyasla %21 oraninda azaldi. Ni stresine maruz kalan bitkilerde NO, diiire
ve NO+Diiire uygulamalari, yalnizca Ni ile muamele edilmis bitkilere kiyasla BSI'yi

strastyla %19, %15 ve %21 oraninda iyilestirdi.

Ni stresi, NO ve dilire uygulamalarinin prolin, fenolik madde ve toplam seker
icerigine etkisi Sekil 4.12., 4.13., ve 4.14.’te sunulmustur. Ni toksisitesi prolinde 4,5
kat ve fenolik madde igeriginde %43 oraninda artisa yol acti, ancak toplam ¢oziiniir
seker iceriginde %47 oraninda bir diisiise yol act1. Eksojen NO ve diiirenin tek bagina
veya kombinasyonun uygulanmasi, Ni stresine maruz kalan bitkilerde prolin ve
fenolik madde igerigini iyilestirdi. Nikel stresli bitkilerde prolin, fenolik madde ve
toplam ¢oziintir seker icerigi i¢in maksimum degerler NO+Diiire uygulamasi ile elde
edildi. Spesifik olarak, NO+Diiire uygulamasi, Ni toksisitesine maruz kalan
bitkilerde prolini %73, fenolikleri %47 ve toplam sekeri %60 artirdi. NO+Ditire'nin
Ni stresi olmayan bitkilere uygulanmasi, toplam seker ve fenolik madde igeriginde

artisa yol act1, ancak BSI ve prolin icerigi dnemli l¢iide degismedi.
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Sekil 4.11. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit

(NO) ve diiire uygulamalarinin yaprak bagil su igerigine (BSI) etkisi
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Sekil 4.12. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit

(NO) ve ditire uygulamalarinin prolin birikimine etkisi
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Sekil 4.13. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin toplam fenolik madde igerigine etkisi
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Sekil 4.14. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin toplam seker igerigine etkisi

Ni stresi altinda NO ve dilire uygulamalarinin oksidatif stresin onemli
belirte¢leri olan hidrojen peroksit (H,0,), malondialdehit (MDA) ve -elektrolit
sizintis1 (ES) degerlerine etkisini gosteren grafikler Sekil 4.15., Sekil 4.16. ve Sekil
4.17.’de sunulmustur. Ni stresi, tedavi edilmeyen gruba kiyasla H,O,, MDA ve ES

45



BULGULAR Ferhat UGURLAR

icerigini sirastyla %398, %471 ve %204 artirdi. Eksojen NO ve diiire takviyesi
oksidatif stresle ilgili parametrelerde 6nemli bir diisiisle sonuglandi.Ancak NO ve
ditire kombinasyonu Ni'nin neden oldugu oksidatif stresi azaltmada daha etkili
bulundu. NO ve dilire kombinasyonu Ni ile stres altindaki bitkilere
puskiirtiildiigiinde, yalnizca Ni ile muamele edilen bitkilere kiyasla H,O,, MDA ve
ES'yi sirastyla %58, %56 ve %46 oraninda azaltti. Bu sonuglar NO ve ditirenin Ni

stresi altinda oksidatif stresin hafifletilmesinde sinerjistik bir etkiye sahip oldugunu

gosterdi.
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Sekil 4.15. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin hidrojen peroksit (H202) igerigine etkisi
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Sekil 4.16. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin malondialdehit (MDA) igerigine etkisi
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Sekil 4.17. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin elektrolit sizintis1 (ES) degerlerine etkisi

Ni stresi, NO ve dilire ile muamele edilen biber bitkilerinin siiperoksit
dismiitaz (SOD), katalaz (KAT), askorbat peroksidaz (APOD) ve peroksidaz (POD)
enzim aktivitelerine iliskin sonuglar sirasiyla Sekil 4.18., 4.19., 4.20. ve 4.21.’de

grafikler halinde sunulmustur.
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Ni stresi altinda, SOD ve POD aktivitesi sirasiyla %49 ve %255 oraninda
artarken, KAT ve APOD aktivitesi sirasiyla %50 ve %64 oraninda azaldi. NO'nun
tek basina uygulanmasi, Ni stresli bitkilerde SOD, KAT, APOD ve POD enzim
aktivitelerini 6nemli Olglide artirdi. Bununla birlikte, tek basina dilirenin eksojen
takviyesi, Ni-stresli kosullar altinda KAT enzimi disindaki diger enzim aktivitelerini
onemli dlgiide degistirmedi. Iki kimyasal (NO ve diiire) birlikte uygulandiginda, bu
enzimlerin aktivitesini, Ni toksisitesi yasayan bitkilerde goézlemlenen seviyelerin
daha yukarisina yiikselttiler. SNP ve diiirenin yapraktan uygulanmasi, Ni icermeyen

kosullar altinda bu enzim aktivitelerini 6nemli 6l¢iide degistirmedi.

O-Ni O+Ni
70 1
60 - a
a T
E 50 - T b
) be T
2 40 - T 1
& d L cd
Bn
E 301 $ d I
— T I
< 20 = B
o]
=)
W 10 A
U T T T 1
Kontrol NO Diiire NO+Diiire
Yaprak Uygulamalan

Sekil 4.18. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin siiperoksit dismiitaz (SOD) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.19. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit

(NO) ve diiire uygulamalarinin katalaz (KAT) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.20. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.21. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin peroksidaz (POD) aktivitesine etkisi

Ni stresi, NO ve dilire uygulamalarinin nitrat rediiktaz (NR), glutamin
sentetaz (GS), glutamat sentaz (GOGAT) ve glutamat dehidrojenaz (GDH)
enzimlerinin aktivitelerine etkisine iliskin sonuglar sirasiyla Sekil 4.22., 4.23., 4.24.

ve 4.25.’de grafikler halinde sunulmustur.

Ni stresi NR, GS, GOGAT ve GDH'nin aktivitesini sirastyla %57, %32, %36
ve %38 oraninda azaltti. NO'nun uygulanmasi, Ni stresinin neden oldugu NR ve GS
aktivitelerinin azalmayr Onemli Ol¢iide iyilestirmistir. Dilire uygulamasi, Ni
tarafindan baskilanan GS, GOGAT ve GDH aktivitelerini 6nemli 0Olcilide
iyilestirmistir. Ancak en etkili sonuglar SNP ve diiirenin birlikte uygulanmasiyla elde
edilmistir. NO+diiire'nin yapraga uygulanmasi, Ni stresi altindaki bitkilere kiyasla
NR, GS, GOGAT ve GSH aktivitelerinde sirastyla %93, %49, %57 ve %62'lik bir
artis ile sonuglandi. Ni stresinin yoklugunda, NO uygulamasi NR aktivitesini arttirdi,
ancak tek bagina dilire uygulamasinin etkisi anlamli degildi. En yiiksek degerler NO

ve diiire birlikte kullanildiginda elde edilmistir.
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Sekil 4.22. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin nitrat rediiktaz (NR) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.23. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin glutamin sentetaz (GS) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.24. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.25. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin glutamat dehidrojenaz (GDH) aktivitesine etkisi

Farkli uygulamalarin bitkilerin nitrat (NO5”), amonyum (NH,"), toplam amino
asit (TAA) ve toplam ¢oziiniir protein igerigine iliskin sonuglar Sekil 4.26., 4.27.,
4.28., ve 4.29.°da sunulmustur. Ni stresi NO; igeriginde %35 azalmaya ve NH,"

iceriginde %48 artisa neden olmustur. Ni stresli fidelerde NO veya diiire uygulamast,
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NO;  igeriginde artisa ve NH,+ iceriginde azalmaya yol a¢cmistir. NO+Diiire
uygulamasi, Ni toksisitesi altinda NO; igerigini %47 artirirken, NH,," icerigini %36
azaltmistir. Ni toksisitesi kosullarinda NO;™ iceriginde en biyiik artis ve NH,"

igeriginde en biiyiik azalma, NO+Diiire uygulamasi ile elde edilmistir.

Kontrollere kiyasla, Ni toplam ¢oziiniir proteinini %50 azaltmis ve TAA
seviyesini %73 artirmistir. Biber bitkilerine NO veya dilire uygulamasi, Ni stresi
altinda toplam ¢d6ziiniir protein igeriginde artisa ve TAA igeriginde azalmaya yol
agmistir. NO ve dilirenin kombinasyonunun uygulanmasi Ni stresli fidelerde, toplam

¢Oziiniir proteini %66 artirirken TAA’y1 %38 azaltmistir.
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Sekil 4.26. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin yapraklarin nitrat (NO3-) icerigine etkisi
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Sekil 4.27. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin yapraklarin amonyum (NH4+) igerigine etkisi
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Sekil 4.28. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin yapraklarin toplam amino asit (TAA) icerigine etkisi
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Sekil 4.29. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin yapraklarin toplam ¢dziiniir protein igerigine etkisi

Biber fideleri Ni'ye maruz kaldiginda yapraklarinda ve koklerinde Ni
biriktirdi (Sekil 4.30.). Yaprak ve koklerdeki Ni igerigi, NO ve diiirenin yapraga
puskiirtiilmesiyle etkili bir sekilde azaltilmistir. Spesifik olarak, NO, yapraklarda ve
koklerde Ni icerigini sirastyla %40 ve %42 azaltirken, diiire sirastyla %25 ve %28'lik
bir diislise neden oldu. Ek olarak, NO ve diiire birlikte uygulandiginda, bitki yapragi
ve kokiindeki Ni icerigini azaltmada daha etkili oldular. Bu kombine tedavi,
yapraklarda ve koklerde Ni igerigini sirasiyla %57 ve %60 oraninda azalmasina

neden oldu.

NO ve diiire uygulamalari, sadece Ni ile muamele edilen bitkilere kiyasla
yapraklarda hiicre duvari Ni konsantrasyonunda artisa yol acti. Ni+NO+Diiire
uygulamasinda Ni'nin %75,6's1 yaprak hiicre duvarinda bulunurken, tek basina Ni
uygulanan bitkilerde Ni'nin %22’si hiicre duvarinda bulundu (Sekil 4.31.). Buna
karsilik, yaprak hiicresi organellerindeki Ni konsantrasyonu, NO veya dilire
uygulamalar ile azaldi. Yaprak hiicresi organellerindeki en diisiik konsantrasyon
Ni+NO+Diiire uygulamasinda elde edildi. Ni stresli kosullarda NO+Diiire
uygulamas1 hiicre organellerindeki Ni konsantrasyonunun 11,7 pg’dan 2 pg’a
diismesine neden oldu. Ni stresi altinda, Ni birikiminin en fazla oldugu kisim
yapraklardaki hiicre dokusunun ¢oziiniir bolimdiiydii. NO ve diiire uygulamast,
yaprak dokusunun ¢oziiniir kismindaki Ni konsantrasyonunun azalmasina yol acti.

Bu béliimde en diisiik konsantrasyon Ni + NO + Diiire uygulamasinda gézlemlendi.
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Ni stresli  kosullarda NO+Diiire uygulamasi ¢oziiniir kismindaki  Ni

konsantrasyonunun 24,6 ug’dan 12,3 pg’a diismesine yol agti.

Sonuglar, vakuolar ¢oziinebilir fraksiyonun, biber bitkilerinin kokleri igindeki
Ni birikiminde onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Sadece Ni ile
muamele edilen bitkilerle karsilastirildiginda, NO, Diiire veya NO+Diiire
uygulamalar1 bu fraksiyon i¢indeki Ni konsantrasyonunda 6nemli artisa yol acti. Bu
bolimde en yiiksek Ni konsantrasyonu 72,4 pg olarak Ni + NO + Diiire
uygulamasinda elde edildi. Bu durum, NO ve diiirenin birlikte uygulanmasinin,
Ni'nin kok hiicresindeki vakuoller icinde ¢oOziinmesini ve tutulmasini
saglayabilecegini gostermektedir. Genel olarak bulgularimiz, NO ve dilire
kombinasyonunun yaprak ve kok dokularinda Ni birikimini ve dagilimin1 énemli

Olciide etkileyebilecegini gostermektedir.

Ni stresi, kontrole kiyasla hem yapraklarda hem de koklerde N, P ve K"
seviyelerini diisiirdii (Sekil 4.32.- 4.37.). Yapraklarda N, P ve K sirasiyla %41, %49
ve %39 oraninda azalirken, koklerde sirasiyla %42, %42 ve %37 oraninda azaldi.
NO veya diiire uygulamasi, Ni stresli bitkilerin hem yapraklarinda hem de koklerinde
N, P ve K' seviyelerini arttirdi. NO ve diilirenin kombinasyonu, N, P ve K"
seviyelerinde daha yiliksek bir artisla sonuglanarak sinerjistik bir etki gosterir.
Stressiz bitkilerde, tek basina veya kombinasyon halinde NO veya dilire, besin

seviyelerini 6nemli 6l¢iide artirmadi.
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Sekil 4.30. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin yaprak ve koklerde Ni birikimine etkisi
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Sekil 4.31. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin hiicre organellerinde Ni dagilimina etkisi
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Sekil 4.32. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin yapraklarin azot (N) igerigine etkisi
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Sekil 4.33. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin koklerin azot (N) igerigine etkisi
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Sekil 4.34. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diiire uygulamalarinin yapraklarin fosfor (P) igerigine etkisi
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Sekil 4.35. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit

(NO) ve diiire uygulamalarinin koklerin fosfor (P) igerigine etkisi
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Sekil 4.36. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin yapraklarin potasyum (K) icerigine etkisi
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Sekil 4.37. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve ditire uygulamalarinin koklerin potasyum (K) igerigine etkisi

4.2. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda tiamin (TA) ve hidrojen siilfit (H2S)

uygulamalarinin bitki toleransina etkisi

Cr+TA  Cr+H,S Cr+TA+HLS

Sekil 4.38. Cr toksisitesine maruz kalan biber fidelerinin fenotipik goriiniimii

Cr toksisitesi, bitki biiylimesinin azalmasina, yaprak boyutu ve seklindeki
degisikliklerin yani sira anormal bilylime veya deformasyonlarina neden oldu.
Ancak, Tiamin (TA) ve hidrojen siilfit (H,S) uygulamasi, bitkilerde Cr toksisitesinin

olumsuz etkilerini azaltti (Sekil 4.38.). Cr’un yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu

60



BULGULAR Ferhat UGURLAR

durumlarda bile TA ve H,S uygulamasiin, bitki biiyiimesini tesvik ettigi, Cr
toksisitesinin olumsuz etkilerini en aza indirmeye yonelik etkili yaklasimlar

olabilecegi bulundu.

Cr stresine maruz kalan biber bitkilerine yapraktan TA ve H,S
uygulamalariin iist aksam ve kok yas agirligina etkisi Sekil 4.39. ve 4.40.’da
sunulmustur. Cr toksisitesi biber bitkilerinin iist aksam ve kok yas agirligini sirasiyla
%72 ve %77 oraninda diisiirdii. Cr stresli bitkilerin TA ve H,S ile muamelesi azalan
bu parametreleri 6nemli diizeyde iyilestirdi. En verimli sonuglar bu iki kimyasalin
birlikte uygulanmasi ile elde edildi. Cr stresi altindaki biber bitkilerine TA+ H,S
uygulamasi yalnizca Cr ile muamele edilen bitkilere kiyasla bu 6zellikleri sirasiyla
%134 ve %49 oraninda arttirdi. TA ve H,S’in Cr stresi olmadan birlikte
uygulanmasi, siirgiin ve kok yas agirliklarini sirastyla %15 ve %35 oraninda bir artisa

yol acti.

Cr toksisitesi kosullarinda biber bitkilerine yapraktan TA ve H,S
uygulamalarinin iist aksam ve kok kuru agirhigina etkisi Sekil 4.41 ve 4.42.°de
sunulmustur. Cr stresi biber bitkilerinin iist aksam ve kok kuru agirligini sirasiyla
%75 ve %065 oraninda diislirdii. TA ve H,S muamelesi Cr nedeniyle baskilanan
biyomas verimini iyilestirdi. Ancak Cr toksisitesi kosullarinda maksimum degerler
TA ve H,S’in birlikte uygulanmasi ile elde edildi. TA ve H,S kombinasyonunun
uygulanmasi, yalnizca Cr muamelesi edilmis bitkilerle karsilastirildiginda, tist aksam
ve kok kuru agirligi icin sirasiyla %165 ve %47 oraninda bir artisa yol agt. Ayrica
TA ve H,S’in Cr stresi olmadan birlikte uygulanmasi, kontrole kiyasla siirgiin ve kok
yas agirhiginda sirasiyla %13 ve %7'lik bir artisa yol acti. Bu durum, bu bilesiklerin
stresin hafifletilmesinde ve hatta stresli olmayan kosullarda sinerjistik bir etkiye

sahip olduklarinin géstergesi olabilir.
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Sekil 4.39. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin iist aksam yas agirligina etkisi
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Yaprak Uygulamalan

Sekil 4.40. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin tist aksam kuru agirligina etkisi
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Sekil 4.41. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin iist aksam kuru agirligina etkisi
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Sekil 4.42. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin kok kuru agirligia etkisi

Cr toksisitesi kosullarinda yapraktan TA ve H,S uygulamalarinin klorofil a,
klorofil b, toplam klorofil, karotenoidler ve Fv/Fm 0&zelliklerine etkisini gosteren
grafikler sirasiyla Sekil 4.43., Sekil 4.44., Sekil 4.45., Sekil 4.46. ve Sekil 4.47.’da

sunulmustur. Cr stresi, kontrole kiyasla klorofil a, klorofil b, toplam klorofil,
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karotenoidler ve Fv/Fm’yi sirasiyla %52, %43, %49, %54 ve %29 oraninda azaltt.
TA ve H,S tek basina uygulanmasi Cr stresi altinda bu parametrelerde 6nemli artisa
yol actl. Ancak Cr stresi altinda en verimli sonuglar TA ve H,S kombinasyonunda
elde edildi. Bu kombinasyon, yalnizca Cr ile muamele edilmis bitkilerle
karsilastirildiginda ilgili 6zelliklerde %81, %53, %70, %84 ve %26 oraninda artislara

yol agti. Cr stresi olmadan TA+H,S uygulamasi bu parametreleri énemli Olciide

degistirmedi.
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Sekil 4.43. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin klorofil a i¢erigine etkisi
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Sekil 4.44. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)

ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin klorofil b icerigine etkisi
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Sekil 4.45. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin toplam klorofil i¢erigine etkisi
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Sekil 4.46. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin karotenoid igerigine etkisi
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Yaprak Uygulamalari

Sekil 4.47. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin maksimum kuantum verimine (Fv/Fm)
etkisi

Cr toksisitesi kosullarinda TA ve H,S uygulamasinin biber bitkilerinin yaprak
bagil su igerigine (BSI) etkisi Sekil 4.48.’de sunulmustur. Cr'a maruz kalan bitkilerin

BSI'si, maruz kalmayan bitkilere kiyasla %30 oraninda azaldi. Cr stresine maruz
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kalan bitkilerde TA, H,S ve TA+H,S uygulamalari, yalnizca Cr ile muamele edilmis
bitkilere kiyasla BSIi'yi sirasiyla %23, %28 ve %35 oraninda iyilestirdi. Stres

olmadan bu bilesiklerin uygulanmasi BSI’yi 6nemli l¢iide degistirmedi.

Cr stresi, TA ve H,S uygulamalarinin prolin, fenolik madde ve toplam seker
igerigine etkisi Sekil 4.49., 4.50., ve 4.51.’de sunulmustur. Cr toksisitesi prolinde 5,7
kat ve fenolik madde igeriginde %50 oraninda artisa yol agti. Cr stresi ayrica toplam
¢Oziinilir seker igeriginde %48 oraninda bir diisiise neden oldu. Yapraktan TA, H,S ve
TA+H,S uygulamasi, Cr stresine maruz kalan bitkilerde prolin ve fenolik madde
iceriginde artisa neden oldu. Cr stresli bitkilerde prolin, fenolik madde ve toplam
¢Oziinlir seker igerigi i¢in maksimum degerler TA+H,S uygulamasi ile elde edildi.
Spesifik olarak, TA+H,S uygulamasi, Ni toksisitesine maruz kalan bitkilerde prolini
%87, fenolikleri %28 ve toplam sekeri %64 artirdi. TA+H,S'in Cr stresi olmayan
bitkilere uygulanmasi, toplam seker artisa yol agti, ancak fenolik madde ve prolin

igerigi onemli Ol¢lide degismedi.
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Sekil 4.48. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetigen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yaprak bagil su igerigine (BSI) etkisi
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Sekil 4.49. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin prolin birikimine etkisi

O-Cr O+Cr

-
< 18 -
= ] a
H'bn 1.6 ab ab T
oy L4 - I T 1
E he .
@ ? T l:]cl
= d d T

1.0 A
T d T T
> 08 - 2 T 1

L
% 0,6 -
w04 A
£
= 02 -
|
Q 0,0 T L] L] 1
' Kontrol TA H2S TA+H2S
Yaprak Uygulamalarn

Sekil 4.50. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin fenolik madde igerigine etkisi
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Sekil 4.51. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin toplam seker igerigine etkisi

Cr stresi kosullarinda TA ve H,S wuygulamalarinin oksidatif stresin
gostergeleri olan H,0,, MDA ve ES degerlerine etkisini gosteren grafikler sirasiyla
Sekil 4.52., Sekil 4.53. ve Sekil 4.54.’te sunulmustur. Cr toksisitesi, kontrole kiyasla
biber bitkilerinin H,0,, MDA ve ES iceriginde sirasiyla %488, %565 ve %244
oraninda artisa neden oldu. Yapraklardan TA ve H,S’in plskiirtiilmesi oksidatif
stresin Onemli belirtecleri olan bu parametrelerde Onemli bir diisiise neden
oldu.Ancak TA ve H,S kombinasyonu Cr'nin neden oldugu oksidatif stresi azaltmada
tek basina uygulamalarindan daha etkiliydi. TA ve H,S karisitminin uygulanmasi
stres altindaki bitkilere piiskiirtiildiiglinde, yalmizca Cr ile tedavi edilen bitkilere
kiyasla H,O,, MDA ve ES'yi sirasiyla %50, %53 ve %51 oraninda azaltti. Bu
sonuglar TA ve H,S’in Cr stresinin neden oldugu oksidatif stresin hafifletilmesinde

sinerjistik bir etkiye sahip oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.52. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin hidrojen peroksit (H202) igerigine etkisi
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Sekil 4.53. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin malondialdehit (MDA) igerigine etkisi
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Sekil 4.54. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetigsen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin elektrolit sizintis1 (ES) degerlerine etkisi

Cr stresi kosullarinda TA ve H,S ile muamele edilen biber bitkilerinin SOD,
KAT, APOD ve POD enzim aktivitelerine iliskin sonuclar sirasiyla Sekil 4.55., 4.56.,
4.57. ve 4.58.’de grafikler halinde sunulmustur.

Cr toksisitesi kosullarinda biber bitkilerinde, SOD, KAT POD aktivitesi
strastyla %87, %184 ve %208 oraninda artarken, APOD aktivitesi %72 oraninda
azaldi. TA'nin tek basina uygulanmasi, Cr stresli bitkilerde SOD, KAT ve POD
enzim aktivitelerini énemli Ol¢iide artirdi ancak APOD aktivitesinde dnemli diizeyde
degismedi. Bununla birlikte, tek bagina H2S’in eksojen takviyesi, Cr stresi kosullari
altinda tim enzim aktivitelerini onemli diizeyde arttirdi. TA ve H,S birlikte
uygulandiginda, bu enzimlerin aktivitesini sirasiyla %63, %7 %152 ve %97 oraninda
arttirdi. Cr stresi kosullar1 altinda H,S’in tek basina uygulanmasi KAT ve SOD
enzimleri lizerinde TA+H,S kombinasyonuyla ayni etkiyi gosterdi. Stressiz kosullar
altinda bu bilesiklerin uygulanmasinin enzim aktiviteleri lizerinde etkisi 6nemli

bulunmadi.
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Sekil 4.55. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin siiperoksit dismiitaz (SOD) aktivitesine
etkisi
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Sekil 4.56. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin katalaz (KAT) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.57. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesine
etkisi
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Sekil 4.58. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin peroksidaz (POD) aktivitesine etkisi

Cr stresi kosullarinda TA ve H,S uygulamalarinin azot metabolizmasi ile
iligkili NR, GS, GOGAT ve GDH enzimlerinin aktivitelerine etkisini gdsteren
grafikler sirasiyla Sekil 4.59., 4.60., 4.61. ve 4.62.’de sunulmustur. Cr stresi NR, GS,
GOGAT ve GDH'nin aktivitesini sirasiyla %61, %34, %40, %43 oraninda azaltti. TA
ve H,S'in yapraktan piiskiirtiilmesi, Cr stresinin tarafindan baskilanan bu enzimlerin
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aktivitelerini 6nemli diizeyde iyilestirmistir. Ancak en etkili sonuglar TA ve H,S’in
birlikte uygulanmasiyla elde edilmistir. Cr stresi kosullarinda TA+H,S'in
uygulanmasi, NR, GS, GOGAT ve GSH aktivitelerinde sirasiyla %109, %52, %58
ve %77 oraninda bir artisa yol agti. Cr stresinin yoklugunda, bu bilesiklerin

uygulamasinin azot metabolizmasi enzimleri lizerindeki etkisi anlamli degildi.
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Sekil 4.59. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin nitrat rediiktaz (NR) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.60. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
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ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin glutamin sentetaz (GS) aktivitesine etkisi
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Sekil 4.61. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetigen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesine
etkisi
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Sekil 4.62. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin glutamat dehidrojenaz (GDH) aktivitesine
etkisi

Cr, TA ve H,S uygulamalarinin biber bitkilerinin NO;” ve NH," igerigine
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etkisini gosteren sonuglar sirasiyla Sekil 4.63. ve 4.64.’te grafikler halinde
sunulmustur. Cr stresi NO;” igeriginde %49 azalmaya ve NH, igeriginde %51 artisa
neden olmustur. Cr stresli bitkilerin TA veya H,S ile muamele edilmesi, NO;
iceriginde artisa ve NH," iceriginde azalmaya yol agnmustir. TA+H,S uygulamasi, Cr
toksisitesi altinda NO5™ igerigini %107 artirirken, NH,," igerigini %37 azaltmistir. Cr
stresi kosullarinda en biiyiik NO;™ icerigi artisi ve NH, azalmasi, TA+H,S
uygulamasi ile elde edilmistir. Cr stresi olmadan bu bilesiklerin NO;” ve NH,"

igerigine etkisi onemi bulunmamustir.

Kontrole kiyasla, Cr toplam ¢dziiniir proteinini %33 azaltt1 ve TAA seviyesini
%105 arttird1 (Sekil 4.65. ve 4.66.). Biber bitkilerine TA veya H,S uygulamasi, Cr
stresi altinda toplam ¢6ziiniir protein igeriginde artisa ve TAA igeriginde azalmaya
yol agcmistir. TA ve H,S’in kombinasyonu Cr stresli fidelerde, toplam ¢&ziiniir
proteini %38 artirirken TAA’y1 %56 azaltmistir.
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Sekil 4.63. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yapraklarin nitrat (NO3-) igerigine etkisi
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Sekil 4.64. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yapraklarin amonyum (NH4+) icerigine
etkisi
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Sekil 4.65. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yapraklarin toplam amino asit (TAA)
igerigine etkisi
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Sekil 4.66. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yapraklarin toplam ¢oziiniir protein
icerigine etkisi

Cr’a maruz kalan biber bitkilerinin yapraklarinda Cr birikimi gézlemlendi
(Sekil 4.67.). Yaprak Cr igerigi, TA ve H,S’in yapraga piiskiirtiilmesiyle etkili bir
sekilde azaltilmistir. Bu kimyasallar tek basina uygulandiginda H,S yaprak Cr
birkimini azaltmada TA’ya gore daha etkiliydi. Ancak TA ve H,S’in birlikte
uygulanmasinin yaprak Cr igeriginin azaltilmasinda tek basina uygulanmalarindan
daha etkili oldugu gozlemlendi. Spesifik olarak TA, H,S ve TA+H,S muameleleri
yapraklarin Cr igeriginde sirasiyla %19, %35 ve %49 oraninda bir diisiise neden
oldu.

Cr stresi, kontrole kiyasla hem yapraklarda hem de koklerde N, P ve K
seviyelerini disiirdii (Sekil 4.68.- 4.73.). Yapraklarda N, P ve K sirasiyla %43, %53
ve %42 oraninda azalirken, koklerde sirasiyla %44, %45 ve %40 oraninda azaldi. TA
veya H,S uygulamasi, Cr stresli bitkilerin hem yapraklarinda hem de koklerinde N, P
ve K seviyelerini arttirdi. TA ve H,S kombinasyonu, N, P ve K seviyelerinde
bireysel uygulamalarina gore daha yiiksek bir artisla sonuglanarak sinerjistik bir etki
gosterdi. Stressiz bitkilerde, H,S ve TA+H,S uygulamalar1 hem yaprak hem de
koklerin besin seviyelerini énemli Ol¢lide arttirdi. Buna karsin tek basina TA

muamelesi stressiz kosullar altinda besin seviyelerini 6nemli dl¢lide degistirmedi.
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Sekil 4.67. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yaprak Cr birikimine etkisi
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Sekil 4.68. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yapraklarin azot (N) icerigine etkisi
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Sekil 4.69. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin koklerin azot (N) igerigine etkisi

O-Cr O+Cr
25 -
-~ a
‘1, - # —E
K> T
~ b b
¥ : : :
15 - t
T
= c s
St —E— 28
- 10 A d
m s
= ES
& s
= .
o
0 T T T
Kontrol TA H2S TA+H2S
Yaprak Uygulamalan

Sekil 4.70. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetigen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yapraklarin fosfor (P) igerigine etkisi
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Sekil 4.71. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin koklerin fosfor (P) igerigine etkisi
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Sekil 4.72. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin yapraklarin potasyum (K) igerigine etkisi
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Sekil 4.73. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda yetisen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen siilfit (H2S) uygulamalarinin koklerin potasyum (K) igerigine etkisi
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5. TARTISMA

5.1. Nikel (Ni) toksisitesi kosullarinda nitrik oksit (NO) ve diiire
uygulamalarinin bitki toleransina etkisi

Calismamizda Ni stresi, daha o6nceki raporlarla tutarli olarak biber bitkisinin
kuru agirligim azaltmistir (Badawy ve ark., 2022; Najafi-Kakavand ve ark., 2022).
NO ve diire uygulamalari, daha 6nce kadmiyum (Cd) (Ahmad ve ark., 2018) ve
arsenik (As) (Shukla ve ark., 2022) stresinde bildirildigine benzer sekilde, Ni
toksisitesinin biber biiyiimesi lizerindeki olumsuz etkilerini azaltmistir. Tek basina
NO uygulamasi besin alimini iyilestirdi ve kok yapisim1 korudu, bu da kursun (Pb)
stresi altindaki biberde (Kaya ve ark., 2019b) ve Cr stresi altindaki i1spanak
bitkilerinde (Ma ve ark., 2020) bildirildigi gibi bitki biiylimesini arttirdi. Benzer
sekilde diiire uygulamasinin mercimek ve c¢emen otu bitkilerinde farkli stres
kosullarinda siirgiin uzunlugunu ve kuru maddeyi arttirdig: bildirilmistir (Talukdar,
2016; Xalxo and Keshavkant, 2019). Bitki biiylimesi lizerindeki bu olumlu etkiler,
antioksidan enzimlerin aktivasyonuna, osmolit iiretiminin artmasina, elektrolit
sizintisinin  azalmasina ve bitki dokularinda metal birikiminin azalmasina
baglanabilir (Waqas ve ark., 2019). Yiiksek metal seviyeleri, metallerin kokler
tarafindan emiliminin artmasina ve siirgiinlere iletilerek birikmesine neden olur.
Bitki dokularindaki yiiksek Ni konsantrasyonu, fotosentezi ve antioksidan enzimleri
olumsuz etkileyerek biiylimeyi ve biyokiitle iiretimini engeller (Altaf ve ark., 2021).
Bulgularimiz 6nceki caligmalarla tutarli olarak Ni stresi altindaki siirgiinlerde Ni
konsantrasyonunun arttigini gosterdi (Altaf ve ark., 2022; Rizwan ve ark., 2022).
Buna karsin hem NO hem de diiire, siirgiinlerde biriken Ni'de 6nemli bir azalmaya
yol agti. NO ve dilirenin kombinasyon halinde uygulanmasi siirgiinlerde Ni
birikimini azaltmada tek basina uygulanmasindan daha etkili olmustur. Bu durum,
NO'nun kokten siirgiine Ni translokasyonunu azaltmasindan kaynaklaniyor olabilir
(Kazemi ve ark., 2010). NO'nun Ni birikiminin azalttimasinda {izerindeki olumlu
etkisinin kesin mekanizmasi, metal alim1 ve tasinmasiyla ilgili gen ifadesinin

modiilasyonu ile ilgili olabilir.

Ni stresi, Mentha arvensis (Nabi ve ark., 2021) ve ¢cemen otu (Ageel ve ark.,
2022) iizerinde yapilan Onceki arastirmalarla tutarli olarak biber yapraklarinda
klorofil, karotenoidler ve Fv/Fm'de azalmaya yol acti. Ancak NO ve diiire
uygulamalar1 Ni stresli biber fidelerinde bu fotosentetik parametreleri iyilestirmistir.
NO'nun fotosentez {izerindeki olumlu etkileri, stres sirasinda olusan ROT
temizleme ve fotosentetik pigmentleri koruma kabiliyetine (Bhalerao ve ark., 2015)

ve RuBisCO aktivitesindeki degisimlere (Beri ve Sharma, 2016) baglanabilir. Onceki
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arastirmalar NO'nun fotosentezle ilgili parametreleri destekledigini bildirmistir (Wei
ve ark., 2022). Ayrica diilirenin bugdayda bu parametreler iizerinde faydali etkileri

daha 6nce Pb stresi kosullarinda gézlemlenmistir (Kaya ve ark., 2022a).

Yapragin bagil su igerigi, bitkinin su durumunun degerlendirilmesinde 6nemli
bir belirtegtir ve stres kosullarinda olumsuz yonde etkilenir (Elsayed ve ark., 2011).
Ni stresi, daha &nceki ¢alismalarla tutarli olarak, biber fidelerinde yaprak BSi'sini
azaltti (Kumar ve ark., 2022c; Altaf ve ark., 2022). Sonuglarimiz, Ni stresinin biber
fidelerinde prolin seviyelerinde bir artisa yol agtigini gostermektedir. Bu durum, Cr
stresli 1spanak (Hussain ve ark., 2022) ve Ni stresli biber (Altaf ve ark., 2022)
lizerinde yapilan Onceki c¢alismalarla tutarhidir. Ek olarak Ni stresi, toplam
¢Oziinebilir seker iceriginde azalmaya neden olmustur. Bu sonuglar Nie ve ark.
(2015) yiiksek Ni konsantrasyonuna maruz kalan misir yapraklarindaki bulgulariyla
uyumludur. Hem NO hem de ditlirenin kombinasyon halinde uygulanmasi, Ni stresli
biber fidelerinde yaprak BSI, prolin ve toplam ¢oziiniir seker seviyelerini
tyilestirerek bitkinin stres toleransini arttirdi. NO'mun bu parametreler lizerindeki
faydali etkileri, Ni stresli patlican (Soliman ve ark., 2019) ve tuz stresli piring
(Alnusairi ve ark., 2021) gibi gesitli streslere maruz kalan bitkilerde bildirilen
sonuglarla uyumludur. NO, bitki su iligkilerini diizenlemek i¢in stoma acikligini
kontrol ederek su alimini ve terlemeyi diizenledigi bildirilmistir (Lubyanova ve ark.,
2022). Ayrica, ditirenin kuraklik stresi altindaki bitkilerde ozmotik dengeyi
koruyarak ve terleme oranimi azaltarak su iliskilerini iyilestirdigi kanitlanmistir
(Ahmad ve ark., 2021).

Shikimic asit veya Fenilpropanoid yollar1 tarafindan olusturulan fenolik
bilesikler, farkli ¢evresel stresler altinda zorunlu antioksidanlar olarak gorev yapar
(Vuolo ve ark., 2019). Bu c¢alismada, Ni toksisitesi altinda NO ve diiire
uygulamasiyla fenolik konsantrasyonunun arttigi bulunmustur. Bhardwaj ve ark.
(2023) Ni stresi kosullarinda NO uygulamasinin turp (Raphanus sativus L.)
bitkilerinde fenolik bilesikleri arttirdigini bildirmistir. Ayrica, As stresi altinda Vicia
faba'da NO uygulamasi sonrasi fenolik metabolizmasinin uyarilmasiyla fenolik
konsantrasyonun arttig1 rapor edilmistir (Mohamed ve ark., 2016). Ni stresinin NO
ve dilire tarafindan 1iyilestirilmesi muhtemelen artan metabolit igeriginden

kaynaklanmaktadir.

Bu calismada, Ni stresi kosullarinda oksidatif stres belirteclerinin (ES, MDA
ve H,0,) diizeylerinin yiikseldigi, NO ve diiirenin tek basina ve kombinasyon

halinde uygulanmasinin bu parametreleri azalttigi bulunmustur. Rahim ve ark.
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(2022), NO’nun piringte ES, MDA ve H,0, seviyelerini azalttigin1 raporlamstir.
Ayrica Kaya ve ark. (2022a), diiirenin Pb stresi altindaki bugdayda bu parametreleri
azalttigin1 bildirmistir. Wang ve ark. (2021), NO'nun membran biitiinliigiiniin
korunmasina yardimci oldugunu ve lipit peroksidasyonunun bir yan {riinii olan
MDA konsantrasyonunu azalttigin1 bildirmistir. Zhao ve ark. (2016), NO'nun Cd
kaynakl1 lipid peroksidasyonunu azalttigini, hiicre zarinin fonksiyonel ve yapisal
biitlinliigiini korudugunu bildirmistir. Ek olarak Rizwan ve ark. (2018), NO
uygulamasinin piringte elektrolit sizintisini, metilglioksal, MDA ve H,0,
konsantrasyonlarin1  azalttigini  bulmustur. As stresi kosullarinda mercimek
yapraklarinda H,O, ve MDA konsantrasyonlarinin artti§i, ancak diiire
uygulanmasmin As alimmi ve translokasyonunu azaltarak bu oksidatif stres
belirteglerinin konsantrasyonunu onemli Ol¢iide azalttigi raporlanmistir (Talukdar,
2016). Hem NO hem de dilirenin, elektrolit sizintistm, MDA ve H,0,
konsantrasyonlarin1 azalttig1 ve sonug olarak bitkilerde oksidatif stresi hafiflettigi
Rizwan ve ark. (2018) tarafindan da raporlanmistir. Oksidatif stres, iki doku ve
organellerine zarar veren ROT’larin asir1 birikmesiyle meydana gelir (Fryzova ve
ark., 2017). Bitkilerde ROT"'un asir1 birikmesi proteinler, lipitler ve niikleik asitler
gibi ¢esitli biyomolekiillerin zarar gormesine neden olur (Kumar ve ark., 2022b).
Bitkilerdeki antioksidan savunma sistemi, ROT olusumunu ve temizlenmesini

diizenleyerek ROT dengesinin korunmasina yardimci olur.

Bitkinin antioksidan savunma sistemi, SOD, KAT, POD, GPX, APOD ve GR
gibi enzimatik antioksidanlarin yami sira askorbat ve glutatyon gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar1 igerir (Rezayian ve ark., 2019). H,O, detoksifikasyonunda
onemli enzimler arasinda KAT ve APOD bulunmaktadir. SOD ve H,0, temizleyici
enzimler arasindaki hassas denge, H,O, birikimini kontrol etmek ve oksidatif hasari
onlemek icin ¢ok Onemlidir (Berwal ve ark., 2021). Ni stresi altinda KAT
aktivitesindeki azalma, artan ROT iiretimi veya APOD ve POD gibi enzimler
arasindaki dengesizliklerden kaynaklanabilir (Soares ve ark., 2016). Kesin
mekanizma bilinmemektedir, ancak enzim dengesindeki degisiklikler KAT
aktivitesindeki azalmaya katkida bulunabilir. NO’nun, enzim aktivitelerini (POD,
SOD, APOD ve KAT) uyararak pirincin Ni stresine karsi toleransini artirdigi ve
ROT olusumunu azalttig1 bildirilmistir (Rizwan ve ark., 2018).

Hem metal selatérii hem de ROT temizleyici olarak goérev yapan diiire,
bitkilerdeki antioksidan enzimleri diizenleyerek metal stresini etkili bir sekilde azaltir
(Talukdar, 2016; Wagqas ve ark., 2019). Cok sayida ¢alisma, dilirenin agir metal stresi

altindaki cesitli bitki tiirlerinde antioksidatif enzim aktiviteleri {izerindeki faydali
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etkilerini gostermistir (Xalxo ve Keshavkant, 2019; Upadhyay ve ark., 2022). Kaya
ve ark. (2022a), ditlire takviyesinin, ROT seviyelerini ve MDA konsantrasyonlarini
azaltarak bugdayda Pb stresini hafiflettigini bildirilmistir. Diiire uygulamasinin, ROT
temizleme mekanizmalarmi giiclendirerek ve antioksidatif enzim aktivitesini
uyararak bor stresi kaynakli lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi azalttigi
raporlanmistir (Kaya ve ark., 2013). Ayrica SOD, KAT, APOD ve POD aktivitesini
artirarak tuz stresinin neden oldugu oksidatif hasara karst koruma sagladigi
bildirilmistir (Sanaullah ve ark., 2016). Arastirma sonuglarimiz, Ni'ye maruz kalan
biber bitkilerine NO, diiire veya her ikisinin birlikte uygulanmasinin antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttirdigini gosterdi. Bu bulgular NO’nun biber bitkilerinde Ni

kaynakl1 oksidatif hasar1 azaltmadaki etkinligini gostermektedir.

NO; tarim topraklarindaki bitkiler i¢in 6nemli bir azot kaynagidir ve bitki
hiicrelerinde NR enzimi tarafindan NO, 'ye doniistiiriiliir (Loqué ve ark., 2003;
Gioseffi ve ark., 2012). Ancak Ni stresi, NO; alimini ve tasima mekanizmalarini
bozarak yaprak NO; konsantrasyonunu azaltabilir (Rizwan ve ark., 2019; Aqeel ve
ark., 2022). NR aktivitesindeki azalma ise, ROT’larin artmasindan veya NO;
mevcudiyetinin azalmasindan kaynaklanabilir (Rizwan ve ark., 2019). Calismamizda
Ni stresi hem NO; konsantrasyonunda hem de NR aktivitesinde onemli bir
azalmaya yol agti. NO; bitkilerde protein ve diger organik bilesiklerin sentezi igin
NH," formuna indirgenmelidir (Erdal ve Tiirk, 2016). NH,", esas olarak GS-GOGAT
enzimleri veya GDH ile amino asitlere ve proteinlere asimile edilir (Chen ve ark.,
2023; Liu ve ark., 2023).Ni stresi de dahil olmak iizere agir metal stresi, GS-GOGAT
dongiisiinii olumsuz yonde etkileyebilir ve GDH aktivitesini artirarak bitkilerde daha
yiiksek NH," seviyelerine yol agabilir (Sayyadi ve ark., 2022; Kaya ve ark., 2022b).
Sonug olarak arastirmamizda, NH," ve amino asit birikiminde bir artis, ¢oziiniir
protein igeriginde bir azalma gozlemledik. NO ve diilirenin yapraga uygulanmasi
biber bitkilerinde NR aktivitesini, NO; seviyelerini, N asimilasyonunu ve protein
sentezini diizenledi. Ayni zamanda GS-GOGAT dongiisiinii diizenleyerek Ni
toksisitesi altindaki NH," icerigini azaltt1. Bu etkiler, Ni toksisitesinin biber bitkileri

uzerindeki olumsuz etkisini hafifleterek stres toleransini arttirir.

Calismamizda, Ni stresi kosullarinda yapraklarda ve koklerde Ni birikiminin
arttigi, N, P ve K seviyelerinin azaldigr gézlemlendi. Bu bulgular, Altaf ve ark.
(2022) topraktaki Ni'nin mineral besin dengesini bozarak besin eksikliklerine yol
actigim1 vurgulayan sonuglariyla uyumludur. Bu calisma, besin dengesizliklerini
onlemek ve saglikli bitki biiylimesini tesvik etmek ic¢in topraktaki agir metal

kirliligini yonetmenin 6nemini vurgulamaktadir. Besin seviyelerindeki diisiis, stresli
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kosullar altinda yaygin olarak gézlemlenen fizyolojik ve metabolik siireclerdeki
bozukluklara baglanmaktadir (Hassan ve ark., 2019). Yapraktan NO veya diiire
uygulamasi, bitki kokleri ve yapraklarindaki Ni konsantrasyonunu azaltirken N, P ve
K seviyelerini artirmistir. Bu sonuglar, Soliman ve ark. (2019) sonuglaryla

uyumludur.

Ni stresi kosullarindaki biber bitkilerine NO ve dilirenin tek basina veya
birlikte uygulanmasi hiicre organellerindeki Ni konsantrasyonunun azalmasina yol
actl. Bu durum Ni'nin hiicresel olaylar lizerindeki toksik etkilerini 6nlemek i¢in bir
strateji olabilir (Zhang ve ark. 2019). Bu bulgularin ardindaki mekanizmalarin daha
iyl anlasilmasi i¢in daha fazla deney ve analiz gerekmektedir. Ancak sonuglarimiz,
Ni toksisitesinin 6nlenmesine yonelik Ninin hiicre duvarinda birikmesi ve Ni
alimmin diizenlenmesi gibi bilinen bitki stratejileriyle uyumludur. Yapraklar ve
kokler, birbirinden farkli fizyolojik islevleri nedeniyle strateji bakimindan farklilik
gosterir (Arikan ve ark. 2023). Yapraklar, Ni iyonlarini hiicre duvarina baglayarak ve
organellerdeki alimi azaltarak sitoplazmadaki Ni iyonlarimin konsantrasyonunu
sinirlar ve bu durum Ni toksisitesinin hafifletilmesinde etkili rol oynar (Saito ve ark.
2010). NO ve dilire uygulamalarindan sonra koklerin vakuoler c¢oziinebilir
fraksiyonundaki Ni konsantrasyonunun artmasi, Ni birikimi i¢in farkli bir stratejinin
varhigim gostermektedir. Bitkiler agir metal stresi ile basa ¢ikmak amaciyla fazla
metalleri vakuollerde biriktirirler (Sytar ve ark. 2021). NO ve diiire uygulamalari,
Ni'nin bu organeller i¢inde ¢Oziiniirliigiinii ve tutulmasini artirabilir, boylece fazla
Ni'yi hassas hiicresel olaylardan etkili bir sekilde izole edip depolayabilir (Mustafa
ve ark. 2023).

Ni, iireyi NH," doniistiiren iireazin kofaktorii olarak N metabolizmasi i¢in ¢ok
onemlidir (Barcelos ve ark., 2018; Joseph ve ark., 2022). Yetersiz Ni, yapraklardaki
ircaz aktivitesini azaltir, toksik {ire olusumuna neden olur, N metabolizmasini bozar,
kloroz ve nekroza yol acar (Ali, 2022). Yiiksek Ni konsantrasyonlar1 ayn1 zamanda
iireaz aktivitesini de tehlikeye atarak bitkilerdeki azot metabolizmasini etkileyebilir.
Aragtirma sonuglar1 ditirenin yiiksek Ni kosullar1 altinda Ni aliminm1 azaltarak bitki
stresini  hafifletebilecegini  gostermektedir. Bununla birlikte, yiiksek Ni
konsantrasyonuna sahip bolgelerde, Ozellikle de iirenin tek azot kaynagi oldugu
durumlarda diiire kullanimini optimize etmek onemlidir. Bu uyar diiirenin iireaz
enzimi tlizerindeki inhibitor etkisinden kaynaklanmaktadir (Khan ve ark., 2014). Bu
gibi durumlarda, yiiksek Ni konsantrasyonlar1 nedeniyle zaten azalmis olan iireaz
enzim aktivitesi, diiire tarafindan daha da bastirilabilir ve bitkilerde N kullanimi

etkilenebilir.
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5.2. Krom (Cr) toksisitesi kosullarinda tiamin (TA) ve hidrojen siilfit (H2S)
uygulamalarmin bitki toleransina etkisi

Cr bitkilerde normal metabolik siiregleri etkileyerek bitki biiylimesini
engelleyebilir (Ali ve ark., 2023). Bu calismada Cr stresi, daha onceki raporlarla
tutarli olarak biber bitkisinin biyokiitlesini azaltmistir (Singh ve ark., 2023a).
Eksojen TA uygulamalarinin, As (Atif ve Perveen, 2023) ve Cd (Kaya ve Aslan,
2020) stresi altinda bitki biiylimesini iyilestirdigi raporlanmistir. Benzer Sekilde
H,S’in Cr (Singh ve ark., 2023a), Cd (Guo ve ark., 2023) ve Pb (Gahghi ve ark.,
2022) stresi kosullarinda bitki biiytimesini iyilestirdigi bildirilmistir. Bu ¢alismada
onceki calismalarda benzer sekilde TA ve H,S’in Cr stresi altinda biber bitkilerinin
govde ve kok biiylimesini iyilestirdigi ve sonug olarak biyomas iiretimini arttirdigi
bulunmustur. Bulgularimizda 6nceki caligmalarla tutarli olarak Cr stresi altinda
stirgiinlerde Cr konsantrasyonunun arttig1 gozlemlendi (Fu ve ark., 2023; Sun ve ark.,
2023a). Buna karsin hem TA hem de H,S, stirgiinlerde biriken Cr miktarinda 6nemli
bir azalmaya yol agti. TA’nin As stresinde (Atif ve Perveen, 2023) ve H,S’in Cr
(Yang ve ark., 2023) stresinde benzer etkileri raporlanmistir. Ancak mevcut
literatiirde TA+H,S uygulamasinin Cr’nin detoksifikasyonundaki sinerjistik roliinii
acgiklayan bir calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada TA ve H,S kombinasyonu
siirgiinlerde Cr birikimini azaltmada tek basina uygulanmasindan daha etkili
olmustur. TA ve H,S uygulamasi ile biyokiitle iiretiminin artmasi, muhtemelen
kokler tarafindan besin elementlerinin aliminin artmast ve Cr'nin kokten {ist
kisimlarina transferinin azaltilmasi gibi faktorlere bagli olabilir. Ayn1 zamanda TA
ve H,S’in oksidatif stresin azaltilmasinda rol alan osmolitlerin, antioksidan
enzimlerin ve klorofil biyosentezinin iizerindeki arttirici etkilerine de bagl olabilir
(Haghi ve ark., 2022).

Cr stresinin klorofil bozulmalarina yol acarak bitkilerin fotosentetik
verimliligini dogrudan diistirdiigii bilinmektedir (Malik ve ark., 2021). Aymi
zamanda, ROT iiretimi elektron tasima zincirini bozar ve bu da PS-II verimliligini
daha da azaltir (Oukarroum ve ark., 2015). Calismamizda Cr toksisitesi, domates
(Sun ve ark., 2023b) ve bugday (Albgmi ve ark., 2023) {izerinde yapilan onceki
arastirmalarla tutarli olarak biber yapraklarinda klorofil, karotenoidler ve Fv/Fm'de
azalmaya yol agti. Cr stresi kosullarinda asir1 H,O, tiretiminin yani sira Cr’nin 0-
aminolevulinic acid dehydratase aktivitesi iizerindeki etkisi fotosentetik pigment
iceriginde meydana gelen azalmanin nedeni olabilir (Alamri ve ark., 2020). TA ve
H,S uygulamalar1 Cr stresli biber fidelerinde bu fotosentetik parametreleri

tyilestirmistir. H,S’in Cr stresi altinda fotosentezle ilgili parametreleri destekledigi
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bildirmistir (Ahmad ve ark., 2020). Ayrica TA’nin Cd stresi altindaki cilek
bitkilerinde bu parametreler lizerinde faydali etkileri raporlanmistir (Kaya ve Aslan,
2020). Arastirmamizda fotosentetik parametreler lizerine en etkili sonuglar her iki

kimyasalin kombinasyonunda elde edildi.

Yapraklarin bagil su igerigi bitki su durumunu bildiren 6nemli bir abiyotik
stres gostergesidir (Pandain ve ark., 2020). Cr stresi, bugday (Askari ve ark., 2021),
musir (Bashir ve ark., 2021), piring (Yang ve ark., 2021) ve domates (Jan ve ark.,
2020), bitkilerinde bildirilen sonuglarla benzer sekilde, biber fidelerinin yaprak
BSi'sini azaltt1. TA ve H,S'in tek basina veya kombinasyon halinde uygulanmasi, Cr
stresli biber fidelerinde yaprak BSI'sini iyilestirmistir. Bu durum azalan membran
hasar1 sonucu su dengesinin iyilesmesinden kaynaklaniyor olabilir. H,S’in, Cr
birikimini ve yer degistirme oranini azaltarak, kok/stirgiin uzunluklarini artirarak ve
antioksidan 6zellikleri iyilestirerek BSI’sini arttirabildigi raporlanmistir (Singh ve
ark., 2023). Bitkiler, metal toksisitesine karsi toleransi artiran prolin, flavonoidler ve
fenolikler gibi ¢esitli ikincil metabolitler tliretir. Bitki doku ve organlarindaki prolin
birikimi, metal toksisitesine bir tepki olmasina ragmen, bu durum sinyal iletimi ile
iliskili olabilir ve stres kosullarinda meydana gelen membran bozulmasini onler
(Hussain ve ark., 2022). Ayrica bu bilesikler bitkilerde su dengesinin korunmasinda
onemli rol oynar. Sonuglarimiz, Cr stresinin prolin ve fenolik seviyelerinde artisa yol
actigini gostermektedir. Bu durum, Cr stresli Pisum sativum (Umar ve ark., 2023) ve
Triticum aestivum (Ashraf ve ark., 2022) iizerinde yapilan 6nceki c¢alismalarla
tutarlidir. TA ve H,S’in kombinasyon halinde uygulanmasi, Cr stresli biber
fidelerinde yaprak BSI, prolin ve fenolik bilesik seviyelerini iyilestirerek bitkinin
stres toleransini arttirdi. H,S’in bu parametreler tizerindeki etkisi, Ni stresli kabak
(Valivand ve Amooaghaie, 2021) bitkilerinde bildirilen sonuglarla uyumludur.
Ayrica, TA’nin bu parametreleri diizenleyerek ve oksidatif stresi azaltarak su
iliskilerini iyilestirdigi kanitlanmistir (Jabeen ve ark., 2022). Sonug¢ olarak Cr
stresinin TA ve H,S tarafindan 1iyilestirilmesi muhtemelen artan metabolit

igeriginden kaynaklanmaktadir.

Onceki c¢alismalar, Cr toksisitesinin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
tetikledigini ve bitkide biiyiik 6lgiide biriktigini rapor etmislerdir (Wakeel ve ark.,
2020; Basit ve ark., 2022a; Sun ve ark., 2023a). Calismamizda, Cr stresi biber
bitkilerinde oksidatif stresin onemli gostergeleri olan ES, MDA ve H,0,’nin
ylikselmesine neden oldu. Buna karsin TA ve H,S’in tek basina veya kombinasyon
halinde uygulanmasmin bu parametreleri 6nemli diizeyde azalttigi yani oksidatif
stresi hafiflettigi bulundu. Bashir ve ark. (2023), TA’nin bugdayda ES, MDA ve
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H,0, seviyelerini azalttigin1 raporlamistir. Singh ve ark. (2022), H,S’in Cr stresi
altindaki bugday ve piringte bu parametreler lizerindeki benzer etkilerini bildirmistir.
Bitkiler, hiicrelerde asirt ROT olusumunu 6nleyen yerlesik bir antioksidan savunma
mekanizmasina sahiptir (Ali ve ark., 2019). Bu antioksidan enzimler ROT'un
temizlenmesinde ve noétralize edilmesinde 6nemli rol oynar (Hasanuzzaman ve ark.,
2020). Calismamizda, Cr’ye maruz kalan biber bitkilerine TA ve H,S
uygulanmasinin antioksidatif enzimlerin aktivitesini arttirdigim1 gozlemledik. Daha
onceki raporlar TA’nin antioksidan enzimlerin gelistirilmesi yoluyla bitkilerde
oksidatif stresi hafiflettigini bildirmistir (Bahuguna ve ark., 2012; Kaya ve ark.,
2015; Naheed ve ark., 2022). Bu durum Cr stresi altinda TA uygulamasi ile bitki
biliylimesinde meydana gelen artisin, antioksan enzimlerin artmasiyla oksidatif stresin
azalmasinin sonucunda fotosentezde meydana gelen artistan kaynaklandigini
gostermektedir. Cok sayida ¢alisma, H,S’in antioksidan enzim aktivitelerini tesvik
ederek agir metal kaynakli oksidatif hasar1 azalttigini, boylece MDA ve H,0O,
konsantrasyonlarimi diislirdiigiinii ileri stirmiistiir (Javad ve ark., 2022; Kaur ve ark.,
2022b; Li ve ark., 2021). Bu bulgular, mevcut deneyimizde kaydedilen sonuglar ile
uyumludur. Arastirmamizda, TA ve H,S kombinasyonun antioksidan savunma
sistemini gliclendirmede tek basina olduklarindan daha etkili olduklar1 gézlemlendi.
Kaya ve Aslan (2020), TA ve H,S’in birlikte uygulanmasinin ¢ilek bitkisinde Cd
kaynakl1 oksidatif stresin hafifletilmesinde tek basina uygulanmalarindan daha etkili
oldugu bildirmistir. Bu sonuglar iki bilesigin oksidatif stresi azaltmada sinerjistik etki

gosterdiklerinin kanitidir.

Bitkiler tarafindan alinan NO; ‘lin organik bilesiklere katilmadan 6nce
NH,"e indirgenmesi gerekir (Gajewska ve Sklodowska, 2009). NR, bu indirgeme
stirecindeki ilk enzimdir. Bu ¢alismada, biber fidelerinin siirgiinlerinde Cr toksisitesi
altinda NR aktivitelerinde ve NO; seviyelerinde belirgin bir azalma kaydedildi. NR
aktivitelerindeki bu azalma, kokler tarafindan NO; aliminin azalmasindan ve
ksilemde diisik NO; tasmmmasindan kaynaklaniyor olabilir (Gangwar ve Singh,
2011). NR ve NiR aktiviteleri sonucu veya dogrudan alinim yoluyla biriken NH,",
GS-GOGAT ve GDH ile amino asitlere ve proteinlere asimile edilir (Chen ve ark.,
2023; Liu ve ark., 2023). NH,", hiicre i¢in oldukca toksiktir ve bu nedenle hizla
asimile edilmelidir. Calismamizda Cr toksisitesi kosullarinda biber fidelerinde NH,"
iceriginin arttig1 gozlemlendi. NH," konsantrasyonunda meydana gelen bu artis NH,"
asimilasyonunda rol oynayan enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen azalmadan
kaynaklaniyor olabilir. Daha o6nceki raporlar Cr toksisitesi kosullarinda NH,"
konsantrasyonunda énemli bir artis, GDH ve GOGAT aktivitelerinde ise belirgin bir
azalmanin meydana geldigini bildirmistir (Shahid ve ark., 2018; Khan ve ark.,
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2023c). Calismamizda daha onceki raporlarla benzer sekilde Cr stresi altinda GS-
GOGAT ve GDH aktivitelerinde diizensizlik gozlemlendi. Bu durum stresli fidelerin
GS-GOGAT sisteminin NH, i, N iceren organik bilesiklere etkili bir sekilde asimile
etmedigini gostermektedir. GS ve GOGAT aktivitelerindeki azalmanin bu enzim
proteinlerinin tahribatina neden olan ROT iireminden kaynaklandig: diisiiniilmektedir
(Gangwar ve ark., 2011). Sonug olarak arastirmamizda, ¢ozliniir protein i¢eriginde
azalma ve serbest amino asitlerde artis gozlemledik. Bu durum, N asimilasyonunun
ve ¢Ozilinlir proteinlerin biyosentezinin azaldigini gostermektedir. TA ve H,S’in
yapraga uygulanmasi biber bitkilerinde NR aktivitesi ve GS-GOGAT dongiisiinii
diizenleyerek N asimilasyonunu 1iyilestirdi ve protein sentezini arttirdi. N
asimilasyonu silirecinin diizenlenmesi ve protein sentezinin gelistirilmesi stresin

hafifletilmesine katkida bulundugu diisiiniilmektedir.

Cr, birgok temel elementle yakin yapisal benzerlige sahip oldugundan,
bitkilerde mineral besin durumunu etkileyebilir (Ali ve ark., 2018). Bu yapisal
benzerlik nedeniyle besinlerin alimini, translokasyonunu ve birikmesini engeller
(Zaheer ve ark., 2020). Calismamizda, Cr stresinin bitki biiyiimesini olumsuz
etkiledigi, yapraklarin Cr igerigini arttirdigi, yapraklarda ve koklerde N, P ve K
seviyelerini azalttigi gozlemlendi. Bu bulgular, Ma ve ark. (2022)’nin gelisme
ortaminda artan Cr’nin mineral besin dengesini bozarak besin eksikliklerine yol
actigim1 vurgulayan sonuglariyla uyumludur. Besin seviyelerindeki diisiis, stresli
kosullar altinda yaygin olarak gozlemlenen fizyolojik ve metabolik siireclerdeki
bozukluklara baglanmaktadir (Hassan ve ark., 2019). TA veya H,S uygulamasi,
yapraklarindaki Cr konsantrasyonunu azaltirken, yaprak ve koklerde N, P ve K
seviyelerini artirmistir. Sonugta TA ve H,S kombinasyonu Cr stresi kosullarinda
mineral beslenme, fotosentez, antioksidan enzimlerin iyilestirilmesi ve azot
metabolizmasimin diizenlenmesi yoluyla biber bitkilerinde biiylimenin artmasini
saglamistir. Tiim bu sonuglar agisindan bu iki bilesin kombinasyonu tek basina

uygulamalarindan daha etkili bulunmustur.
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6. SONUCLAR

Bitki biiyiime diizenleyicilerinin tek basina uygulamalarinin hem normal hem
de stresli kosullar altinda bitki biiylimesini destekledigi bilinmektedir. Bu ¢alisma,
biber fidelerinde nikel ve krom toksisitesinin azaltilmasinda farkli bitki biiylime

diizenleyicilerinin sinerjistik etkilerini ortaya koymaktadir.

Nikel ve Krom stresinin bitkilerde kok biiylimesinin, besin ve su aliminin
azalmasina, fotosentetik mekanizmanin bozulmasina, azot metabolizmasinin
bozulmasina ve oksidatif strese yol acarak bitki biiylimesini engelledigini
gbzlemledik. NO ve Dilirenin bireysel uygulamalarina kiyasla kombinasyonlarinin
stresin etkilerinin azaltilmasinda daha etkili oldu. Sonuglar bu iki bilesigin Ni stresi
kosullarinda, antioksidan savunma sisteminin, azot metabolizmasinin ve hiicre igi
nikel dagilimimnin diizenlenmesi yoluyla stresi hafiflettigini gostermektedir. TA ve
H,S’in bireysel uygulamalarina kiyasla kombinasyonlarinin Cr stresinin etkilerinin
azaltilmasinda oOnemli rol oynadigini gozlemledik. Bu iki kimyasalin birlikte
uygulanmast muhtemelen Cr’un transklasyonunu azaltarak, besin alimini,
antioksidan savunma sistemini ve azot metabolizmasini diizenleyerek Cr stresinin

etkilerini azaltti.
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7. ONERILER

Calisma bitki stres fizyolojisi ve biyokimyas1 alaninda gelecekteki
arastirmalar i¢in yeni Oneriler sunmaktadir. Gelecekteki caligmalarda bu bilesiklerin
farkli bitki tiirlerinde ve cesitli agir metal stresleri altindaki kombine etkileri
arastirllmalidir. Ek olarak, bu bilesiklerin agir metallere karsi bitki toleransini
arttirmadaki sinerjik etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasi i¢in gen

ifadelerindeki degisimler ve diger hormonlarin endojen birikimleri incelenmelidir.

Bu bilesiklerin iyilestirici etkileri agir metallerce kirlenmis topraklarda test
edilmelidir. Ayrica, bu ¢alismada elde edilen sonuclar dikkate alinarak, agir metalle
kirlenmis alanlarda yapilacak saha c¢aligsmalar1 ile bitkisel iiretim boyutunda ele
alindigr uygun maliyetli, ekonomik bir c¢oziimiin olup olamayacagi ortaya

konulmalidir.

93



KAYNAKLAR
Abd_Allah, E. F., Hashem, A., Alam, P., and Ahmad, P., 2019. Silicon alleviates
nickel-induced oxidative stress by regulating antioxidant defense and

glyoxalase systems in mustard plants. Journal of Plant Growth
Regulation, 38, 1260-1273. https://doi.org/10.1007/s00344-019-0993 1 -y

Abd Elnabi, M. K., Elkaliny, N. E., Elyazied, M. M., Azab, S. H., Elkhalifa, S. A.,
Elmasry, S., Mouhamed, M. S., Shalamesh, E. M., Alhorieny, N. A., and Abd
Elaty, A. E., 2023. Toxicity of heavy metals and recent advances in their
removal: A review. Toxics, 11(7), 580.
https://doi.org/10.3390/toxics 11070580

Abidin, A. A. Z., Wong, S. Y., Rahman, N. S. A., Idris, Z. H. C., and Balia Yusof, Z.
N., 2016. Osmotic, oxidative and salinity stresses upregulate the expressions
of thiamine (Vitamin B1) biosynthesis genes (THIC and THI1/THI4) in oil
palm (Elaies guineensis). Journal of Oil Palm Research, 28(3), 308-319.
https://doi.org/10.21894/jopr.2016.2803.07

Adhikari, A., Adhikari, S., Ghosh, S., Azahar, 1., Shaw, A. K., Roy, D., Saha, S., and
Hossain, Z., 2020. Imbalance of redox homeostasis and antioxidant defense

status in maize under chromium (VI) stress. Environmental and Experimental
Botany, 169, 103873. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2019.103873

Aebi, H., 1984. Catalase in vitro. Methods in Enzymology, 105, 121-126.
https://doi.org/10.1016/s0076-6879(84)05016-3

Agbaria, H., Heuer B., and Zieslin, N., 1998. Rootstock-imposed alterations in
nitrate reductase and glutamine synthetase activities in leaves of rose plants.
Biologia Plantarum, 41, 85-91. https://doi.org/10.1023/A:100171 6617289

Ahmad, A., Khan, W. U., Shah, A. A., Yasin, N. A., Naz, S., Ali, A., Tahir, A., and
Batool, A. 1., 2021. Synergistic effects of nitric oxide and silicon on
promoting plant growth, oxidative stress tolerance and reduction of arsenic
uptake in  Brassica  juncea. Chemosphere, 262, 128384.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.128384

Ahmad, P., Ahanger, M. A., Alyemeni, M. N., Wijaya, L., and Alam, P., 2018.
Exogenous application of nitric oxide modulates osmolyte metabolism,
antioxidants, enzymes of ascorbate-glutathione cycle and promotes growth
under cadmium stress in tomato. Protoplasma, 255(1), 79-93.

https://doi.org/10.1007/s00709-017-1132-x

Ahmad, P., Alyemeni, M. N., Wijaya, L., Ahanger, M. A., Ashraf, M., Alam, P.,
Paray, B. A., and Rinklebe, J., 2021. Nitric oxide donor, sodium nitroprusside,
mitigates mercury toxicity in different cultivars of soybean. Journal of
Hazardous Materials, 408, 124852.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2020.124852

Ahmad, R., Ali, S., Abid, M., Rizwan, M., Ali, B., Tanveer, A., Ahmad, 1., AZAM,
M., and GHANI, M. A., 2020. Glycinebetaine alleviates the chromium
toxicity in Brassica oleracea L. by suppressing oxidative stress and

94



modulating the plant morphology and photosynthetic
attributes. Environmental Science and Pollution Research, 27, 1101-1111.
https://doi.org/10.1007/s11356-019-06761-z

Ahmad, R., Ali, S., Rizwan, M., Dawood, M., Farid, M., Hussain, A., Wijaya, L.,
Alyemeni, M. N., and Ahmad, P., 2020. Hydrogen sulfide alleviates
chromium stress on cauliflower by restricting its uptake and enhancing
antioxidative  system.  Physiologia  Plantarum, 168(2), 289-300.
https://doi.org/10.1111/ppl.13001

Ahmad, S., Mfarrej, M. F. B., El-Esawi, M. A., Waseem, M., Alatawi, A., Nafees,
M., Saleem, M. H., Rizwan, M., Yasmeen, T., Anayat, A., and ALi, S., 2022.
Chromium-resistant Staphylococcus aureus alleviates chromium toxicity by
developing synergistic relationships with zinc oxide nanoparticles in
wheat.  Ecotoxicology —and  Environmental  Safety, 230, 113142.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2021.113142

Alam, P., Balawi, T. H., Altalayan, F. H., Hatamleh, A. A., Ashraf, M., and Ahmad,
P., 2021. Silicon attenuates the negative effects of chromium stress in tomato
plants by modifying antioxidant enzyme activities, ascorbate—glutathione

cycle and glyoxalase system. Acta Physiologiae Plantarum, 43(7), 110.
https://doi.org/10.1007/s11738-021-03276-4

Alamri, S., Ali, HM., Khan, M.ILR., Singh, V.P., and Siddiqui, M.H., 2020.
Exogenous nitric oxide requires endogenous hydrogen sulfide to induce the
resilience through sulfur assimilation in tomato seedlings under hexavalent
chromium toxicity. Plant Physiology and Biochemistry, 155, 20-34.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.07.003

Albgmi, M., Selim, S., Yaghoubi Khanghahi, M., Crecchio, C., Al-Sanea, M. M.,
Alnusaire, T. S., Amuhayawi, M.S., Al-Jaouni, S.K., Hussein, S., Warrad, M.,
and Abdelgawad, H., 2023. Chromium (VI) Toxicity and Active Tolerance
Mechanisms of Wheat Plant Treated with Plant Growth-Promoting
Actinobacteria and Olive Solid Waste. ACS Omega, 8(36), 32458-32467.
https://doi.org/10.1021%2Facsomega.3c02447

Alharby, H. F., and Ali, S., 2022. Combined role of Fe nanoparticles (Fe NPs) and
Staphylococcus aureus L. in the alleviation of chromium stress in rice
plants. Life, 12(3), 338. https://doi.org/10.3390/1ife12030338

Ali, B., 2022. Physiological role, toxicity, hyperaccumulation, and tolerance of
nickel in plants. V., Kumar, A., Sharma and R., Setia (Ed.), Appraisal of
Metal  (Loids) in  the  Ecosystem  (s. 105-134).  Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-85621-8.00001-7

Ali, M. A., Fahad, S., Haider, 1., Ahmed, N., Ahmad, S., Hussain, S., and Arshad,
M., 2019. Oxidative stress and antioxidant defense in plants exposed to
metal/metalloid toxicity. M., Hasanuzzaman, V., Fotopoulos, K., Nahar and
M., Fujita (Ed.), Reactive oxygen, nitrogen and sulfur species in plants:
production, metabolism, signaling and defense mechanisms (s. 353-370). John

95



Wiley & Sons Ltd. https://doi.org/10.1002/9781119468677.ch15

Ali, S., Mir, R. A., Tyagi, A., Manzar, N., Kashyap, A. S., Mushtaq, M., M., Raina,
A., Park, S., Sharma, S., Mir, Z.A., and Bae, H., 2023. Chromium toxicity in
plants: signaling, mitigation, and future perspectives. Plants, 12(7), 1502.
https://doi.org/10.3390/plants12071502

Ali, S., Rizwan, M., Bano, R., Bharwana, S. A., Rehman, M. Z. U., Hussain, M. B.,
and Al-Wabel, M. 1., 2018. Effects of biochar on growth, photosynthesis, and

chromium (Cr) uptake in Brassica rapa L. under Cr stress. Arabian Journal of
Geosciences, 11, 1-9. https://doi.org/10.1007/s12517-018-3861-3

Alnusairi, G. S., Mazrou, Y. S., Qari, S. H., Elkelish, A. A., Soliman, M. H., Eweis,
M., Abdelaal, K., El-Samad, G. A., Ibrahim M. F. M., and Elnahhas, N.,
2021. Exogenous nitric oxide reinforces photosynthetic efficiency, osmolyte,
mineral uptake, antioxidant, expression of stress-responsive genes and

ameliorates the effects of salinity stress in wheat. Plants, 10(8), 1693.
https://doi.org/10.3390/plants 10081693

Altaf, M. A., Hao, Y., He, C., Mumtaz, M. A., Shu, H., Fu, H., and Wang, Z., 2022.
Physiological and Biochemical Responses of Pepper (Capsicum annuum L.)
Seedlings to Nickel Toxicity. Frontiers in Plant Science, 13, 950392.
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.950392

Altaf, M. A., Hao, Y., Shu, H., Mumtaz, M. A., Cheng, S., Alyemeni, M. N., Parvaiz,
A., and Wang, Z., 2023. Melatonin enhanced the heavy metal-stress tolerance
of pepper by mitigating the oxidative damage and reducing the heavy metal
accumulation.  Journal of Hazardous  Materials, 454, 131468.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2023.131468

Altaf, M. A., Shahid, R., Ren, M. X., Altaf, M. M., Jahan, M. S., and Khan, L. U.,
2021. Melatonin mitigates nickel toxicity by improving nutrient uptake fluxes,
root architecture system, photosynthesis, and antioxidant potential in tomato
seedling. Journal of Soil Science and Plant Nutrition, 21(3), 1842-1855.
https://doi.org/10.1007/s42729-021-00484-2

Anas, M., Liao, F., Verma, K. K., Sarwar, M. A., Mahmood, A., Chen, Z. L., Li, Q.,
Zeng, X. P, Liu, Y., and Li, Y. R., 2020. Fate of nitrogen in agriculture and
environment: agronomic, eco-physiological and molecular approaches to

improve nitrogen use efficiency. Biological Research, 53(1), 1-20.
https://doi.org/10.1186/s40659-020-00312-4

Anjum, S. A., Ashraf, U., Imran, K. H. A. N., Tanveer, M., Shahid, M., Shakoor, A.,
and Longchang, W. A. N. G., 2017. Phyto-toxicity of chromium in maize:
oxidative damage, osmolyte accumulation, anti-oxidative defense and
chromium uptake. Pedosphere, 27(2), 262-273.
https://doi.org/10.1016/S1002-0160(17)60315-1

Antonious, G. F., and Kochhar, T. S., 2009. Mobility of heavy metals from soil into

hot pepper fruits: a field study. Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicology, 82(1), 59-63. https://doi.org/10.1007/s00128-008-9512-8

96



Ageel, U., Parwez, R., Aftab, T., Khan, M. M. A., and Naeem, M., 2022. Exogenous
calcium repairs damage caused by nickel toxicity in fenugreek (7rigonella
foenum-graecum L.) by strengthening its antioxidant defense system and
other functional attributes. South African Journal of Botany, 150, 153-160.
https://doi.org/10.1016/.sajb.2022.07.025

Arif, M. S., Yasmeen, T., Abbas, Z., Ali, S., Rizwan, M., Aljarba, N. H., Alkahtani,
S., and Abdel-Daim, M. M., 2021. Role of exogenous and endogenous
hydrogen sulfide (H,S) on functional traits of plants under heavy metal
stresses: a recent perspective. Frontiers in Plant Science, 11, 545453.
https://doi.org/10.3389/1pls.2020.545453

Arikan, B., Yildiztugay, E., and Ozfidan-Konakci, C., 2023. Protective role of
quercetin and kaempferol against oxidative damage and photosynthesis

inhibition in wheat chloroplasts under arsenic stress. Physiologia Plantarum,
175, e13964. https://doi.org/10.1111/ppl.13964

Arnon, D. 1., 1949. Copper enzymes in isolated chloroplasts. polyphenoloxidase in
Beta vulgaris. Plant Physiology, 24, 1-15. https://doi.org/10.1104/pp.24.1.1

Ashraf, M. A., Rasheed, R., Hussain, I., Igbal, M., Farooq, M. U., Saleem, M. H.,
and Ali, S., 2022. Taurine modulates dynamics of oxidative defense,
secondary metabolism, and nutrient relation to mitigate boron and chromium

toxicity in Triticum aestivum L. plants. Environmental Science and Pollution
Research, 29(30), 45527-45548. https://doi.org/10.1007/s11356-022-19066-5

Askari, S. H., Ashraf, M. A., Ali, S., Rizwan, M., and Rasheed, R., 2021. Menadione
sodium bisulfite alleviated chromium effects on wheat by regulating oxidative
defense, chromium speciation, and ion homeostasis. Environmental Science
and Pollution Research, 28, 36205-36225.
https://doi.org/10.1007/s11356-021-13221-0

Atif, M., and Perveen, S., 2023. Maize grain nutritional quality amelioration with
seed-applied  thiamine and indole-3-acetic acid under arsenic
toxicity. Environment, Development and Sustainability, 26(3), 7827-7855.
https://doi.org/10.1007/s10668-023-03037-y

Atif, M., Perveen, S., Parveen, A., Mahmood, S., Saced, M., and Zafar, S., 2022.
Thiamine and indole-3-acetic acid induced modulations in physiological and
biochemical characteristics of maize (Zea mays L.) under arsenic
stress. Sustainability, 14(20), 13288. https://doi.org/10.3390/sul142013288

Atsdr, u., 2007. CERCLA priority list of hazardous
substances. http.//www.atsdr.cdc. gov/cercla/07list.html.

Ayub, M. A., Ur Rehman, M. Z., Umar, W., Adnan, M., Farooqi, Z. U. R., Naveed,
M., Aslam, M. Z., and Ahmad, H. R., 2021. Physiological mechanisms and
adaptation strategies of plants under heavy metal micronutrient
deficiency/toxicity conditions. T., Aftab and K.R., Hakeem (Ed.), Frontiers in
Plant-Soil Interaction (s. 413-458). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-90943-3.00016-X

97



Badawy, I. H., Hmed, A. A., Sofy, M. R., and Al-Mokadem, A. Z., 2022. Alleviation
of Cadmium and Nickel Toxicity and Phyto-Stimulation of Tomato Plant L.

by Endophytic Micrococcus luteus and Enterobacter cloacae. Plants, 11(15),
2018. https://doi.org/10.3390/plants11152018

Bahuguna, R. N., Joshi, R., Shukla, A., Pandey, M., and Kumar, J., 2012. Thiamine
primed defense provides reliable alternative to systemic fungicide
carbendazim against sheath blight disease in rice (Oryza sativa L.). Plant
Physiology and Biochemistry, 57, 159-167.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2012.05.003

Bao, Z., Feng, H., Tu, W., Li, L., and Li, Q., 2022. Method and mechanism of
chromium removal from soil: a systematic review. Environmental Science
and Pollution Research, 29(24), 35501-35517.
https://doi.org/10.1007/s11356-022-19452-z

Barcelos, J.P.Q., Reis, H.P.G., Godoy, C.V., Gratdo, P.L., Furlani Junior, E., Putti, F.
F., Campos, M., and Reis, A. R., 2018. Impact of foliar nickel application on
urease activity, antioxidant metabolism and control of powdery mildew
(Microsphaera diffusa) in soybean plants. Plant Pathology, 67(7), 1502-1513.
https://doi.org/10.1111/ppa.12871

Barrs, H.D., and Weatherley, P.E., 1962. A Re-Examination of the Relative
Turgidity Technique for Estimating Water Deficits in Leaves. Australian
Journal of Biological Sciences, 15, 413-428.
http://dx.doi.org/10.1071/B19620413

Bashir, M. A., Wang, X., Naveed, M., Mustafa, A., Ashraf, S., Samreen, T., Nadeem,
S. M., and Jamil, M., 2021. Biochar mediated-alleviation of chromium stress
and growth improvement of different maize cultivars in tannery polluted
soils. [International Journal of Environmental Research and Public

Health, 18(9), 4461. https://doi.org/10.3390/ijerph18094461

Bashir, R., Igbal, S., Awais, M., Afzal, B., Shakoor, M. B., and Igbal, M., 2023.
Thiamine (vitamin B1) helps to regulate wheat growth and yield under water
limited conditions by adjusting tissue mineral content, cytosolutes and
antioxidative enzymes. Plant Growth Regulation, 1-14.
https://doi.org/10.1007/s10725-023-01045-6

Basit, F., Bhat, J. A., Dong, Z., Mou, Q., Zhu, X., Wang, Y., Hu, J., Jan, B.L.,
Shakoor, A., Guan, Y., and Ahmad, P., 2022a. Chromium toxicity induced
oxidative damage in two rice cultivars and its mitigation through external
supplementation of brassinosteroids and spermine. Chemosphere, 302,

134423, https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.134423

Basit, F., Ulhassan, Z., Mou, Q., Nazir, M. M., Hu, J., Hu, W., Song, W., Sheteiwy,
M.S., Zhou, W., Bhat, J.A., Jeddi, K., Hessini, K., and Allakhverdiev, S.,
2022b. Seed priming with nitric oxide and/or spermine mitigate the chromium
toxicity in rice (Oryza sativa) seedlings by improving the carbon-assimilation
and minimising the oxidative damages. Functional Plant Biology.

98



https://doi.org/10.1071/FP21268

Bates, L. S., Waldren, R. P., and Teare, 1. D., 1973. Rapid determination of free
proline for water stress studied. Plant and Soil, 39, 205-207.
https://doi.org/10.1007/BF00018060

Beauchamp, C., and Fridovich, 1., 1971. Superoxide Dismutase: Improved Assays
and an Assay Applicable to Acrylamide Gels. Analytical Biochemistry, 44,
276-287.

http://dx.doi.org/10.1016/0003-2697(71)90370

Begum, W., Rai, S., Banerjee, S., Bhattacharjee, S., Mondal, M. H., Bhattarai, A.,
and Saha, B., 2022. A comprehensive review on the sources, essentiality and
toxicological profile of nickel. RSC Advances, 12(15), 9139-9153.
https://doi.org/10.1039/D2RA00378C

Benito, P., Ligorio, D., Bellon, J., Yenush, L., and Mulet, J. M., 2022. A fast method
to evaluate in a combinatorial manner the synergistic effect of different

biostimulants for promoting growth or tolerance against abiotic stress. Plant
Methods, 18(1), 1-17. https://doi.org/10.1186/s13007-022-00943-6

Beri, A., and Sharma, R., 2016. Nickel toxicity to photosynthetic attributes in the
leaves of lentil (Lens culnaris Medic. Masar). International Journal of
Advanced Research, 2(8), 239-242.

Berwal, M.K., Kumar, R., Prakash, K., Rai, G.K., Hebbar, K.B. 2021 Antioxidant
Defense System in Plants Against Abiotic Stress. G.K., Rai, R.R., Kumar and
S., Bagati (Ed.), Abiotic Stress Tolerance Mechanisms in Plants (s. 175-202).
CRC Press, London. https://doi.org/10.1201/9781003163831

Bhalerao, S. A., and Sharma, A. S., 2015. Chromium: As an environmental
pollutant. [International Journal of Current Microbiology and Applied
Sciences, 4(4), 732-746.

Bhalerao, S. A., Sharma, A. S., and Poojari, A. C. 2015. Toxicity of nickel in
plants. International Journal of Pure and Applied Bioscience 3(2), 345-355.

Bhardwaj, S., Verma, T., Raza, A., and Kapoor, D., 2023. Silicon and Nitric Oxide-
Mediated Regulation of Growth Attributes, Metabolites and Antioxidant

Defense System of Radish (Raphanus sativus L.) under Arsenic
Stress. Phyton, 92(3). http://dx.doi.org/10.32604/phyton.2023.025672

Bradford, M. M., 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of micro
gram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, 72, 248-254. https://doi.org/10.1006/abio.1976.9999

Cataldo, D.A., Maroon, M., Schrader, L.E., and Youngs, V.L., 1975. Rapid
colorimetric determination of nitrate in plant tissue by nitration of salicylic

acid. Communications in Soil Science and Plant Analysis, 6(1), 71-80.
https://doi.org/10.1080/00103627509366547

Chen, M., Zhu, K., Xie, J., Liu, J., Qiao, Z., Tan, P., and Peng, F., 2023. Ammonium-
nitrate mixtures dominated by NH4+-N promote the growth of pecan (Carya

99



illinoinensis) through enhanced N uptake and assimilation. Frontiers in Plant
Science, 14, 1186818. https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1186818

Chen, T., Liu, X., Zhang, X., Chen, X., Tao, K., and Hu, X., 2016. Effect of alkyl
polyglucoside and nitrilotriacetic acid combined application on lead/ pyrene
bioavailability and dehydrogenase activity in co-contaminated soils.
Chemosphere 154, 515-520. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.
03.127

Chen, Z., Liu, Q., Zhang, S., Hamid, Y., Lian, J., Huang, X., Zou, T., Lin, Q., Feng,
Y., He, Z., and Yang, X., 2024. Foliar application of plant growth regulators
for enhancing heavy metal phytoextraction efficiency by Sedum alfredii

Hance in contaminated soils: Lab to field experiments. Science of The Total
Environment, 913, 169788. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2023.169788

Christou, A., Georgiadou, E. C., Zissimos, A. M., Christoforou, I. C., Christofi, C.,
Neocleous, D., Dalias, P., Torrado, S.0.C.A., Argyaki, A., and Fotopoulos,
V., 2020. Hexavalent chromium leads to differential hormetic or damaging
effects in alfalfa (Medicago sativa L.) plants in a concentration-dependent
manner by regulating nitro-oxidative and proline metabolism. Environmental
Pollution, 267, 115379. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2020.115379

Christou, A., Georgiadou, E. C., Zissimos, A. M., Christoforou, I. C., Christofi, C.,
Neocleous, D., Dalias, P., Torrado, S.O.C.A., Argyaki, A., and Fotopoulos,
V., 2021. Uptake of hexavalent chromium by tomato (Solanum lycopersicum
L.) plants and mediated effects on their physiology and productivity, along
with fruit quality and safety. Environmental and Experimental Botany, 189,
104564. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2021.104564

Cui, Z., Gao, Y., Guo, L., Wu, B., Yan, B., Wang, Y., Liu, H., Li, G., Wang, Y., and
Wang, H., 2022. Optimal Effects of Combined Application of Nitrate and
Ammonium Nitrogen Fertilizers with a Ratio of 3: 1 on Grain Yield and
Water Use Efficiency of Maize Sowed in Ridge—Furrow Plastic Film
Mulching in  Northwest  China.  Agronomy, 12(12),  2943.
https://doi.org/10.3390/agronomy 12122943

Cvikrova, M., Hrubcova, M., Vigner, M., Machackova, I. and Eder, J., 1994.
Phenolic acids and peroxidase activity in alfalfa (Medicago sativa)

embryogenic cultures after ethephon treatment. Physiologia Plantarum, 91,
226-233. https://doi.org/10.1111/j.1399-3054.1994.tb00423 .x

Deng, T. H. B., Van Der Ent, A., Tang, Y. T., Sterckeman, T., Echevarria, G., Morel,
J. L., and Qiu, R. L., 2018. Nickel hyperaccumulation mechanisms: a review
on the current state of knowledge. Plant and Soil, 423, 1-11.
https://doi.org/10.1007/s11104-017-3539-8

Dionisio-Sese, M. L., and Tobita, S., 1998. Antioxidant responses of rice seedlings to
salinity stress. Plant Science, 135, 1-9.
https://doi.org/10.1016/S0168-9452(98)00025-9

Doyi, 1., Essumang, D., Gbeddy, G., Dampare, S., Kumassah, E., and Saka, D., 2018.

100



Spatial distribution, accumulation and human health risk assessment of heavy
metals in soil and groundwater of the Tano Basin, Ghana. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 165, 540-546.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2018.09.015

Dubois, M., Gilles, A., Hamilton, K., Rebers, A., and Smith, F., 1956. Colorimetric
method for determination of sugars and related substances. Analytical
Chemistry, 28, 350-356. https://doi.org/10.1021/ac60111a017

El-Shazoly, R. M., Metwally, A. A., and Hamada, A. M., 2019. Salicylic acid or
thiamin increases tolerance to boron toxicity stress in wheat. Journal of Plant
Nutrition, 42(7), 702-722. https://doi.org/10.1080/01904167.2018.1549670

Elsayed, S., Mistele, B., and Schmidhalter, U., 2011. Can changes in leaf water
potential be assessed spectrally?. Functional Plant Biology, 38(6), 523-533.
https://doi.org/10.1071/FP11021

Emamverdian, A., Ding, Y., Barker, J., Mokhberdoran, F., Ramakrishnan, M., Liu,
G., and Li, Y., 2021. Nitric oxide ameliorates plant metal toxicity by
increasing  antioxidant capacity and reducing Pb and Cd
translocation. Antioxidants, 10(12), 1981.
https://doi.org/10.3390/antiox 10121981

Erdal, S., and Turk, H., 2016. Cysteine-induced upregulation of nitrogen metabolism-
related genes and enzyme activities enhance tolerance of maize seedlings to
cadmium stress. Environmental and Experimental Botany 132, 92-99.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2016.08.014

Faizan, M., Alam, P., Rajput, V. D., Faraz, A., Afzal, S., Ahmed, S. M., Yu, F. Y.,
Minkina, T., and Hayat, S., 2023. Nanoparticle mediated plant tolerance to
heavy metal stress: what we know?. Sustainability, 15(2), 1446.
https://doi.org/10.3390/sul15021446

Fryzova, R., Pohanka, M., Martinkova, P., Cihlarova, H., Brtnicky, M., Hladky, J.,
and Kynicky, J., 2017. Oxidative stress and heavy metals in plants. Reviews of
Environmental — Contamination  and  Toxicology, 245, 129-156.

https://doi.org/10.1007/398 2017 7

Fu, X., Mehmood, S., Ahmed, W., Ou, W., Suo, P., Zhang, Q., Fu, X., Sun, Z., and
Li, W., 2023. Reducing chromium toxicity in Chinese cabbage through
synergistic effects of silicon and selenium: A study of plant growth,

chromium content, and biochemical parameters. Sustainability, 15(6), 5361.
https://doi.org/10.3390/sul 5065361

Gajewska, E., and Sktodowska, M., 2009. Nickel-induced changes in nitrogen
metabolism in wheat shoots. Journal of Plant Physiology, 166(10),
1034-1044. https://doi.org/10.1016/.jplph.2008.12.004

Gangwar, S., and Singh, V. P., 2011. Indole acetic acid differently changes growth
and nitrogen metabolism in Pisum sativum L. seedlings under chromium (VI)
phytotoxicity: implication of oxidative stress. Scientia Horticulturae, 129(2),

101



321-328. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2011.03.026

Gangwar, S., Singh, V. P., Prasad, S. M., and Maurya, J. N., 2011. Differential
responses of pea seedlings to indole acetic acid under manganese

toxicity. Acta Physiologiae Plantarum, 33, 451-462.
https://doi.org/10.1007/s11738-010-0565-z

Garcia-Caparros, P., DE Filippis, L., Gul, A., Hasanuzzaman, M., Ozturk, M., Altay,
V., and Lao, M. T., 2021. Oxidative stress and antioxidant metabolism under

adverse environmental conditions: a review. The Botanical Review, 87,
421-466. https://doi.org/10.1007/s12229-020-09231-1

Ghasemifar, E., Habibi, G., and Bakhshi-Khaniki, G., 2023. Pretreatment with
salicylic acid and nitric oxide alleviates silver nanoparticles toxicity in
medicinal Hypericum perforatum plants. Journal of Plant Process and
Function, 11(52), 83-93.

Ghori, N. H., Ghori, T., Hayat, M. Q., Imadi, S. R., Gul, A., Altay, V., and Ozturk,
M., 2019. Heavy metal stress and responses in plants. International Journal of

Environmental Science and Technology, 16, 1807-1828.
https://doi.org/10.1007/s13762-019-02215-8

Gioseffi, E., De Neergaard, A., and Schjerring, J. K., 2012. Interactions between
uptake of amino acids and inorganic nitrogen in  wheat
plants. Biogeosciences, 9(4), 1509-1518.
https://doi.org/10.5194/bg-9-1509-2012

Goyal, D., Yadav, A., Prasad, M., Singh, T. B., Shrivastav, P., Ali, A., Dantu, P. M.,
and Mishra, S., 2020. Effect of heavy metals on plant growth: an overview.
M., Naeem, A., Ansari and S., Gill (Ed.), Contaminants in Agriculture:
Sources, Impacts and Management (s. 79-101). Springer, Cham.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-41552-5 4

Goyer, A., 2010. Thiamine in plants: aspects of its metabolism and
functions. Phytochemistry, 1615-1624.
https://doi.org/10.1016/j.phytochem.2010.06.022

Groat, R.G., and Vance, C.P., 1981. Root Nodule Enzymes of Ammonia
Assimilation in Alfalfa (Medicago sativa L.): Developmental Patterns and
Response to Applied Nitrogen. Plant Physiology, 67(6), 1198-1203.
https://doi.org/10.1104/pp.67.6.1198

Guo, L., Ling, L., Wang, X., Cheng, T., Wang, H., and Ruan, Y., 2023. Exogenous
hydrogen sulfide and methylglyoxal alleviate cadmium-induced oxidative

stress in Salix matsudana Koidz by regulating glutathione metabolism. BMC
Plant Biology, 23(1), 1-16. https://doi.org/10.1186/s12870-023-04089-y

Gupta, S., and Seth, C. S., 2021. Salicylic acid alleviates chromium (VI) toxicity by
restricting its uptake, improving photosynthesis and augmenting antioxidant

defense in Solanum lycopersicum L. Physiology and Molecular Biology of
Plants, 27, 2651-2664. https://doi.org/10.1007/s12298-021-01088-x

102



Gupta, V., Jatav, P. K., Verma, R., Kothari, S. L., and Kachhwaha, S., 2017. Nickel
accumulation and its effect on growth, physiological and biochemical
parameters in millets and oats. Environmental Science and Pollution
Research, 24, 23915-23925. https://doi.org/10.1007/s11356-017-0057-4

Gilirgan, M., 2023. Assessment of Hexavalent Chromium Accumulation of Beta
Vulgaris L. Var. Cicla and the Change of Its Antibacterial
Activity. Communications in Soil Science and Plant Analysis, 12(1),
2002-2013. https://doi.org/10.1080/00103624.2023.2211112

Haghi, V., Namdjoyan, S., and Soorki, A. A., 2022. Interactive effects of exogenous
melatonin and hydrogen sulfide in alleviating lead toxicity in safflower
seedlings. Industrial Crops and  Products, 187, 115523.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2022.115523

Hamada, A., and Al-Hakimi, A., 2009. Exogenous ascorbic acid or thiamine
increases the resistance of sunflower and maize plants to salt stress. Acta
Agronomica Hungarica, 57(3), 335-347.
https://doi.org/10.1556/AAgr.57.2009.3.8

Hasan, M.K., Cheng, Y., Kanwar, M.K., Chu, X.Y., Ahammed, G.J., and Qi, Z.Y.,
2017. Responses of plant proteins to heavy metal stress—a review. Frontiers
in Plant Science, 8, 1492. https://doi.org/10.3389/1pls.2017.01492

Hasanuzzaman, M., Bhuyan, M. B., Zulfiqar, F., Raza, A., Mohsin, S. M., Mahmud,
J. A., Futita, M., and Fotopoulos, V., 2020. Reactive oxygen species and
antioxidant defense in plants under abiotic stress: Revisiting the crucial role of

a universal defense regulator. Antioxidants, 9(8), 681.
https://doi.org/10.3390/antiox908068 1

Hassan, M. U., Chattha, M. U., Khan, I., Chattha, M. B., Aamer, M., Nawaz, M., Ali,
A., Khan, M.A.U., and Khan, T. A., 2019. Nickel toxicity in plants: reasons,
toxic effects, tolerance mechanisms, and remediation possibilities—a

review. Environmental Science and Pollution Research, 26, 12673-12688.
https://doi.org/10.1007/s11356-019-04892-x

Hedfi, A., Mahmoudi, E., Boufahja, F., Beyrem, H., and Aissa, P., 2007. Effects of
increasing levels of nickel contamination on structure of offshore nematode
communities in experimental microcosms. Bulletin of Environmental

Contamination and Toxicology, 79, 345-349.
https://doi.org/10.1007/s00128-007-9261-0

Helaoui, S., Boughattas, 1., Hattab, S., Mkhinini, M., Alphonse, V., Livet, A.,
Bousserrhine, M., and Banni, M., 2020. Physiological, biochemical and
transcriptomic responses of  Medicago sativa to nickel
exposure. Chemosphere, 249, 126121.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.126121

Hilal, B., Khan, T. A., and Fariduddin, Q., 2023. Recent advances and mechanistic
interactions of hydrogen sulfide with plant growth regulators in relation to
abiotic stress tolerance in plants. Plant Physiology and Biochemistry.

103



https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2023.03.006

Hoagland, D. R., and Amon, D. 1. 1950. The water-culture method for growing
plants without soil. Circular. California agricultural experiment station, 347,
39.

Hossain, A., Pamanick, B., Venugopalan, V. K., Ibrahimova, U., Rahman, M. A.,
Siyal, A. L., Maitra, S., Chatterjee, S., and Aftab, T., 2022. Emerging roles of
plant growth regulators for plants adaptation to abiotic stress—induced
oxidative stress. T., Aftab and M., Naeem (Ed.), Emerging Plant Growth
Regulators in Agriculture (s. 1-72). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-91005-7.00010-2

Husain, T., Suhel, M., Prasad, S. M., and Singh, V. P., 2022. Ethylene and hydrogen
sulphide are essential for mitigating hexavalent chromium stress in two pulse
crops. Plant Biology, 24(4), 652-659. https://doi.org/10.1111/plb.13324

Hussain, 1., Saleem, M.H., Mumtaz, S., Rasheed, R., Ashraf, M.A., Maqgsood, F., and
Ali, S., 2022. Choline chloride mediates chromium tolerance in spinach
(Spinacia oleracea L.) by restricting its uptake in relation to morpho-physio-
biochemical attributes. Journal of Plant Growth Regulation, 41(4),
1594-1614. https://doi.org/10.1007/s00344-021-10401-7

Hussain, S., Rao, M. J., Anjum, M. A., Ejaz, S., Zakir, 1., Ali, M. A., Ahmad, N., and
Ahmad, S., 2019. Oxidative stress and antioxidant defense in plants under
drought conditions. M., Hasanuzzaman, K., Hakeem, K., Nahar and H.,
Alharby (Ed.), Plant abiotic stress tolerance: agronomic, molecular and
biotechnological  approaches (s. 207-219). Springer, Cham.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-06118-0 9

Husted, S., Hebbern, C. A., Mattsson, M., and Schjoerring, J. K. 2000. A critical
experimental evaluation of methods for determination of NH," in plant tissue,
xylem sap and apoplastic fluid. Physiologia Plantarum, 109(2), 167-179.
http://dx.doi.org/10.1034/1.1399-3054.2000.100209.x

Iarc, 1987. Overall evaluations of carcinogenicity: and updating of IARC
monographs, vol. 1 to 42. JARC monographs on the evaluation of the
carcinogenic risk of chemicals to humans: Supplement 7. IARC, 7, 1-440.

Imran, M., Khan, A. L., Mun, B. G, Bilal, S., Shaffique, S., Kwon, E. H., and Lee, 1.
J., 2022. Melatonin and nitric oxide: Dual players inhibiting hazardous metal
toxicity in soybean plants via molecular and antioxidant signaling
cascades. Chemosphere, 308, 136575.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.136575

Jabeen, M., Akram, N. A., Ashraf, M., Tyagi, A., El-Sheikh, M. A., and Ahmad, P.,
2022. Thiamin stimulates growth, yield quality and key biochemical processes
of cauliflower (Brassica oleracea L. var. Botrytis) under arid
conditions. PlosOne, 17(5), e0266372.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0266372

104



Jahan, M. S., Guo, S., Baloch, A. R., Sun, J., Shu, S., Wang, Y., Ahammed, G.J.,
Kabir, K., and Roy, R., 2020. Melatonin alleviates nickel phytotoxicity by
improving photosynthesis, secondary metabolism and oxidative stress

tolerance in tomato seedlings. Ecotoxicology and Environmental Safety, 197,
110593. https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2020.110593

Jaishankar, M., Tseten, T., Anbalagan, N., Mathew, B. B., and BEEREGOWDA, K.
N., 2014. Toxicity, mechanism and health effects of some heavy
metals. Interdisciplinary Toxicology, 7(2), 60-72.
https://doi.org/10.2478/intox-2014-0009

Jan, S., Noman, A., Kaya, C., Ashraf, M., Alyemeni, M. N., and Ahmad, P., 2020.
24-Epibrassinolide alleviates the injurious effects of Cr (VI) toxicity in
tomato plants: Insights into growth, physio-biochemical attributes, antioxidant
activity and regulation of Ascorbate—glutathione and Glyoxalase
cycles. Journal of Plant Growth Regulation, 39, 1587-1604.
https://doi.org/10.1007/s00344-020-10169-2

Javad, S., Shah, A. A., Ramzan, M., Sardar, R., Javed, T., Al-Hugqail, A. A., Alj,
H.M., Chaudhry, O., Yasin, N. A., Ahmed, S., Hussain, R. A., and Hussain, 1.,
2022. Hydrogen sulphide alleviates cadmium stress in 7rigonella
foenum-graecum by modulating antioxidant enzymes and polyamine
content. Plant Biology, 24(4), 618-626. https://doi.org/10.1111/plb.13393

Javed, T., Singhal, R. K., Shabbir, R., Shah, A. N., Kumar, P., Jinger, D.,
Dharmappa, P.M., Shad, M. A., Saha, D., Anuragi, H., Adamski, R., and
Siuta, D., 2022. Recent advances in agronomic and physio-molecular
approaches for improving nitrogen use efficiency in crop plants. Frontiers in
Plant Science, 13, 877544. https://doi.org/10.3389/1pls.2022.877544

Jaworski, E. G., 1971. Nitrate reductase assay in intact plant tissues. Biochemical
and  Biophysical — Research ~ Communications, 43(6), 1274-1279.
https://doi.org/10.1016/s0006-291x(71)80010-4

Jayaprakasha, G. K., Bae, H., Crosby, K., Jifon, J. L., and Patil, B. S., 2012.
Bioactive compounds in peppers and their antioxidant potential. M.H., Tunick
and E.G., de Mejia (Ed.), Hispanic foods: Chemistry and bioactive

compounds (s. 43-56). American Chemical Society. https://doi.org/
10.1021/bk-2012-1109.ch004

Jia, H., Wang, X., Shi, C., Guo, J., Ma, P., Ren, X., Wei, T., Liu, H., and L1, J., 2020.
Hydrogen sulfide decreases Cd translocation from root to shoot through
increasing Cd accumulation in cell wall and decreasing Cd," influx in Isatis
indigotica. ~ Plant  Physiology and  Biochemistry, 155, 605-612.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.08.033

Joseph, P. S., Musa, D. A., Egwim, E. C., and Uthman, A., 2022. Function of Urease
in Plants with Reference to Legumes: A Review. J.C., Jimenez-Lopez and A.,
Clemente (Ed.), Legumes  Research-Volume 2. IntechOpen.
https://doi.org/10.5772/intechopen.102646

105



Kamran, M., Eqani, S. A. M. A. S., Katsoyiannis, A., Xu, R., Bibi, S., Benizri, E.,

and Chaudhary, H., 2017. Phytoextraction of chromium (Cr) and influence of
Pseudomonas putida on Eruca sativa growth. Journal of Geochemical
Exploration, 182, 269-274.

Karthika, K. S., Rashmi, 1., and Parvathi, M. S., 2018. Biological functions, uptake

and transport of essential nutrients in relation to plant growth. M.,
Hasanuzzaman, M., Fujita, H., Oku, K., Nahar and B., Hawrylak-Nowak
(Ed.), Plant Nutrients and Abiotic Stress Tolerance (s. 1-49). Springer,
Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-10-9044-8 1

Kaur, B., Singh, B. P., and Devashree, Y., 2022a. Heavy Metal Sequestration in

Plants. J., Kumar, S., Gaur, P K., Srivastava, R.K., Mishra, S.H., Prasad and
D.K., Chauhan (Ed.), Heavy Metals in Plants (s. 215-245). CRC Press.
https://doi.org/10.1201/9781003110576

Kaur, H., Hussain, S. J., Al-Huqail, A. A., Siddiqui, M. H., Al-Hugqail, A. A., and

Khan, M. 1. R., 2022b. Hydrogen sulphide and salicylic acid regulate
antioxidant pathway and nutrient balance in mustard plants under cadmium
stress. Plant Biology, 24(4), 660-669. https://doi.org/10.1111/plb.13322

Kaur, H., Kaur, H., Kaur, H., and Srivastava, S., 2023. The beneficial roles of trace

and ultratrace elements in plants. Plant Growth Regulation, 100(2), 219-236.
https://doi.org/10.1007/s10725-022-00837-6

Kaya, C., Akram, N. A., Surucu, A., Ashraf, M., 2019b. Alleviating effect of nitric

Kaya,

oxide on oxidative stress and antioxidant defence system in pepper (Capsicum
annuum L.) plants exposed to cadmium and lead toxicity applied separately or
n combination. Scientia Horticulturae, 255, 52-60.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2019.05.029

C., and Aslan, M., 2020. Hydrogen sulphide partly involves in thiamine-
induced tolerance to cadmium toxicity in strawberry (Fragaria x ananassa
Duch) plants. Environmental Science and Pollution Research, 27, 941-953.
https://doi.org/10.1007/s11356-019-07056-z

Kaya, C., Ashraf, M., Alyemeni, M. N., Rinklebe, J., and Ahmad, P., 2023. Citric

acid and hydrogen sulfide cooperate to mitigate chromium stress in tomato
plants by modulating the ascorbate-glutathione cycle, chromium
sequestration, and subcellular allocation of chromium. Environmental
Pollution, 335, 122292. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2023.122292

Kaya, C., Ashraf, M., Sonmez, O., Tuna, A. L., Polat, T., and Aydemir, S., 2015.

Kaya,

Exogenous application of thiamin promotes growth and antioxidative defense
system at initial phases of development in salt-stressed plants of two maize
cultivars differing in salinity tolerance. Acta Physiologiae Plantarum, 37,
1-12. https://doi.org/10.1007/s11738-014-1741-3

C., Sarioglu, A., Akram, N. A., and Ashraf, M., 2019a. Thiourea-mediated
nitric oxide production enhances tolerance to boron toxicity by reducing
oxidative stress in bread wheat (Triticum aestivum L.) and durum wheat

106



Kaya,

Kaya,

Kaya,

(Triticum durum Desf.) plants. Journal of Plant Growth Regulation, 38,
1094-1109. https://doi.org/10.1007/s00344-019-09916-x

C., Sarioglu, A., Ashraf, M., Alyemeni, M. N., and Ahmad, P., 2022b. The
combined supplementation of melatonin and salicylic acid effectively
detoxifies arsenic toxicity by modulating phytochelatins and nitrogen

metabolism in pepper plants. Environmental Pollution, 297, 118727.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2021.118727

C., Sonmez, O., Aydemir, S., Ashraf, M., Dikilitas, M., 2013. Exogenous
application of mannitol and thiourea regulates plant growth and oxidative

stress responses in salt-stressed maize (Zea mays L.). Journal of Plant
Interactions, 8(3), 234-241. https://doi.org/10.1080/17429145.2012.725480

C., Ugurlar, F., Farooq, S., Ashraf, M., Alyemeni, M. N., and Ahmad, P.,
2022a. Combined application of asparagine and thiourea improves tolerance
to lead stress in wheat by modulating AsA-GSH cycle, lead detoxification and
nitrogen metabolism. Plant Physiology and Biochemistry, 190, 119-132.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2022.08.014

Kazemi, N., 2012. Effect of exogenous nitric oxide on alleviating nickel-induced

oxidative stress in leaves of tomato plants. [International Journal of
AgriScience, 2(9), 799-809.

Kazemi, N., Khavari-Nejad, R. A., Fahimi, H., Saadatmand, S., and Nejad-Sattari,

Khan,

Khan,

Khan,

Khan,

T., 2010. Effects of exogenous salicylic acid and nitric oxide on lipid
peroxidation and antioxidant enzyme activities in leaves of Brassica napus L.
under nickel stress. Scientia  Horticulturae, 126(3), 402-407.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2010.07.037

K. M., Naz, F., Taha, M., Khan, A., Perveen, S., Choudhary, M. 1., and
Voelter, W., 2014. Synthesis and in vitro urease inhibitory activity of N,

N'-disubstituted thioureas. European Journal of Medicinal Chemistry, 74,
314-323. https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2014.01.001

M., Ali, S., Al Azzawi, T. N. I, and Yun, B. W., 2023a. Nitric Oxide Acts as a
Key Signaling Molecule in Plant Development under Stressful
Conditions. International Journal of Molecular Sciences, 24(5), 4782.
https://doi.org/10.3390/ijms24054782

M. 1. R., Igbal, N., Masood, A., Mobin, M., Anjum, N. A., and Khan, N. A.,
2016a. Modulation and significance of nitrogen and sulfur metabolism in
cadmium challenged plants. Plant Growth Regulation, 78, 1-11.
https://doi.org/10.1007/s10725-015-0071-9

M. I. R., Khan, N. A., Masood, A., Per, T. S., and Asgher, M., 2016b.
Hydrogen peroxide alleviates nickel-inhibited photosynthetic responses
through increase in use-efficiency of nitrogen and sulfur, and glutathione

production in mustard. Frontiers in  Plant Science, 7, 44.
https://doi.org/10.3389/1pls.2016.00044

107



Khan, M. N., Alamri, S., Al-Amri, A. A., Alsubaie, Q. D., Al-Mungedi, B., Ali, H.

M., Singh, V. P., and Siddiqui, M. H., 2021. Effect of nitric oxide on seed
germination and seedling development of tomato under chromium
toxicity. Journal of Plant Growth Regulation, 40, 2358-2370.
https://doi.org/10.1007/s00344-020-10212-2

Khan, M. N., Siddiqui, M. H., Alhussaen, K. M., El-Alosey, A. R., Alomrani, M. A.

Khan,

M., and Kalaji, H. M., 2023b. Titanium dioxide nanoparticles require K+ and
hydrogen sulfide to regulate nitrogen and carbohydrate metabolism during
adaptive response to drought and nickel stress in cucumber. Environmental
Pollution, 122008. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2023.122008

M. N., Siddiqui, M. H., Mukherjee, S., Alsolami, M. A., Alhussaen, K. M.,
Alzuaibr, F. M., Siddiqui, Z.H., Al-Amri, A., and Alsubaie, Q. D., 2023c.
Melatonin involves hydrogen sulfide in the regulation of H'-ATPase activity,
nitrogen metabolism, and ascorbate-glutathione system under chromium
toxicity. Environmental Pollution, 323, 121173.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2023.121173

Khan, M. N., Siddiqui, Z. H., Nacem, M., Abbas, Z. K., and Ansari, M. W., 2022a.

Khan,

Nitric oxide and hydrogen sulfide interactions in plants under adverse
environmental conditions. T., Aftab and M., Naeem (Ed.), Emerging Plant
Growth  Regulators  in  Agriculture  (s.  215-244).  Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-91005-7.00015-1

Z., Fan, X., Khan, M. N., Khan, M. A., Zhang, K., Fu, Y., and Shen, H.,
2022b. The toxicity of heavy metals and plant signaling facilitated by biochar
application: Implications for stress mitigation and crop
production. Chemosphere, 308, 136466.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2022.136466

Kharbech, O., Massoud, M. B., Sakouhi, L., Djebali, W., Mur, L. A. J., and Chaoui,

A., 2020. Exogenous application of hydrogen sulfide reduces chromium
toxicity in maize seedlings by suppressing NADPH oxidase activities and
methylglyoxal accumulation. Plant Physiology and Biochemistry, 154,
646-656. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.06.002

Kharbech, O., Sakouhi, L., Mahjoubi, Y., Massoud, M. B., Debez, A., Zribi, O. T.,

Djebali, W., Chaoui, A., and Mur, L. A. J., 2022. Nitric oxide donor, sodium
nitroprusside modulates hydrogen sulfide metabolism and cysteine
homeostasis to aid the alleviation of chromium toxicity in maize seedlings
(Zea mays L.). Journal of Hazardous Materials, 424, 127302.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2021.127302

Kharbech, O., Sakouhi, L., Massoud, M. B., Mur, L. A. J., Corpas, F. J., Djebali, W.,

and Chaoui, A., 2020. Nitric oxide and hydrogen sulfide protect plasma
membrane integrity and mitigate chromium-induced methylglyoxal toxicity in
maize seedlings. Plant Physiology and Biochemistry, 157, 244-255.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.10.017

108



Khatun, J., Intekhab, A., and Dhak, D., 2022. Effect of uncontrolled fertilization and
heavy metal toxicity associated with arsenic (As), lead (Pb) and cadmium
(Cd), and possible remediation.  Toxicology, 477, 153274.
https://doi.org/10.1016/j.tox.2022.153274

Kumar, D., Dhankher, O. P., Tripathi, R. D., and Seth, C. S., 2023. Titanium dioxide
nanoparticles potentially regulate the mechanism (s) for photosynthetic
attributes, genotoxicity, antioxidants defense machinery, and phytochelatins
synthesis in relation to hexavalent chromium toxicity in Helianthus annuus
L. Journal of Hazardous Materials, 454, 131418.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2023.131418

Kumar, P., Goud, E. L., Devi, P., Dey, S. R., and Dwivedi, P., 2022a. Heavy metals:
transport in plants and their physiological and toxicological effects. K.,

Kumar and S., Srivastava (Ed.), Plant metal and metalloid transporters (s.
23-54). Springer, Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-19-6103-8 2

Kumar, S., Rani, V., Singh, S., Kapoor, D., Dhanjal, D. S., Thakur, A., Pujari, M.,
Ramamurthy, P. C., Singh, J., 2022b. Arsenic-Induced Responses in Plants:
Impacts on Biochemical Processes. P.K., Srivastava, R., Singh, P., Parihar
and S.M., Prasad (Ed.), Arsenic in Plants: Uptake, Consequences and
Remediation Techniques (s. 112-128). John Wiley & Sons Ltd.
https://doi.org/10.1002/9781119791461.ch6

Kumar, S., Wang, M., Fahad, S., Qayyum, A., Chen, Y., and Zhu, G., 2022.
Chromium induces toxicity at different phenotypic, physiological,
biochemical, and ultrastructural levels in sweet potato (lpomoea batatas L.)
plants. [International Journal of Molecular Sciences, 23(21), 13496.
https://doi.org/10.3390/ijms232113496

Kumar, S., Wang, M., Liu, Y., Fahad, S., Qayyum, A., Jadoon, S.A., Chen, Y., and
Zhu, G., 2022c. Nickel toxicity alters growth patterns and induces oxidative
stress response in sweetpotato. Frontiers in Plant Science, 13.

Kumari, S., and Mishra, A., 2021. Heavy metal contamination. M.L., Larramendy
and S., Soloneski (Ed.), Soil Contamination-Threats and Sustainable
Solutions. IntechOpen. https://doi.org/10.5772/intechopen.93412

Lee, Y. P., and Takahashi, T., 1966. An improved colorimetric determination of
amino acids with the use of ninhydrin. Analytical Biochemistry, 14, 71-77.
https://doi.org/10.1016/0003-2697(66)90057-1

Li, G., Shah, A. A., Khan, W. U., Yasin, N. A., Ahmad, A., Abbas, M., Ali, A., and
Safdar, N., 2021. Hydrogen sulfide mitigates cadmium induced toxicity in
Brassica rapa by modulating physiochemical attributes, osmolyte metabolism
and antioxidative machinery. Chemosphere, 263, 127999.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2020.127999

Li, J., Shi, C., Wang, X., Liu, C., Ding, X., Ma, P., Wang, X., and Jia, H., 2020.
Hydrogen sulfide regulates the activity of antioxidant enzymes through
persulfidation and improves the resistance of tomato seedling to copper oxide

109



nanoparticles (CuO NPs)-induced oxidative stress. Plant Physiology and
Biochemistry, 156, 257-266. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.09.020

Lisjak, M., Teklic, T., Wilson, I. D., Whiteman, M., and Hancock, J. T., 2013.
Hydrogen sulfide: environmental factor or signalling molecule?. Plant, Cell &
Environment, 36(9), 1607-1616. https://doi.org/10.1111/pce.12073

Liu, J., Duan, C. Q., Zhang, X. H., Zhu, Y. N., and Hu, C., 2009. Subcellular
distribution of chromium in accumulating plant Leersia hexandra Swartz.
Plant and Soil, 322, 187-195. https://doi.org/10.1007/s11104-009-9907-2

Liu, X., Chen, J., Wang, G. H., Wang, W. H., Shen, Z. J., Luo, M. R., Gao, G. F.,
Simon, M., Ghoto, K., and Zheng, H. L., 2016. Hydrogen sulfide alleviates
zinc toxicity by reducing zinc uptake and regulating genes expression of
antioxidative enzymes and metallothioneins in roots of the cadmium/zinc
hyperaccumulator Solanum nigrum L. Plant and Soil, 400, 177-192.
https://doi.org/10.1007/s11104-015-2719-7

Liu, Y., Wang, S., Yang, H., Chen, L., Jiang, Q., Ma, X., Deng, X., and Wang, H.,
2023. Effects of nitrogen addition on enzyme activity and metabolites related

to nitrogen transformation in Suaeda salsa. Acta Physiologiae
Plantarum, 45(10), 116. https://doi.org/10.1007/s11738-023-03601-z

Loqué, D., Tillard, P., Gojon, A., and Lepetit, M., 2003. Gene expression of the
NO3—transporter NRT1. 1 and the nitrate reductase NIA1 is repressed in
Arabidopsis roots by NO,* the product of NO; reduction. Plant
Physiology, 132(2), 958-967. https://doi.org/10.1104/pp.102.018523

Loreto, F., and Velikova, V. 2001. Isoprene produced by leaves protects the
photosynthetic apparatus against ozone damage, quenches ozone products,
and reduces lipid peroxidation of cellular membranes. Plant Physiology, 127,
1781-1787. https://doi.org/10.1104/pp.010497

Ma, J., Saleem, M. H., Yasin, G., Mumtaz, S., Qureshi, F. F., Ali, B., Ercisli, S.,
Alhag, S. K., Ahmed, A. E., Vodnar, D. C., Hussain, 1., Marc, R. A., and
Chen, F., 2022. Individual and combinatorial effects of SNP and NaHS on
morpho-physio-biochemical attributes and phytoextraction of chromium

through Cr-stressed spinach (Spinacia oleracea L.). Frontiers in Plant
Science 13, 973740. https://doi.org/10.3389/1pls.2022.973740

Malik, Z., Afzal, S., Dawood, M., Abbasi, G. H., Khan, M. 1., Kamran, M., Zhran,
M., Tahir, M.T., Aslam, M. N., and Rafay, M., 2021. Exogenous melatonin
mitigates chromium toxicity in maize seedlings by modulating antioxidant

system and suppresses chromium uptake and oxidative stress. Environmental
Geochemistry and Health, 1-19. https://doi.org/10.1007/s10653-021-00908-z

Mandal, M., Sarkar, M., Khan, A., Biswas, M., Masi, A., Rakwal, R., Agrawal, G.K.,
Srivastava, A., and Sarkar, A., 2022. Reactive Oxygen Species (ROS) and
Reactive Nitrogen Species (RNS) in plants—maintenance of structural
individuality and functional blend. Advances in Redox Research, 5, 100039.
https://doi.org/10.1016/j.arres.2022.100039

110



Matraszek, R., Hawrylak-Nowak, B., Chwil, S., and Chwil, M., 2016. Macronutrient
composition of nickel-treated wheat under different sulfur concentrations in

the  nutrient solution. Environmental  Science  and  Pollution
Research, 23, 5902-5914. https://doi.org/10.1007/s11356-015-5823-6

Maxwell, K., and Johnson, G. N., 2000. Chlorophyll fluorescence - a practical guide.
Journal of Experimental Botany, 51, 659-668.
https://doi.org/10.1093/jexbot/51.345.659

Meng, Y., Jing, H., Huang, J., Shen, R., and Zhu, X., 2022. The role of nitric oxide
signaling in plant responses to cadmium stress. International Journal of
Molecular Sciences, 23(13), 6901. https://doi.org/10.3390/ijms23136901

Mishra, S., Bharagava, R. N., More, N., Yadav, A., Zainith, S., Mani, S., and
Chowdhary, P., 2019. Heavy metal contamination: an alarming threat to
environment and human health. R., Sobti, N., Arora and R., Kothari
(Ed.), Environmental biotechnology: For Sustainable Future (s. 103-125).
Springer, Singapore. https://doi.org/10.14419/ijag.v6i1.9174

Mitra, M., Agarwal., P., and Roy, S., 2023. Plant response to heavy metal stress: an
insight into the molecular mechanism of transcriptional regulation. V.,
Srivastava, S., Mishra, S., Mehrotra and S.K., Upadhyay (Ed.), Plant
Transcription Factors (s. 337-367). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-90613-5.00004-2

Mohamed, H. I., Latif, H. H., and Hanafy, R. S., 2016. Influence of Nitric Oxide
Application on Some Biochemical Aspects, Endogenous Hormones, Minerals
and Phenolic Compounds of Vicia faba Plant Grown under Arsenic
Stress. Gesunde Pflanzen, 68, 99-107.
https://doi.org/10.1007/s10343-016-0363-7

Mu, D., Lin, W., and Luo, J., 2023. Non-negligible Effect of Native Rhizobacteria on
Cooperation with Plant Growth Regulators Improve Tolerance to Cadmium:
A Case Study Using Duckweed Spirodela polyrhiza as Indicating
Plant. Journal of Plant Growth Regulation, 1-12.
https://doi.org/10.1007/s00344-023-10954-9

Mumtaz, M. A., Hao, Y., Mehmood, S., Shu, H., Zhou, Y., Jin, W., Chen, C., Li, L.,
Altaf, M. A., and Wang, Z., 2022. Physiological and Transcriptomic analysis
provide molecular Insight into 24-epibrassinolide mediated Cr (VI)-Toxicity
tolerance in pepper plants. Environmental Pollution, 306, 119375.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2022.119375

Mustafa, A., Zulfigar, U., Mumtaz, M. Z., Radziemska, M., Haider, F. U., Holatko,
J., Hammershmiedt, T., Naveed, M., Ali, H., Kintl, A., Saced, Q., Kucerik, J.,
and Brtnicky, M., 2023. Nickel (Ni) phytotoxicity and detoxification
mechanisms: A review. Chemosphere, 138574.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2023.138574

Nabaei, M., and Amooaghaie, R., 2020. Melatonin and nitric oxide enhance
cadmium tolerance and phytoremediation efficiency in Catharanthus

111



roseus (L.) G. Don. Environmental Science and Pollution Research, 27,
6981-6994. https://doi.org/10.1007/s11356-019-07283-4

Nabi, A., Parwez, R., Aftab, T., Khan, M., and Naeem, M., 2021. Triacontanol
protects Mentha arvensis L. from nickel-instigated repercussions by
escalating antioxidant machinery, photosynthetic efficiency and maintaining

leaf ultrastructure and root morphology. Journal of Plant Growth Regulation,
40(4), 1594-1612. https://doi.org/10.1007/s00344-020-10208-y

Nachana’a Timothy, E. T. W., 2019. Environmental pollution by heavy metal: an
overview. Chemistry, 3(2), 72-82. https://doi.org/10.11648/j.1jec.20190302.14

Naheed, R., Zahid, M., Aqgeel, M., Magsood, M. F., Kanwal, H., Khalid, N., Hashem,
M., Alamri, S., and Noman, A., 2022. Mediation of growth and metabolism of
Pisum sativum in salt stress potentially be credited to thiamine. Journal of
Soil Science and Plant Nutrition, 22(3), 2897-2910.
https://doi.org/10.1007/s42729-022-00854-4

Najafi-Kakavand, S., Karimi, N., Ghasempour, H. R., Raza, A., Chaichi, M., and
Modarresi, M., 2022. Role of Jasmonic and Salicylic Acid on Enzymatic
Changes in the Root of Two Alyssum inflatum Nayr. Populations Exposed to
Nickel Toxicity. Journal of Plant Growth  Regulation, 1-18.
https://doi.org/10.1007/s00344-022-10648-8

Nakano, Y., and Asada, K., 1981. Hydrogen peroxide is scavenged by ascorbate-
specific peroxidase in spinach chloroplasts. Plant & Cell Physiology, 22(5),
867-880. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.pcp.a076232

Narayanasamy, S., Sundaram, V., Sundaram, T., and Vo, D. V. N., 2022. Biosorptive
ascendency of plant based biosorbents in removing hexavalent chromium
from  aqueous  solutions—Insights into  isotherm and  kinetic
studies. Environmental Research, 210, 112902.
https://doi.org/10.1016/j.envres.2022.112902

Nie, J., Pan, Y., Shi, J., Guo, Y., Yan, Z., Duan, X., and Xu, M., 2015. A
Comparative Study on the Uptake and Toxicity of Nickel Added in the Form
of Different Salts to Maize Seedlings. International Journal of Environmental
Research and Public Health, 12(12), 15075-15087.
https://doi.org/10.3390/ijerph121214972

Nowicka, B., 2022. Heavy metal-induced stress in eukaryotic algae—mechanisms of
heavy metal toxicity and tolerance with particular emphasis on oxidative
stress in exposed cells and the role of antioxidant response. Environmental
Science and Pollution Research, 29(12), 16860-16911.
https://do1.org/10.1007/s11356-021-18419-w

Oukarroum, A., Bussotti, F., Goltsev, V., and Kalaji, H. M., 2015. Correlation
between reactive oxygen species production and photochemistry of
photosystems I and Il in Lemnagibba L. plants under salt
stress.  Environmental and  Experimental  Botany, 109, 80-88.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2014.08.005

112



Pal, P., Kumar, A., and Ansari, M. 1., 2023. Role of nitric oxide in regulation of
biotic and abiotic stresses tolerance in plants. M.L.R., Khan, N., Igbal, P., Poor
and A., Ferrante (Ed.), Nitric Oxide in Developing Plant Stress Resilience (s.
135-155). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-323-91209-9.00008-7

Panda, S. K., Choudhury, S., and Patra, H. K., 2016. Heavy-Metal-Induced Oxidative
Stress in Plants: Physiological and Molecular Perspectives. N., Tuteja and
S.S., Gill (Ed.), Abiotic Stress Response in Plants (s. 221-236). Wiley-VCH
Verlag GmbH & Co. KGaA. https://doi.org/10.1002/9783527694570.ch11

Pandey, A. K., and Gautam, A., 2020. Stress responsive gene regulation in relation to
hydrogen sulfide in plants under abiotic stress. Physiologia
Plantarum, 168(2), 511-525. https://doi.org/10.1111/ppl.13064

Pandian, S., Rakkammal, K., Rathinapriya, P., Rency, A. S., Satish, L., and Ramesh,
M., 2020. Physiological and biochemical changes in sorghum under combined
heavy metal stress: An adaptive defence against oxidative stress. Biocatalysis
and Agricultural Biotechnology, 29, 101830.
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2020.101830

Parveen, A., Hussain, 1., Rasheed, R., Mahmood, S., and Wahid, A., 2018. Potential
of thiourea in modifying membrane stability, osmoprotectants, vitamins and
antioxidants levels under cadmium stress in maize. International Journal of
Agriculture and Biology, 20(12), 2862-2870.
https://doi.org/10.17957/1JAB/15.0848

Patade, V. Y., Nikalje, G. C., and Srivastava, S., 2020. Role of thiourea in mitigating
different environmental stresses in plants. A., Roychoudhury and D.K.,
Tripathi (Ed.), Protective chemical agents in the amelioration of plant abiotic
stress: biochemical and molecular perspectives (s. 467-482). John Wiley &
Sons Ltd. https://doi.org/10.1002/9781119552154.ch23

Perveen, A., Wahid, A., Mahmood, S., Hussain, 1., and Rasheed, R., 2015. Possible
mechanism of medium-supplemented thiourea in improving growth, gas
exchange, and photosynthetic pigments in cadmium-stressed maize (Zea

mays). Brazilian Journal of Botany, 38, 71-79.
https://doi.org/10.1007/s40415-014-0124-8

Poursattari, R., and Hadi, H., 2022. Lead phytoremediation, distribution, and toxicity
in rapeseed (Brassica napus L.): The role of single and combined use of plant
growth regulators and chelators. Journal of Soil Science and Plant
Nutrition, 22(2), 1700-1717. https://doi.org/10.1007/s42729-022-00765-4

Prasad, S. M., Dwivedi, R., and Zeeshan, M., 2005. Growth, photosynthetic electron
transport, and antioxidant responses of young soybean seedlings to

simultaneous exposure of nickel and UV-B stress. Photosynthetica, 43,
177-185. https://doi.org/10.1007/s11099-005-0031-0

Pujari, M., and Kapoor, D., 2021. Heavy metals in the ecosystem: Sources and their
effects. V., Kumar, A., Sharma and A., Cerda (Ed.), Heavy metals in the
environment (s. 1-7). Elsevier.

113



https://doi.org/10.1016/B978-0-12-821656-9.00001-8

Qin, C., Lian, H., Algahtani, F. M., and Ahanger, M. A., 2024. Chromium mediated
damaging effects on growth, nitrogen metabolism and chlorophyll synthesis
in tomato can be alleviated by foliar application of melatonin and jasmonic
acid priming. Scientia Horticulturae, 323, 112494,
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2023.112494

Qin, C., Shen, J., and Ahanger, M. A., 2022. Supplementation of nitric oxide and
spermidine alleviates the nickel stress-induced damage to growth, chlorophyll
metabolism, and photosynthesis by upregulating ascorbate—glutathione and
glyoxalase cycle functioning in tomato. Frontiers in Plant Science, 13,

1039480. https://doi.org/10.3389/fpls.2022.1039480

Rahim, W., Khan, M., Al Azzawi, T. N. L., Pande, A., Methela, N. J., Ali, S., Imran,
M., Lee, D. S., Lee, G. M., Mun, B. G., Moon, Y. S., Lee, I. J., and Yun, B.
W., 2022. Exogenously Applied Sodium Nitroprusside Mitigates Lead
Toxicity in Rice by Regulating Antioxidants and Metal Stress-Related
Transcripts. International Journal of Molecular Sciences, 23(17), 9729.
https://doi.org/10.3390/ijms23179729

Raychaudhuri, S. S., Pramanick, P., Talukder, P., and Basak, A., 2021. Polyamines,
metallothioneins, and phytochelatins—Natural defense of plants to mitigate
heavy metals. Studies in Natural Products Chemistry, 69, 227-261.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819487-4.00006-9

Rezayian, M., Niknam, V., Ebrahimzadeh, H., 2019. Oxidative damage and
antioxidative system in algae. Toxicology Reports, 6, 1309-1313.
https://doi.org/10.1016/j.toxrep.2019.10.001

Rizwan, M., Imtiaz, M., Dai, Z., Mehmood, S., Adeel, M., Liu, J., and Tu, S., 2017.
Nickel stressed responses of rice in Ni subcellular distribution, antioxidant

production, and osmolyte accumulation. Environmental Science and Pollution
Research, 24, 20587-20598. https://doi.org/10.1007/s11356-017-9665-2

Rizwan, M., Mostofa, M. G., Ahmad, M. Z., Imtiaz, M., Mehmood, S., Adeel, M.,
Dai, Z., Li, Z., Aziz, O., Zhang, Y., and TU, S., 2018. Nitric oxide induces
rice tolerance to excessive nickel by regulating nickel uptake, reactive oxygen
species detoxification and defense-related gene
expression. Chemosphere, 191, 23-35.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2017.09.068

Rizwan, M., Mostofa, M. G., Ahmad, M. Z., Zhou, Y., Adeel, M., Mehmood, S.,
Ahmad, M. A., Javed, R., Imtiaz, M., AZIZ, O., Ikram, M., Tu, S., and Liu,
Y., 2019. Hydrogen sulfide enhances rice tolerance to nickel through the
prevention of chloroplast damage and the improvement of nitrogen
metabolism under excessive nickel. Plant Physiology and Biochemistry, 138,
100-111. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2019.02.023

Rizwan, M., Usman, K., Alsafran, M., Jabri, H. A., Samreen, T., Saleem, M. H., and
Tu, S., 2022. Nickel toxicity interferes with NO3—/NH4+ uptake and nitrogen

114



metabolic enzyme activity in rice (Oryza sativa L.). Plants, 11(11), 1401.
https://doi.org/10.3390/plants11111401

Rodriguez, E., Santos, C., Azevedo, R., Moutinho-Pereira, J., Correia, C., and Dias,
M. C., 2012. Chromium (VI) induces toxicity at different photosynthetic
levels in pea. Plant Physiology and Biochemistry, 53, 94-100.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2012.01.013

Rohatgi, S., Jain, R., Mathur, S., Singh, D., and Ranjan, R., 2023. Cross Talk of
Biostimulants with Other Signaling Molecules Under Abiotic Stress. M.,
Hasanuzzaman (Ed.), Climate-Resilient Agriculture (s. 295-317). Springer.
https://doi.org/10.1007/978-3-031-37428-9 14

Sahu, M. P., 2017. Thiourea: a potential bioregulator for alleviating abiotic stresses.
P., Minhas, J., Rane and R., Pasala (Ed.), Abiotic Stress Management for
Resilient Agriculture (s. 261-274). Springer, Singapore.
https://doi.org/10.1007/978-981-10-5744-1 11

Saito, A., Saito, M., Ichikawa, Y., Yoshiba, M., Tadano, T., Miwa, E., and Higuchi,
K., 2010. Difference in the distribution and speciation of cellular nickel
between nickel-tolerant and non-tolerant Nicotiana tabacum L. cv. BY-2
cells. Plant, Cell & Environment, 33(2), 174-187.
https://doi.org/10.1111/5.13653040.2009.02068.x

Saleem, S., Mushtaq, N. U., Rasool, A., Shah, W. H., Tahir, 1., and Rehman, R. U.,
2023. Plant nutrition and soil fertility: physiological and molecular avenues
for crop improvement. A., Tariq and K.R., Hakeem (Ed.), Sustainable Plant
Nutrition (s. 23-49). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-443-18675-2.00009-2

Sanaullah, T., Wahid, A., SADIA, B., HANIF, A., MAQBOOL, N., ARSHAD, T.,
and Kabir, Z., 2016. Exogenous application of thiourea ameliorates salt stress
effects by alleviation of oxidative damage in hybrid maize. Journal of
Agricultural Science and Technology, 6, 220-231.
https://doi.org/10.17265/2161-6256/2016.04.002

Sangwan, P., Kumar, V., and Joshi, U. N., 2014. Effect of chromium (VI) toxicity on
enzymes of nitrogen metabolism in clusterbean (Cyamopsis tetragonoloba
L.). Enzyme Research. http://dx.doi.org/10.1155/2014/784036

Sanjari, S., Keramat, B., Nadernejad, N., and Mozafari, H., 2019. Ameliorative
effects of 24-epibrassinolide and thiamine on excess cadmium-induced
oxidative stress in Canola (Brassica napus L.) plants. Journal of Plant
Interactions, 14(1), 359-368. https://doi.org/10.1080/17429145.2019.1637952

Saraiva, M. P., Maia, C. F., Batista, B. L., and Lobato, A. D. S., 2023. Ionic
homeostasis and redox metabolism upregulated by 24-epibrassinolide are
crucial for mitigating nickel excess in soybean plants, enhancing photosystem
I  efficlency and Dbiomass. Plant Biology, 25(2), 343-355.
https://doi.org/10.1111/plb.13496

115



Saud, S., Wang, D., Fahad, S., Javed, T., Jaremko, M., Abdelsalam, N. R., and
Ghareeb, R. Y., 2022. The impact of chromium ion stress on plant growth,
developmental physiology, and molecular regulation. Frontiers in Plant
Science, 13, 994785. https://doi.org/10.3389/1pls.2022.994785

Sayyadi, G., Niknezhad, Y., and Fallah, H., 2022. Sodium nitroprusside ameliorates
lead toxicity in rice (Oryza sativa L.) by modulating the antioxidant
scavenging system, nitrogen metabolism, lead sequestration mechanism, and

proline metabolism. Environmental Science and Pollution Research, 1-16.
https://doi.org/10.1007/s11356-022-23913-w

Sethi, S., 2023. Phytochelatins: Heavy Metal Detoxifiers in Plants. M.P., Shah (Ed.),
Advanced and Innovative Approaches of Environmental Biotechnology in
Industrial  Wastewater  Treatment (s. 8-16). Springer, Singapore.
https://doi.org/10.1007/978-981-99-2598-8 16

Shahid, M. A., Balal, R. M., Khan, N., Zotarelli, L., Liu, G., Ghazanfar, M. U.,
Rathinasabapathi, B., Mattson, N. S., Martinez-Nicolas J. J., and Garcia-
Sanchez, F., 2018. Ploidy level of citrus rootstocks affects the carbon and
nitrogen metabolism in the leaves of Chromium-stressed Kinnow mandarin

plants.  Environmental —and  Experimental  Botany, 149, 70-80.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2018.02.010

Shahid, M., Khalid, S., Abbas, G., Shahid, N., Nadeem, M., Sabir, M., Aslam, M.,
and Dumat, C., 2015. Heavy metal stress and crop productivity. H.K.,

Rehman (Ed.) Crop Production and global Environmental Issues (s. 1-25).
Springer. https://doi.org/10.1007/978-3-319-23162-4 1

Shahid, M., Shamshad, S., Rafig, M., Khalid, S., Bibi, 1., Niazl, N. K., Dumat C.,
and Rashid, M. 1., 2017. Chromium speciation, bioavailability, uptake,
toxicity and detoxification in soil-plant system: A review. Chemosphere, 178,
513-533. https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2017.03.074

Shamsi, M. H., and Kraatz, H. B., 2013. Interactions of metal ions with DNA and
some applications. Journal of Inorganic and Organometallic Polymers and
Materials, 23, 4-23. https://doi.org/10.1007/s10904-012-9694-8

Sharma, A., Kapoor, D., Wang, J., Shahzad, B., Kumar, V., Bali, A. S., Jasrotia, S.,
Zheng, B., Yuan, H., and Yan, D., 2020. Chromium bioaccumulation and its
impacts on plants: an overview. Plants, 9(1), 100.
https://doi.org/10.3390/plants9010100

Shetty, K. Curtis, O. F., Levin, R. E., Witkowsky, R., and Ang, W., 1995. Prevention
of Vitrification ABociated with in vitro Shoot Culture of Oregano. (Origanum
vulgare) by Pseudomonas spp. Journal of Plant Physiology, 147(3-4),
447-451. http://dx.doi.org/10.1016%2FS0176-1617(11)82181-4

Shukla, A., Pathak, S.K., Singh, S., and Srivastava, S., 2023. Application of Thiourea
Ameliorates Stress and Reduces Accumulation of Arsenic in Wheat (7riticum

aestivum L.) Plants Grown in Contaminated Field. Journal of Plant Growth
Regulation, 1-12. https://doi.org/10.1007/s00344-022-10799-8

116



Siddiqui, M. H., Al-Whaibi, M. H., Ali, H. M., Sakran, A. M., Basalah, M. O., and
Alkhaishany, M. Y., 2013. Mitigation of nickel stress by the exogenous
application of salicylic acid and nitric oxide in wheat. Australian Journal of
Crop Science, 7(11), 1780-1788.

Singh, D., Sharma, N. L., Singh, D., Siddiqui, M. H., Taunk, J., Sarkar, S. K.,
Rathore, A., Singh, C. K., Al-Amri, A. A., Alansi, S., Ali, H. M., and
Rahman, M. A., 2023a. Exogenous hydrogen sulfide alleviates chromium
toxicity by modulating chromium, nutrients and reactive oxygen species
accumulation, and antioxidant defence system in mungbean (Vigna radiata
L.) seedlings. Plant Physiology and Biochemistry, 200, 107767.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2023.107767

Singh, P., Saini, N., Bhola, L., Mishra, P., and Aamir, M. (2023b). Crosstalk of
biostimulants with other signaling molecules under metal stress. G.S., Singh,
T., Narendra, K., Nafees and G., Ritu (Ed.), Biostimulants in Alleviation of
Metal Toxicity in Plants (s. 469-509). Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-323-99600-6.00022-0

Singh, R., Gautam, N., Mishra, A., and Gupta, R., 2011. Heavy metals and living
systems: An overview. Indian Journal of Pharmacology, 43(3), 246-253.
https://doi.org/10.4103/0253-7613.81505

Singh, S. K., Husain, T., Suhel, M., Prasad, S. M., and Singh, V. P., 2022. Hydrogen
sulphide ameliorates hexavalent chromium toxicity in two cereal crops: Role

of antioxidant enzymes and proline metabolism. Plant Biology, 24(4),
636-641. https://doi.org/10.1111/plb.13413

Singh, V., Singh, N., Verma, M., Kamal, R., Tiwari, R., Sanjay Chivate, M., Rai,
S.N., Kumar, A., Singh, A., Singh, M.P., Vamanu, E., and Mishra, V., 2022.
Hexavalent-chromium-induced oxidative stress and the protective role of
antioxidants against cellular toxicity. Antioxidants, 11(12), 2375.
https://doi.org/10.3390/antiox 11122375

Soares, C., Carvalho, M. E., Azevedo, R. A., and Fidalgo, F., 2019. Plants facing
oxidative challenges—A little  help from  the antioxidant

networks.  Environmental and  Experimental Botany, 161, 4-25.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2018.12.009

Soares, C., DE Sousa, A., Pinto, A., Azenha, M., Teixeira, J., Azevedo, R. A.,
Fidalgo, F., 2016. Effect of 24-epibrassinolide on ROS content, antioxidant
system, lipid peroxidation and Ni uptake in Solanum nigrum L. under Ni

stress.  Environmental —and  Experimental Botany, 122, 115-125.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2015.09.010

Soliman, M., Alhaithloul, H. A., Hakeem, K. R., Alharbi, B. M., El-Esawi, M., and
Elkelish, A., 2019. Exogenous nitric oxide mitigates nickel-induced oxidative
damage in eggplant by upregulating antioxidants, osmolyte metabolism, and
glyoxalase systems. Plants, 8(12), 562. https://doi.org/10.3390/plants8120562

Subki, A., Abidin, A. A. Z., and Yusof, Z. N. B., 2018. The role of thiamine in plants

117



and current perspectives in crop improvement. B Group Vitamins-Current
Uses and Perspectives, 5(3), 33-44. https://doi.org/10.5772/intechopen.79350

Subrahmanyam, D., 2008. Effects of chromium toxicity on leaf photosynthetic
characteristics and oxidative changes in wheat (Triticum aestivum
L. Photosynthetica, 46(3), 339-345.
https://doi.org/10.1007/s11099-008-0062-4

Sun, C., Gao, L., Xu, L., Zheng, Q., Sun, S., Liu, X., Zhang, Z., Tian, Z., Dai, T., and
Sun, J., 2023a. Melatonin alleviates chromium toxicity by altering chromium
subcellular distribution and enhancing antioxidant metabolism in wheat

seedlings. Environmental Science and Pollution Research, 30(17),
50743-50758. https://doi.org/10.1007/s11356-023-25903-y

Sun, S., Liu, A, Li, Z., Guo, T., Chen, S., and Ahammed, G. J., 2023b. Anthocyanin
synthesis is critical for melatonin-induced chromium stress tolerance in
tomato. Journal of  Hazardous Materials, 453, 131456.
https://doi.org/10.1016/j.jhazmat.2023.131456

Sytar, O., Ghosh, S., MALINSka, H., Zivcak, M., and Brestic, M., 202I.
Physiological and molecular mechanisms of metal accumulation in
hyperaccumulator plants. Physiologia Plantarum, 173(1), 148-166.
https://doi.org/10.1111/ ppl.13285

Talukdar, D., 2016. Exogenous thiourea modulates antioxidant defense and
glyoxalase systems in lentil genotypes under arsenic stress. Journal of Plant
Stress Physiology, 2, 9-21.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.133482

Tang, M., Yue, J., Huang, Z., Hu, Y., Li, Z., Luo, D., Cao, S., Zhang, H., Pan, J.,
Wu, X., Wu., Q., and Chen, P., 2022. Physiological and DNA methylation
analysis provides epigenetic insights into chromium tolerance in
kenaf.  Environmental and  Experimental Botany, 194, 104684.

https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2021.104684

Tiwari, S., Patel, A., and Prasad, S. M., 2020. Phytohormone up-regulates the
biochemical constituent, exopolysaccharide and nitrogen metabolism in paddy-

field cyanobacteria exposed to chromium stress. BMC Microbiology, 20(1),
1-15. https://doi.org/10.1186/s12866-020-01799-3

Ulhassan, Z., Khan, I., Hussain, M., Khan, A. R., Hamid, Y., Hussain, S.,
Allakhverdiev, S.I., and Zhou, W., 2022. Efficacy of metallic nanoparticles in
attenuating the accumulation and toxicity of chromium in plants: Current

knowledge and future perspectives. Environmental Pollution, 315, 120390.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2022.120390

Umar, I., Ahmed, S., Yasin, N. A., Wahid, A., Alamri, S., Hamid, Y., and Sardar, R.,
2023. Role of exogenously applied triacontanol in amelioration of chromium
stress in Pisum sativum by enhanced nutrition orchestration, growth and
proline content. South African Journal of Botany, 162, 96-107.
https://doi.org/10.1016/;.sajb.2023.09.002

118



Upadhyay, M. K., Majumdar, A., Srivastava, A. K., Bose, S., Suprasanna, P., and
Srivastava, S., 2022. Antioxidant enzymes and transporter genes mediate
arsenic stress reduction in rice (Oryza sativa L.) upon thiourea
supplementation. Chemosphere, 292, 133482.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2021.133482

Valivand, M., Amooaghaie, R., and Ahadi, A., 2019. Interplay between hydrogen
sulfide and calcium/calmodulin enhances systemic acquired acclimation and
antioxidative defense against nickel toxicity in zucchini. Environmental and
Experimental Botany, 158, 40-50.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2018.11.006

Valivand, M., and Amooaghaie, R., 2021. Sodium hydrosulfide modulates
membrane integrity, cation homeostasis, and accumulation of phenolics and

osmolytes in Zucchini under nickel stress. Journal of Plant Growth
Regulation, 40, 313-328. https://doi.org/10.1007/s00344-020-10101-8

Van der Pas, L., and Ingle, R. A., 2019. Towards an understanding of the molecular
basis of nickel hyperaccumulation in plants. Plants, 8(1), 11.
https://doi.org/10.3390/plants8010011

Verma, N., Parihar, P., Singh, R., Prasad, S. M., and Pandey, A., 2022. Salicylic acid
induced signaling against nickel-induced toxicity: Responses of growth,
exopolysaccharides, phostosystem II photochemistry, nitrogen metabolism
status and antioxidant system of Anabaena sp. PCC 7120. South African
Journal of Botany, 151, 185-199. https://doi.org/10.1016/j.sajb.2022.09.026

Vuolo, M. M., Lima, V. S., and Junior, M. R. M., 2019. Phenolic compounds:
Structure, classification, and antioxidant power. S.M., Rubi (Ed.), Bioactive
Compounds (s. 33-50). Woodhead Publishing, Sawston.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814774-0.00002-5

Wakeel, A., Xu, M., and Gan, Y., 2020. Chromium-induced reactive oxygen species
accumulation by altering the enzymatic antioxidant system and associated
cytotoxic, genotoxic, ultrastructural, and photosynthetic changes in
plants. International Journal of Molecular Sciences, 21(3), 728.
https://doi.org/10.3390/ijms21030728

Wang, S. H., Zhang, H., Jiang, S. J., Zhang, L., He, Q. Y., and He, H. Q., 2010.
Effects of the nitric oxide donor sodium nitroprusside on antioxidant enzymes

in wheat seedling roots under nickel stress. Russian Journal of Plant
Physiology, 57, 833-839. https://doi.org/10.1134/S1021443710060129

Wang, Y., Yu, Q., Li, Y., Li, J., Chen, J., Liu, Z., Huang, J., Al-Harbi, M. S., Alj,
E.F., and Eissa, M. A., 2021. Mechanisms of nitric oxide in the regulation of
chilling stress tolerance in Camellia sinensis. Horticulturae, 7(10), 410.
https://doi.org/10.3390/horticulturae7100410

Wang, Z., Luo, P., Zha, X., Xu, C., Kang, S., Zhou, M., Nover, D., and Wang, Y.,
2022. Overview assessment of risk evaluation and treatment technologies for
heavy metal pollution of water and soil. Journal of Cleaner Production, 379,

119



134043. https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2022.134043

Wani, K. 1., Naeem, M., and Aftab, T., 2022. Chromium in plant-soil nexus:
Speciation, uptake, transport and sustainable remediation
techniques. Environmental Pollution, 315, 120350.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2022.120350

Wagas, M. A., Kaya, C., Riaz, A., Farooq, M., Nawaz, 1., Wilkes, A., and Li, Y.,
2019. Potential mechanisms of abiotic stress tolerance in crop plants induced

by thiourea. Frontiers in Plant Science, 10, 1336.
https://doi.org/10.3389/1pls.2019.01336

Wei, L., Zhang, J., Wei, S., Hu, D., Liu, Y., Feng, L., Li, C., Qi, N., Wang, C., and
Liao, W., 2022. Nitric Oxide Enhanced Salt Stress Tolerance in Tomato
Seedlings, Involving Phytohormone Equilibrium and
Photosynthesis. International Journal of Molecular Sciences, 23(9), 4539.
https://doi.org/10.3390/ijms23094539

Weisany, W., Sohrabi, Y., Heidari, G., Siosemardeh, A., and GHASSEMI-
GOLEZANI, K., 2012. Changes in antioxidant enzymes activity and plant
performance by salinity stress and zinc application in soybean (Glycine max
L). Plant Omics, 5, 60-67.

Witkowska, D., Stowik, J., and Chilicka, K., 2021. Heavy metals and human health:
Possible exposure pathways and the competition for protein binding
sites. Molecules, 26(19), 6060. https://doi.org/10.3390/molecules26196060

World Health Organization., 2020. Chromium in Drinking-water (No.
WHO/HEP/ECH/WSH/2020.3). World Health Organization.

Xalxo, R., and Keshavkant, S., 2019. Melatonin, glutathione and thiourea attenuates
lead and acid rain-induced deleterious responses by regulating gene
expression  of  antioxidants in  Trigonella  foenum  graecum
L. Chemosphere, 221, 1-10.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2019.01.029

Yadav, P., and Srivastava, S., 2021. Effect of thiourea application on root, old leaf
and young leaf of two contrasting rice varieties (Oryza sativa L.) grown in
arsenic contaminated soil. Environmental Technology & Innovation, 21,
101368. https://doi.org/10.1016/j.eti.2021.101368

Yan, A., Wang, Y., Tan, S. N., Mohd Yusof, M. L., Ghosh, S., and Chen, Z., 2020.
Phytoremediation: a promising approach for revegetation of heavy metal-

polluted land. Frontiers in Plant Science, 11, 359.
https://doi.org/10.3389/fpls.2020.00359

Yang, S., Ulhassan, Z., Shah, A. M., Khan, A. R., Azhar, W., Hamid, Y., Hussain,
S., Sheteiwy, M. S., Salam, A., and Zhou, W., 2021. Salicylic acid underpins
silicon in ameliorating chromium toxicity in rice by modulating antioxidant

defense, ion homeostasis and cellular ultrastructure. Plant Physiology and
Biochemistry, 166, 1001-1013. https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2021.07.013

120



Yang, X., Ren, J., Yang, W., Xue, J., Gao, Z., and Yang, Z., 2023. Hydrogen sulfide
alleviates chromium toxicity by promoting chromium sequestration and re-
establishing redox homeostasis in Zea mays L. Environmental Pollution, 332,
121958. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2023.121958

Zaheer, 1. E., Ali, S., Saleem, M. H., Imran, M., Alnusairi, G. S., Alharbi, B. M.,
Riaz, M., Abbas, Z., Rizwan, M., and Soliman, M. H., 2020. Role of
iron—lysine on morpho-physiological traits and combating chromium toxicity
in rapeseed (Brassica napus L.) plants irrigated with different levels of
tannery wastewater. Plant Physiology and Biochemistry, 155, 70-84.
https://doi.org/10.1016/j.plaphy.2020.07.034

Zahid, G., Iftikhar, S., Shimira, F., Ahmad, H. M., and Kagar, Y. A., 2023. An
overview and recent progress of plant growth regulators (PGRs) in the
mitigation of abiotic stresses in fruits: A review. Scientia Horticulturae, 309,
111621. https://doi.org/10.1016/j.scienta.2022.111621

Zaid, A., Mohammad, F., and Fariduddin, Q., 2020. Plant growth regulators improve
growth, photosynthesis, mineral nutrient and antioxidant system under
cadmium stress in menthol mint (Mentha arvensis L.). Physiology and
Molecular Biology of Plants, 26, 25-39.
https://doi.org/10.1007/s12298-019-00715-y

Zhang, X., Chen, J., Liu, X., Gao, M., Chen, X., and Huang, C., (2019. Nickel uptake
and distribution in Agropyron cristatum L. in the presence of pyrene.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 174, 370-376.
https://doi.org/10.1016/ j.ecoenv.2019.01.132

Zhao, H., Jin, Q., Wang, Y., Chu, L., Li, X., and Xu, Y., 2016. Effects of nitric oxide
on alleviating cadmium stress in Typha angustifolia. Plant Growth
Regulation, 78(2), 243-251. https://doi.org/10.1007/s10725-015-0089-z

Zheng, J., Xie, X., Li, C., Wang, H., Yu, Y., and Huang, B., 2023. Regulation
mechanism of plant response to heavy metal stress mediated by endophytic

fungi. International Journal of Phytoremediation, 1-18.
https://doi.org/10.1080/15226514.2023.2176466

121



