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ÖZET

DOKTORA TEZİ

BİTKİ BÜYÜME DÜZENLEYİCİLERİNİN NİKEL VE KROM STRESİ ALTINDAKİ BİBER
BİTKİLERİNİN FİZYOLOJİK GELİŞİMİ, OKSİDATİF STRES VE AZOT

METABOLİZMASI ÜZERİNE ETKİSİ

FERHAT UĞURLAR

HARRAN ÜNİVERSİTESİ
FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ

TOPRAK BİLİMİ VE BİTKİ BESLEME

 Yıl: 2024, Sayfa :  122

Yüksek seviyelerde Nikel (Ni) ve Krom (Cr) bitkilerde toksisiteye yol açarak fizyolojik bozulmalara
ve büyümesinin gerilemesine neden olur. Bu çalışmada Ni stresi (100 µM) koşullarında biber
bitkilerine yapraktan Nitrik Oksit (NO, 0.1 mM) ve diüre (400 mg L-1) uygulamasının bireysel ve
kombine etkileri incelendi. Benzer şekilde eksojen Tiamin (TA, 50 mg L-1) ve Hidrojen Sülfit (H2S,
0.2 mM) uygulamalarının Cr stresi (100 µM) altında bireysel ve kombine etkileri araştırıldı.
Sonuçlarımız, Ni stresinin biber bitkilerinin üst aksam ve kök kuru ağırlığını sırasıyla %73 ve %62
oranında düşürdüğünü, ayrıca hidrojen peroksit (H2O2, %398), malondialdehit (MDA, %471) ve
elektrolit sızıntısı (ES, %204) gibi oksidatif stres belirteçlerinin seviyelerini arttırdığını gösterdi. Ni
stresi toplam klorofil içeriğini (%44), maksimum kuantum verimini (Fv/Fm, %23), bağıl su içeriğini
(BSİ, %21), toplam çözünebilir şekerleri (%47) azalttı, ancak prolin (4,5 kat) ve fenolik içeriklerini
(%43) arttırdı. NO ve diürenin ayrı ayrı veya birlikte uygulanması, biber bitkilerinde BSİ, prolin,
toplam şekerleri ve fenolik içeriğini artırarak bitki büyümesini iyileştirdi. NO ve diüre uygulaması ile
antioksidan enzimlerinin aktivitelerinde meydana gelen artış oksidatif stres parametrelerinde azalmaya
neden oldu. Ni stresi nitrat redüktaz (NR, %57), glutamin sentetaz (GS, %32), glutamat sentaz
(GOGAT, %36), glutamat dehidrojenaz (GDH, %38), protein içeriğini (%50) ve nitrat içeriğini (%35)
azalttı. Ancak amonyum ve amino asit içeriğini sırasıyla %48 ve %73 oranında arttırdı. NO ve diüre
uygulaması Ni stresi koşullarında azot asimilasyonunu ve protein içeriğini iyileştirdi. NO+Diüre
uygulaması yaprak hücre duvarlarında ve kök vakuollerinde Ni'yi arttırdı, ancak hücre organellerinde
Ni konsantrasyonunu azalttı. NO ve diüre kombinasyonu Ni birikimini azaltarak mineral besin alımını
(N, P ve K) iyileştirdi. Ni stresi koşullarında NO ve diürenin birlikte uygulanması, tek başına
uygulamalarına kıyasla daha belirgin sonuçlar ortaya çıkardı. Cr stresi, toplam klorofil içeriğini
(%49), Fv/Fm (%29), BSİ (%30), toplam çözünebilir şekerleri (%48) azalttı, ancak prolin (5,7 kat) ve
fenolik içeriklerini (%50) arttırdı. Cr stresi H2O2 (%488), MDA (%565) ve ES (%244) seviyelerinde
artışa neden oldu ve bu durum bitki büyümesinin azalmasına yol açtı. TA ve H2S’in ayrı ayrı veya
birlikte uygulanması, biber bitkilerinde BSİ, prolin, toplam şekerleri ve fenolik içeriğini artırdı.
Antioksidan enzimlerinin aktivitelerini iyileştirerek Cr kaynaklı oksidatif stresi önemli ölçüde
hafifletti. Cr stresi NR (%61), GS (%34), GOGAT (%40) ve GDH (43), protein (%33) ve nitrat (%49)
içeriğini azalttı, ancak amonyum (%51) ve amino asit içeriğini (%105) artırdı. TA ve H2S Cr stresli
bitkilerde azot asimilasyonunu ve protein içeriğini iyileştirdi. Yapraktan TA ve H2S uygulaması Cr
toksisitesi nedeniyle azalan mineral besin (N, P ve K) alımını iyileştirdi ve sürgünlerde Cr birikimini
azalttı. Genel olarak TA ve H2S’in Cr stresi altında kombinasyon halinde uygulanması Cr stresinin
hafifletilmesinde bireysel uygulamalarına göre daha etkiliydi. Sonuç olarak, mevcut çalışma, bitki
büyüme düzenleyicilerinin sinerjistik etki göstererek ağır metal stresine karşı daha etkili bir toleransın
geliştirilmesine yönelik bilgiler sağlamaktadır.

ANAHTAR KELİMELER: Nikel toksisitesi, krom toksisitesi, bitki büyüme düzenleyicileri, azot
metabolizması, antioksidan savunma sistemi
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ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

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

NICKEL AND CHROMIUM STRESS

FERHAT UĞURLAR

HARRAN UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF SOIL SCIENCE AND PLANT NUTRITION

 Year: 2024, Page : 122

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-1) to pepper plants under Ni stress
(100 µM) conditions were examined. Similarly, the individual and combined effects of exogenous
Thiamine (TA, 50 mg L-1) and Hydrogen Sulfite (H2S, 0.2 mM) applications under Cr stress (100 µM)
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 (H2O2, 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 H2O2 (488%), MDA (565%) and EL (244%) levels, which led to
reduced plant growth. Application of TA and H2S 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 H2S improved nitrogen assimilation and protein
content in Cr-stressed plants. Foliar TA and H2S 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 H2S 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. GİRİŞ

Çevresel kirlilik, her geçen gün artan bir stres kaynağı haline gelmektedir. Bu
kirlilik kaynakları, bitkilerden hayvanlara ve nihayetinde insan sağlığına zararlı
etkileri olan birçok olumsuz sonuç doğurmaktadır. Ağır metal kirliliği, hızlı
endüstrileşme, teknolojik ilerleme ve insan nüfusundaki hızlı artış nedeniyle ciddi bir
çevresel tehdit haline gelmiştir (Nachana’a Timothy, 2019; Mishra ve ark., 2019;
Kumari ve Mishra, 2021; Wang ve ark., 2022; Khatun ve ark., 2022). Ağır metaller,
doğal (erozyon, volkanik patlamalar, mineral aşınması, kuyrukluyıldızlar vb.) ve
antropojenik (kaplama, biyokatılar, alaşım üretimi, atmosferik birikmeler, gübreler,
pestisitler vb.) süreçlerle tarımsal ekosisteme girmektedir (Kumar ve ark., 2022a;
Abd Elnabi ve ark., 2023). Bu faaliyetler, metallerin yer altı suyuna karışmasına veya
toprak yüzeyinde birikmesine yol açar (Doyi ve ark., 2018;). Ağır metallerin tümü
biyolojik olarak parçalanamaz, yani herhangi bir doğal yöntemle çevreden
atılamazlar ve dolayısıyla bitkilerin kök sistemi aracılığıyla alınarak besin zincirine
girme potansiyeline sahiptir (Sing ve ark., 2011; Ghori ve ark., 2019; Yan ve ark.,
2020; Kaur ve ark., 2022a).

Bitki kökleri tarafından ağır metallerin sürekli alınımı ve birikimi ağır metal
stresine neden olur (Goyal ve ark., 2020). Ağır metaller, enzimlerin aktif bölgelerine
bağlanarak yapılarını ve işlevlerini değiştirebilir. Bu durum belirli metabolik yolların
inhibe edilmesine veya hızlandırılmasına neden olur (Witkowska ve ark., 2021). Ağır
metal stresi, bitki büyümesi ve gelişimi için gerekli olan proteinlerin denatüre
olmasına neden olur ve bu durum proteinlerin işlevlerini kaybetmesine yol açar
(Hasan ve ark., 2017). Ayrıca ağır metaller, nükleik asitlerin sentezine ve
stabilitesine müdahale ederek genetik bilgiyi etkileyebilir ve genel bitki sağlığına
zarar verebilir (Shamsi ve Kraatz, 2013). Ağır metal toksisitesinin bu moleküller
üzerindeki etkilerinin sonucunda, bitki dayanıklılığı ve bitki büyümesi azalır.
Bitkilerde ağır metal stresi, süperoksit radikalleri (O2

−), hidrojen peroksit (H2O2) ve
hidroksil radikalleri (OH) gibi reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumuna neden olur
(Khan ve ark., 2022b; Altaf ve ark., 2023; Mitra ve ark., 2023). Bu oldukça reaktif
moleküller, lipitler, proteinler ve nükleik asitler dahil olmak üzere hücresel yapılara
zarar vererek genel hücresel işlevlerin bozulmasına yol açar (Mandal ve ark., 2022;
Faizan ve ark., 2023; Zheng ve ark., 2023).

Nikel (Ni), ekosisteme madencilik, endüstriler, volkanik emisyonlar, aşırı
gübre ve pestisitlerin kullanımı yoluyla girmektedir (Pujari ve ark., 2021; Kumar ve
ark., 2022a; Begum ve ark., 2022). Ni, düşük konsantrasyonlarda, bitkilerin çeşitli
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fizyolojik fonksiyonlarında önemli bir rol oynar (Mustafa ve ark., 2023). Ni,
bitkilerde normal büyüme, enzimatik aktiviteler (örneğin üreaz) ve azot
metabolizması gibi temel olaylarda yer alır (Kaur ve ark., 2023). Ancak aşırı Ni
seviyeleri birçok bitki için toksik olabilir (Hassan ve ark., 2019). Toksik seviyelerde
Ni, bitkilerin besin alımını bozarak temel minerallerde dengesizliklere ve eksikliklere
yol açar, stoma iletkenliğini, klorofil sentezini ve fotosentez hızını azaltır (Karthika
ve ark., 2018; Matraszekve ark.,2016; Saleem ve ark., 2023; Saraiva ve ark., 2023).
Ek olarak Ni, enzimler ve proteinlerdeki diğer iyonların yerini alarak (örneğin
rubisco enzimindeki Mg'nin yerini) bunların yapısını ve işlevini etkileyebilir
(Nowicka, 2022). Ni toksisitesi, fotosentetik elektron taşıma zincirindeki elektron
akışını azaltan ve klorofil moleküllerinin sentezini engelleyen ROT’ların birikimi
sonucu meydana gelen oksidatif strese neden olur (Prasad ve ark., 2005). Bazı
bitkilerin (özellikle de hiperakümülatör olarak sınıflandırılanların), normal büyüme
ve gelişmesi için Ni’ye ihtiyaç duyduğu bulunmuştur (Deng ve ark., 2018; Van der
Pas ve Ingle, 2019). Ancak, kromun (Cr) normal bitki gelişimi için gerekli olmadığı
düşünülmektedir ve yüksek konsantrasyonlarda bitkiler için toksik olduğu
bilinmektedir (Mumtaz ve ark., 2022; Wani ve ark., 2022; Ali ve ark., 2023). Cr,
kimyasalların imalatı, krom kaplama, boyalar, pestisitler, gübreler, kâğıt üretimi ve
diğer endüstriyel işlemlerde yaygın olarak kullanılan en toksik ağır metallerden
biridir (Jaishankar ve ark., 2014; Narayanasamy ve ark., 2022; Gürgan, 2023). Cr
toprakta çeşitli formlarda bulunur, ancak iyi bilinen ve sabit formlar üç değerlikli Cr
(III) ve altı değerlikli Cr(VI)'dır (Saud ve ark., 2022; Ulhassan ve ark., 2022). Cr
(VI) yüksek oksidasyon ve yüksek çözünürlük durumundan dolayı üç değerlikli
kromdan (CrIII) daha toksiktir ve bitkiler tarafından kolayca alınarak önemli
hücresel yapıları diğer Cr formlarına göre daha fazla bozabilir (Alharby ve Ali, 2022;
Singh ve ark., 2022; Bao ve ark., 2022). Cr, bitkilerde ROT üretimini arttırır; bu da
DNA, RNA, proteinler ve pigmentlerin oksidatif hasarına yol açar (Shahid ve ark.,
2015; Sharma ve ark., 2020; Tang ve ark., 2022). Cr stresi, CO2 fiksasyonu, elektron
taşınması, fotofosforilasyon ve enzim aktiviteleri etkileyerek fotosentezi engeller
(Subrahmanyam, 2008; Rodriguez ve ark., 2012). Ayrıca, Cr bitkilerin besin
elementi alımında temel besin maddeleri ile rekabet edebilir ve besin asimilasyonunu
bozabilir (Shahid ve ark., 2017; Kamran ve ark., 2017). Tüm bunların sonucunda
biyokütle veriminin ve dolayısıyla bitki verimliliğinin azalmasına neden olur
(Sharma ve ark., 2020; Ahmad ve ark., 2022; Kumar ve ark., 2023). Bu metabolik,
fizyolojik ve biyokimyasal etkilerin karmaşık etkileşimi, bitkilerdeki Cr toksisitesini
azaltmak için etkili stratejilere ihtiyaç duyulduğunu göstermektedir.

Bitkiler, diğer stres faktörlerinde olduğu gibi ağır metal kaynaklı oksidatif
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strese tepki olarak, ROT'un neden olduğu hasarı azaltmak için antioksidan savunma
mekanizmalarını aktive eder (Panda ve ark., 2016). Süperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), askorbat peroksidaz (APOD), peroksidaz (POD) ve glutatyon
redüktaz (GR) gibi enzimler, ROT'un temizlenmesinde ve nötralize edilmesinde
önemli rol oynar (Hussain ve ark., 2019; Hasanuzzaman ve ark., 2020). Ayrıca,
glutatyon (GSH), askorbat (AsA), karotenoidler, prolin, şekerler ve fenolik bileşikler
gibi enzimatik olmayan antioksidanlar, ROT'un bitki hücrelerinden
uzaklaştırılmasında görev alır (Soares ve ark., 2019; Garcia-Caparros ve ark., 2021).
Bu enzimlerin düzenlenmesini ve aktivitelerini anlamak, bitkinin oksidatif strese
karşı koyma yeteneği hakkında fikir verir ve bitkinin ağır metal toksisitesine karşı
toleransını arttırmaya yönelik stratejiler geliştirmeye olanak sağlar. Toksik metallerin
fitoşelatinler ve metallotiyoneinler tarafından tutulması, bitkilerin toksik metallere
karşı toleransı için bir başka önemli savunma sistemidir. Fitoşelatinler, antioksidatif
enzimlerle birlikte ağır metal stresi altında sinerjistik bir savunma mekanizması
oluşturabilir ve bu da bitkilerin metal toksisitesine karşı direncini güçlendirir
(Raychaudhuri ve ark., 2021; Sethi ve ark., 2023). Ancak bu savunma mekanizmaları
bitkilerin ağır metal stresini hafifletmesinde yeteri kadar savunma sağlayamayabilir.
Bu nedenle savunma mekanizmasının geliştirilmesine yönelik stratejiler bitki
toleransının arttırılmasında etkili bir yöntem olabilir.

Ağır metaller, azot (N) alımı ve asimilasyonundan sorumlu olan metabolik
olaylarda aksamalara neden olur (Khan ve ark., 2016a; Ayub ve ark., 2021). N, bitki
büyümesi için önemli ve zorunlu bir besin elementidir (Anas ve ark., 2020). Bitkiler,
nitrat (NO3

−), amonyum (NH4
+), üre ve amino asitler gibi farklı moleküllerden N

elde edebilir. Daha sonra bunu protein, nükleik asitlerin üretimi ve sinyal molekülleri
dahil olmak üzere farklı metabolik amaçlar için kullanırlar (Javed ve ark., 2022).
NO3

− tarım topraklarında bitkiler için başlıca N kaynağıdır ve verimlilik açısından
hayati öneme sahiptir (Ciu ve ark., 2022). NO3

−, bitkilerde protein ve diğer organik
bileşiklerin sentezi için NH4

+ formuna indirgenmelidir (Erdal ve Türk, 2016). Nitrat
redüktaz (NR), bitki hücrelerinde NO3

−'ün nitrite (NO2
−) indirger ve bu NO2

− ise
nitrit redüktaz (NiR) enzimi tarafından NH4

+ ‘e indirgenir (Rizwan ve ark., 2022).
NH4

+, bitkide GS-GOGAT (glutamin sentetaz-glutamat sentaz) enzimleri veya GDH
(glutamat dehidrojenaz) tarafından amino asitlere ve proteinlere asimile edilir (Chen
ve ark., 2023; Liu ve ark., 2023). Ni ve Cr stresinin, N metabolizması enzimleri
üzerindeki olumsuz etkileri birçok araştırmacı tarafından çeşitli bitkilerde
bildirilmiştir (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, ağır metal
stresi altındaki bitkilerin normal büyüme ve gelişmesi için gerekli olan N
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metabolizması enzimlerinin aktivitelerinin yükseltilmesi gerekir.

Biber (Capsicum annuum L.), ekonomik açıdan önemli Solanaceae
familyasına ait tek yıllık bir bitkidir. Biber, flavonoidler, fenolik asitler,
karotenoidler ve C, E, A vitaminleri gibi biyoaktif bileşiklerin yanı sıra iyi bir
antioksidan ve besin kaynağıdır (Jayaprakasha ve ark., 2012). Biberin dünya çapında
tüketiminin yüksek olması, kapsaisin maddesinin gıda katkı maddesi olarak
kullanılması ve tıbbi kullanımı nedeniyle biberde ağır metal birikimi gibi toksik
maddeler önemli sorunlara neden olabilmektedir (Antonious ve Kochhar, 2009).
Tüm bu nedenlerden dolayı ağır metallerin bitkilerin metabolik süreçleri üzerindeki
yıkıcı etkilerini azaltmak için etkili bir yaklaşım gereklidir.

Ağır metal stresinin kontrol altına alınmasında bitki gelişim düzenleyicilerinin
kullanılması son zamanlarda büyük ilgi görmektedir. Sentetik ve doğal bitki büyüme
düzenleyicileri hem stresli hem de normal koşullarda bitki büyümesinde yer alan
metabolik olayları kontrol eden küçük kimyasal habercilerdir (Hossain ve ark., 2022;
Zahid ve ark., 2023). Çok sayıda araştırma ağır metal stresli bitkilerde büyüme
düzenleyicilerinin fizyolojik, biyokimyasal ve metabolik süreçleri düzenleyerek
bitkilerin toleransını arttırdığını rapor etmiştir (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 koşullar altında bitki büyümesini ve
gelişmesini düzenlemede önemli rol oynayan küçük, gaz halindeki bir sinyal
molekülüdür (Khan ve ark., 2023a; Pal ve ark., 2023). NO, bitkileri yaralanma,
patojen istilası, ultraviyole (UV) radyasyon, kuraklık stresi, tuz stresi, aşırı
sıcaklıklar ve ağır metal stresi gibi çeşitli çevresel streslerden korumak için de
önemli bir rol oynar (Khan ve ark., 2023a). NO’nun sinyal iletimi yoluyla bitkilerin
antioksidan savunma sistemini uyararak oksidatif stresi azalttığı ve ağır metal stresini
hafiflettiği bilinmektedir (Basit ve ark., 2022b; Kharbech ve ark., 2022; Meng ve
ark., 2022). NO'nun eksojen uygulamasının antioksidan enzimlerin aktiviteleri
iyileştirerek Ni stresini önemli ölçüde azaltıldığı birçok araştırmacı tarafından farklı
bitkilerde rapor edilmiştir (Wang ve ark., 2010; Kazemi ve ark., 2010; Siddiqui ve
ark., 2013; Rizwan ve ark., 2018; Soliman ve ark., 2019).

Bir diğer bileşik diüre, çevresel streslere karşı bitkilerde büyüme, fotosentetik
aktivite ve antioksidan savunma sistemi gibi çeşitli metabolik olayları düzenlediği
için önemli bir bitki büyüme düzenleyicisi olarak kabul edilir (Sahu, 2017; Patade ve
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ark., 2020). Diüre bitkileri metaller, sıcaklık, tuzluluk ve kuraklık gibi çeşitli abiyotik
streslerden koruduğu için mahsul veriminin arttırılmasında etkili bir bileşiktir
(Waqas ve ark., 2019). Çeşitli araştırmacılar, eksojen diüre uygulamasının çeşitli
bitki türlerinde kurşun (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) hafiflettiğini bulmuştur.

Bitkinin zorlu çevre koşullarına toleransını artıran bitki gelişim
düzenleyicilerin uygulanması, Cr toksisitesi de dahil olmak üzere farklı streslerin
zararlı etkilerini hafifletmek için etkili yöntem olabilir. Tiamin (TA), bitkilerde
önemli bir büyüme düzenleyicisi olarak bilinmektedir ve bitkide TA birikiminin
çevresel streslere karşı bitki toleransını arttırdığı rapor edilmiştir (Abidin ve ark.,
2016). TA, karbonhidrat katabolizması, NADPH ve ATP sentezi, nükleik asitlerin
oluşumu ve amino asit sentezinde önemli rol oynaması nedeniyle tüm canlı
organizmaların düzgün işleyişi için gerekli olduğu bildirilmiştir (Goyer 2010; Subki
ve ark., 2018). Çeşitli araştırmacılar TA’nın ekzojen uygulamasının mısırda As stresi
(Atif ve ark., 2022), çilekte Cd stresi (Kaya ve Aslan, 2020), buğdayda bor toksisitesi
(El-Shazoly ve ark., 2019) ve mısırda tuz stresini (Hamada ve El-Hakimi, 2009)
hafiflettiğini rapor etmişlerdir.

Hidrojen sülfürün (H2S) bitkiler için toksik olduğu düşünülürken, son
gelişmeler ile bitkilerde birçok görevde önemli bir sinyal molekülü olduğu
anlaşılmıştır (Lisjak ve ark., 2013). H2S, önemli sinyal yollarının düzenlenmesine ve
strese duyarlı genlerin aktivasyonuna aktif olarak katılarak bitkinin ağır metal
stresine karşı direncini arttırır (Pandey ve Gautam, 2020; Arif ve ark., 2021). H2S'in
metal alımı ve taşıma mekanizmalarının düzenlenmesinde rol oynadığı, metallerin
bitki hücrelerinde tutulmasını ve bölümlendirilmesini etkilediği bildirilmiştir (Jia ve
ark., 2020; Yang ve ark., 2023). H2S donörü olan sodyum hidrosülfit
uygulanmasının, maş fasulyesi (Singh ve ark. 2023a), buğday (Singh ve ark., 2022),
domates (Alamri ve ark., 2020) ve mısır (Kharbech ve ark., 2020) bitkilerinde Cr
stresini hafiflettiği ve bitki büyümesini teşvik ettiği raporlanmıştır.

Farklı biyostimülantlar arasındaki etkileşimin ve bunların bitki fizyolojisi
üzerindeki etkilerinin araştırılması, son yıllarda araştırmacıların ilgisini çekmektedir.
Biyostimülantların, birbirlerinin üretimini düzenlemek ve sinyal yollarını etkilemek
gibi çeşitli şekillerde etkileşime girebileceğini bildirilmiştir (Rogatgi ve ark., 2023;
Singh ve ark., 2023b). Farklı biyostimülanların sinerjistik olarak birlikte çalıştığı ve
stres direncinin arttırılmasında tek başına uygulanmalarına kıyasla birlikte
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uygulandıklarında daha etkili oldukları birçok araştırmacı tarafından bildirilmiştir
(Benito ve ark., 2022; Kaur ve ark., 2022b; Khan ve ark., 2022a; Ghasemifar ve ark.,
2023). Bu nedenle, bu çalışmada farklı bitki gelişim düzenleyicilerinin Ni ve Cr
toksisitesi altındaki biber bitkilerinde bitki büyümesi, mineral element alımı,
metabolitler, antioksidan savunma sistemi enzimleri ve azot metabolizması
üzerindeki bireysel ve kombine etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR

2.1. Bitkilerde Nikel Stresi
Nikel (Ni), toprağın doğal bir bileşenidir (Hedfi ve ark. 2007) ve toprak

profili boyunca düzgün bir şekilde dağılır (Hassan ve ark., 2019). Ancak madencilik,
endüstriler, fosfatlı gübrelerin uygulanmasının ve pestisitlerin kullanımı yoluyla
çevreye yayılarak toprak yüzeyindeki konsantrasyonu artar (Kumar ve ark., 2022a;
Begum ve ark., 2022; Pujari ve ark., 2021;). Ni, düşük konsantrasyonlarda, bitkilerin
çeşitli fizyolojik fonksiyonlarında önemli bir rol oynar (Mustafa ve ark., 2023),
ancak aşırı Ni seviyeleri birçok bitki için toksik olabilir (Hassan ve ark., 2019).
Yüksek seviyelerde Ni varlığı, besin alımını bozarak temel minerallerde
dengesizliklere ve eksikliklere yol açar, stoma iletkenliğini, klorofil sentezini ve
fotosentez hızını azaltır (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 amacıyla hidroponik koşullarda biber fidelerini yedi farklı Ni
konsantrasyonuna (0, 10, 20, 30, 50, 75 ve 100 mg L–1 Ni) maruz bırakmıştır. Ni
toksisitesinin, genç yapraklarda klorozis belirtileri gösterdiğini bildirmiştir. Ni
toksisitesinin büyümeyi, kök morfolojisini, gaz değişim parametrelerini, pigment
içeriğini ve fotosistem fonksiyonunu azalttığını raporlamıştır. Araştırmacılar,
büyüme tolerans indeksinin, bitkilerde 10, 20, 30, 50, 75 ve 100 mg L–1 Ni
koşullarında sırasıyla %88, %75, %60, %45, %30 ve %19 oranında azaldığını
bulmuştur. Yüksek Ni konsantrasyonlarının, biber yapraklarında antioksidan enzim
aktivitesini, reaktif oksijen türleri (ROT) birikimini, malondialdehit (MDA),
elektrolit sızıntısı (ES) ve metabolitleri (prolin, çözünür şekerler, toplam fenoller ve
flavonoidler) artırdığını bildirmiştir. Ayrıca, artan Ni ile, biber yapraklarında ve
köklerinde Ni içeriğinin artırdığını, ancak azot (N), potasyum (K) ve fosfor (P)
seviyelerinin düştüğünü raporlamıştır. Araştırmacılar, köklerde Ni birikiminin
sürgünlere kıyasla daha yüksek olduğu bildirmiştir. Sonuç olarak 30 mg L–1 ve
üzerindeki Ni’nin biber fideleri için zararlı olduğu bildirilmiştir.

Altaf ve ark. (2021), hidroponik ortamda 50 µM Ni ile büyütülen domates
fidelerinin Ni toksisitesine karşı tepkilerini incelemeyi amaçlamışlardır.
Araştırmacılar, Ni toksisitesinin kök yapısını bozarak, fotosentez sürecini, besin
alımını ve antioksidan enzimleri etkileyerek bitki büyümesini engellediği
gözlemlemiştir. Ayrıca, ES, MDA içeriği ve ROT birikiminin önemli ölçüde arttığını
bildirmiştir. Sonuç olarak, Ni toksisitesinin domates fidelerinde kök yapısını,
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biyokütle üretimini, mineral homeostazı ve fotosentetik verimliliğini önemli düzeyde
olumsuz etkilediğini raporlamıştır.

Jahan ve ark. (2020), hidroponik ortamda domates fidelerinde yaptıkları
araştırmada 50μM Ni’ye maruz kalan fidelerin kök ve sürgünde Ni birikiminin
gerçekleştiğini ve toksisite belirtilerinin gerçekleştiğini gözlemlemiştir.
Araştırmacılar, Ni stresinin fotosentezi, mineral homeostazı, kök aktivitesini ve
osmotik dengesini bozarak büyümeyi önemli ölçüde engellediğini bildirmiştir.

Helaoui ve ark. (2020), gerçekleştirdikleri çalışmada Ni stresinin yonca
(Medicago sativa) üzerindeki etkilerini fizyolojik, biyokimyasal ve transkriptomik
düzeylerde değerlendirmeyi amaçlamışlardır. Bu amaçla bitkileri 60 gün boyunca
beş Ni konsantrasyonuna (0, 50, 150, 250 ve 500 mg kg-1) maruz bırakmışlardır.
Araştırmacılar, bitkilerdeki Ni konsantrasyonunun topraktaki Ni konsantrasyonuyla
birlikte önemli ölçüde arttığını bildirmiştir. Oksidatif stres belirteçleri ile ilgili
olarak, özellikle en yüksek Ni konsantrasyonunun (500 mg/kg Ni) MDA birikimi ile
peroksidaz ve glutathione s-transferase (GST) aktivitelerinde artışa neden olduğunu
raporlamıştır. Ayrıca sürgünlerde ve köklerde Prx1C ve GST genlerinde önemli bir
artış olduğunu gözlemlemiştir. Fitoşelatinlerin (PC) gen ekspresyonunun, farklı nikel
konsantrasyonlarına yanıt olarak önemli ölçüde arttığını, bunun PC’lerin yonca
bitkilerinde Ni detoksifikasyonundaki önemli rollerini ortaya koyduğunu
raporlamıştır.

Abd_Allah ve ark. (2019), artan konsantrasyonlarda Ni’ye maruz kalan hardal
bitkilerinin büyümesi, biyokimyasal özellikleri, fotosentetik pigmentleri, antioksidan
tepkileri ve giloksalaz sistemlerini incelemişlerdir. Ni stresinin (150 µM), büyümeyi,
klorofil pigment içeriğini, gaz değişim parametrelerini, yaprak bağıl içeriğini (BSİ)
azalttığını, ancak H2O2, MDA ve metilglioksal (MG) içeriğini önemli düzeyde
arttırdığını bildirmiştir. Ni stresinin ayrıca antioksidan enzimlerin, askorbat glutatyon
(AsA-GSH) döngüsü ve glioksalaz sistemleri ile ilişkili enzimlerin aktivitelerini
bozduğunu raporlamıştır.

Rizwan ve ark. (2019), Ni stresinin pirinç bitkilerinde azot metabolizması ve
fotosentez üzerine etkisini incelemişlerdir. Araştırmacılar Ni stresinin bitki
büyümesini, fotosentez özelliklerini, stoma iletkenliği, transpirasyon hızını, gaz
değişim parametrelerini ve fotosentetik pigment içeriğini olumsuz etkilediğini
gözlemlemiştir. Ayrıca Ni stresinin nitrat konsantrasyonunda azalmaya ve amonyum
konsantrasyonunda artışa yol açtığını bildirmiştir. Araştırmacılar Ni stresi altında
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azot metabolizması ile ilişkili nitrat redüktaz (NR), nitrit redüktaz (NiR), glutamin
sentetaz (GS) ve glutamat sentaz (GOGAT) enzim aktivitelerinin önemli düzeyde
düştüğünü, glutamat dehidrojenaz (GDH) enzim aktivitesinin ise arttığını
raporlamıştır. Sonuç olarak Ni stresinin pirinçte hem aktivite hem de genetik
düzeyde azot metabolizmasını bozduğunu bildirmiştir.

Valivand ve ark. (2019), 50 mg L-1 düzeyindeki Ni’nin kabak kök ve
yapraklarında bitki büyümesini azalttığını, oksidatif stresi, prolin birikimini, hidrojen
sülfit (H2S) içeriğini ve yapraklarda kalsiyumodulin (CaM) gen ekspresyonunu
arttırdığını bulmuştur. Ayrıca Ni stresinin kabak bitkisinin kök ve yapraklarında
POD ve KAT enzimlerini baskıladığını, SOD aktivitesini ise arttırdığını bildirmiştir.

Rizwan ve ark. (2018), pirinç bitkilerinde yaptıkları çalışmada Ni stresinin
bitki büyümesini, fotosentetik pigment içeriğini, çözünür proteinleri azalttığını
bildirmiştir. Ayrıca artan Ni konsantrasyonuna bağlı olarak bitki kök ve gövdesinde
Ni birikiminin, oksidatif stres belirteçleri (H2O2, MDA ve ES) ve prolin seviyelerinin
arttığını raporlamıştır. Ni stresi koşullarında SOD ekspresyon genlerinin azaldığını,
buna karşın POD, KAT, APOD ve GR genlerinin transkript seviyesinin arttığını
raporlamıştır.

Gupta ve ark. (2017), Ni stresinin yonca, incir ve yulaf fideleri üzerindeki
etkisini fidelerin büyümesi, lipid peroksidasyonu, toplam klorofil, prolin içeriği ve
enzimatik aktiviteler açısından incelenmiştir. Fidelerin çimlenme ve büyüme
parametreleri bakımından, yoncanın en toleranslı tür olduğu bildirilmiştir. Ni
birikiminin, köklere kıyasla sürgünlerde belirgin şekilde daha düşük olduğunu,
birikimin en yüksek yoncada ve en düşük yulaf sürgünlerinde olduğunu
raporlamıştır. Araştırmacılar, yüksek Ni konsantrasyonlarına maruz kalan bitkilerin
klorofil miktarında önemli bir azalma ve prolin içeriğinde artış gözlemlemiştir.
Ayrıca, MDA içeriği ve antioksidatif enzim aktivitesindeki önemli farkların,
bitkilerde Ni stresine bağlı olarak redoks dengesizliği oluştuğunu raporlamıştır.
Yüksek Ni konsantrasyonlarıyla POD ve SOD aktivitelerinde artış, KAT
aktivitesinde azalma olduğu bildirilmiştir. Yoncanın, incir ve yulafın aksine, birikim
ve ROT temizleme sistemi arasındaki dengeyi koruma konusunda daha yüksek bir
yeteneğe sahip olduğu raporlanmıştır.

Rizwan ve ark. (2017), yüksek Ni konsantrasyonlarına maruz kalan pirinç
bitkilerinin Ni alımını ve hücresel alt bölgelerdeki dağılımını, antioksidan üretimini
ve osmolit birikimini incelemiştir. Araştırmacılar, pirinç fidelerinin yüksek Ni
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konsantrasyonlarına maruz kalmasının kök ve sürgün uzunlukları, taze ve kuru
ağırlığı üzerinde bir azalmaya neden olduğunu ve bu durumun fotosentetik pigment
içeriklerinin azalması ile ilişkili olduğunu bildirmiştir. Araştırmacılar Ni'nin
öncelikle köklerde, ardından sürgünlerde biriktiğini raporlamıştır. Ayrıca, Ni'nin
hücre organelinden ziyade esas olarak çözünür fraksiyonda ve hücre duvarında
biriktiğini, bunun da pirinç bitkilerinde Ni toksisitesine karşı önemli savunma
bariyerleri olarak işlev gördüğünü öne sürmüştür. Ni’nin, artan H2O2 ve MDA
nedeniyle oksidatif metabolizmayı bozarak toksisitesini arttırdığını, bitkilerin
köklerinde ve sürgünlerinde katalaz, peroksidaz, askorbik asit ve glutatyonu artırarak
antioksidan sistemini uyumsuz hale getirdiğini raporlamıştır. Ni stresinin ayrıca
prolin birikim hızını tetiklediğini, çözünür protein ve çözünür şeker içeriğini
azalttığını bildirmiştir. Sonuç olarak Ni'nin çoğunluğunun çözünür fraksiyonda
bulunduğu ve Ni stresi altında osmolit birikimindeki değişikliklerin oksidatif stres
karşısında ek savunma sağladığı raporlanmıştır.

Khan ve ark. (2016b), farklı fotosentetik kapasiteye sahip iki hardal çeşidinin,
farklı konsantrasyonlardaki Ni karşısındaki tepkisi değerlendirmiştir. Ni stresinin her
iki çeşitte de biyoması, yaprak alanını, klorofil içeriğini, rubisko enzim aktivitesini,
fotosistem II’nin verimliliğini, stomal iletkenliği, net fotosentez miktarını, NR
aktivitesini, bitki azot içeriğini ve sülfür içeriğini azalttığını raporlamıştır. Ni
stresinin ayrıca membran hasarına yol açtığını ve AsA-GSH döngüsünü bozduğunu
bildirmiştir. Her ne kadar hardal çeşitleri arasında Ni stresine karşı tepkiler farklılık
gösterse de Ni stresi koşullarında bitki fiziksel ve biyokimyasal süreçlerin olumsuz
etkilendiğini bildirilmiştir.

2.2. Bitkilerde Krom Stresi
Krom (Cr) doğal olarak oluşan bir ağır metaldir ve yer kabuğunda en çok

bulunan 17. elementtir (Bhalerao ve Sharma, 2015). Cr, kimyasalların imalatı, krom
kaplama, boyalar, pestisitler, gübreler, kâğıt üretimi ve diğer endüstriyel işlemlerde
yaygın olarak kullanılan en toksik ağır metallerden biridir (Gürgan, 2023;
Narayanasamy ve ark., 2022; Jaishankar ve ark., 2014). Çeşitli antropojenik
faaliyetlerin yanı sıra doğal kaynaklar da sonuçta küresel olarak Cr kirliliğine yol
açan toprak, hava ve suya Cr salınımından sorumludur (WHO, 2020). Zehirli
Maddeler ve Hastalık Kayıt Dairesi (ATSDR, 2007), Cr'yi en tehlikeli maddeler
arasında 17. sıraya koymuştur. Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı'na göre bir
numaralı kanserojen olarak sınıflandırılmıştır (IARC, 1987). Bu nedenle, bu metalin
bitkilerde alımının, taşınmasının ve biyolojik birikiminin doğru bir şekilde
anlaşılmasına ve toprak-bitki sistemlerinde kapsamlı bir araştırmaya ihtiyaç vardır.
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Anjum ve ark. (2017), farklı Cr seviyelerinin (0, 30, 60, 90, 120 ve 150 μmol
L−1) iki mısır genotipi (Wandan 13 ve Runnong 35) üzerinde zararlı etkilerini
keşfetmek amacıyla bitki dokularında Cr birikimini, osmolit birikiminde
değişiklikleri, ROT oluşumunu ve savunma sistemi enzimlerinin aktivitesini
ölçmüştür. Araştırmacılar, Cr stresinin yaprak alanını, koçan oluşumunu, 100-tane
ağırlığını, sürgün taze ağırlığını ve verimi azalttığını bildirmiştir. Cr birikiminin her
iki genotipte de kökler > yapraklar > sap > tohumlar şeklinde olduğu raporlanmıştır.
Artan Cr toksisitesinin, serbest prolin, çözünür şekerler ve toplam fenolik içeriklerde
artışa, çözünür protein içeriğinde azalmaya neden olduğunu raporlanmıştır. Ayrıca,
MDA, H2O2 ve tiyobarbitürik asit reaktif madde birikimi ile ES'nin arttığını
raporlamıştır. Araştırmacılar, SOD, POD, KAT, APOD, GPX ve GR enzimlerinin Cr
toksisitesine karşı tolerans sağlanmasında merkezi bir rol oynadığını bildirmiştir.

Adhikari ve ark. (2020), üç farklı Cr stres seviyesi (50, 100 ve 200 mg L-1 Cr)
altında mısır fidelerini yetiştirerek, antioksidan genlerin ekspresyonu, metabolitler,
membran hasarı, H2O2 ve prolin birikimini incelemiştir. Araştırmada mısırın Cr
stresine yanıtının genel bir görünümünün elde edilmesi planlanmıştır. Cr stresi
koşullarında bitki boyunun, biyokütle veriminim, kök hücrelerinin canlılığının,
APX-1, Cu/Zn SOD ve DHAR ekspresyonun azaldığı ve köklerde yüksek Cr
birikiminin gerçekleştiği bildirilmiştir. Yüksek seviyede Cr’a maruz kalan fidelerin
yapraklarında MDAR ve DHAR ekspresyonunda düşüşün ve AsA/DHA oranında
anlamlı olmayan değişikliklerin redoks homeostazında bozulmaya neden olduğunu
raporlamıştır. Artan GR ekspresyonuyla birlikte yüksek GSH/GSSG, hücreleri
oksidatif hasarlardan koruyamadığını, çünkü Cr'ye maruz kalan fidelerde yüksek
MDA seviyesinin belirlendiğini raporlamıştır. Ayrıca, mısır yapraklarında artan
prolin birikiminin, Cr stresine karşı çok fazla koruma sağlayamadığını raporlamıştır.

Christou ve ark. (2020), artan Cr seviyelerinin yonca bitkilerinin büyüme ve
gelişimi üzerindeki etkilerini ve bu bağlamda kullanılan adaptasyon yanıtlarını
incelemiştir. Sulama suyundaki Cr’nin eşik konsantrasyonunun, stres yanıtlarının
başladığı konsantrasyon olan 1 mg L−1 olduğunu gözlemlemiştir. Daha düşük Cr
seviyelerinin (0.5 mg L−1), biyokütle ve yaprak alanında artışa yol açtığını bununda
muhtemelen NO içeriğinde meydana gelen artıştan kaynaklandığını raporlamıştır.
Araştırmacılar artan Cr seviyelerinin (5 ve 10 mg L−1) oksidatif strese yol açarak
biyokütle, yaprak boyutunda ve fotosentetik pigment içeriğinde azalmaya neden
olduğunu gözlemlemiştir. Stres koşullarında MnSOD, FeSOD, Cu/ZnSOD ve KAT
transkript seviyelerinin arttığını, SOD ve KAT enzimatik aktivitelerinde meydana
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gelen değişimlerin stres yanıtlarını desteklediğini ifade etmiştir.

Alam ve ark. (2021), domates bitkilerinde Cr toksisitesinin etkisini incelemek
üzere yaptıkları çalışmada, Cr toksisitesinin köklerde ve sürgünlerde Cr birikimini
arttırarak bitki büyümesini ve biyokütle verimini azalttığını bulmuştur. Cr stresinin
klorofil miktarını, klorofil floresans parametrelerini, gaz değişim parametrelerini ve
BSİ’yi olumsuz etkileyerek bitki büyümesini engellediğini bildirmiştir.
Araştırmacılar Cr stresinin domates bitkilerinin yapraklarında proline ve glisin beatin
birikimine yol açtığını, oksidatif stres parametrelerini (H2O2, MDA ve ES)
attırdığını, AsA-GSH döngüsünü bozduğunu ve metilglioksal (MG) verilerinde
artışın meydana geldiğini raporlamıştır.

Christou ve ark. (2021), artan Cr konsantrasyonlarına maruz kalan domates
bitkilerinde verim, yapraklardaki stres yanıtları ve domates meyve kalitesi
özelliklerinde meydana gelen değişimleri araştırmayı amaçlamıştır. Araştırmacılar 10
mg L-1 Cr içeren su ile sulanan bitkilerin, yapraklardaki fotosentetik pigment
konsantrasyonun daha düşük ve oksidatif stres parametrelerinin ise daha yüksek
olduğunu bulmuştur. Yüksek konsantrasyondaki Cr’un (5 veya 10 mg L-1), daha
düşük ağırlıklı ve daha küçük boyutlu meyvelerin üretilmesine neden olduğu
bildirmiştir. Ayrıca bitkilerde olgunlaşma indeksi, çözünür katılar, likopen, β-karoten
ve çözünür karbonhidrat (fruktoz, sukroz, toplam şeker) içeriğinin arttığı
raporlanmıştır. Araştırmacılar, meyve kalite özelliklerindeki değişikliklerin, sukroz
ve karotenoid biyosentezi ile ilişkili transkriptlerin bolluğu tarafından doğrulandığını
bildirmiştir. Tüm meyve örneklerindeki toplam Cr konsantrasyonu maksimum izin
verilen limitlerin çok altında olduğu için, insan tüketimi için güvenli olduğunu
raporlamıştır. Genel olarak, Cr'nin tarımsal ürünlerin kalitesi üzerinde biyokimyasal
ve moleküler düzeyde önemli etkileri olabileceğini, bu nedenle Cr ile kirlenmiş
suyun dikkatli bir şekilde kullanılması gerektiğini bildirmiştir.

Gupta ve Seth (2021), farklı Cr konsantrasyonlarına (0, 50 ve 100 mg Cr kg−1

toprak) maruz kalan domates bitkisinin fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini
incelemiştir. Araştırmacılar, domates bitkilerinin Cr'ye maruz kalmasının, bitki
büyümesinin azalmasına, kök ve sürgünde yüksek Cr birikimine yol açtığını, yüksek
MDA ve süperoksit seviyeleri nedeniyle oksidatif hasara neden olduğunu ve AsA-
GSH döngüsü enzimlerinde inhibisyona yol açtığını gözlemlemiştir. Ayrıca, Cr stresi
altındaki domates bitkilerinde fotosentetik pigmentlerde ve gaz değişim
parametrelerinde belirgin bir azalmanın meydana geldiğini raporlamıştır.
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Ahmad ve ark. (2022), karnabahar (Brassica oleracea botrytis L.) bitkisini

dört farklı seviyede (0, 10, 100 ve 200 μM) Cr’ye maruz bırakarak bitki tepkilerini
izlemiştir. Araştırmacılar Cr stresinin bitki büyümesinde, fotosentetik pigmentlerde,
gaz alışveriş parametrelerinde ve biyokütle üretiminde önemli bir azalmaya neden
olduğunu belirtmiştir. Spesifik olarak yüksek konsantrasyonda (200 μM) Cr stresinin
bitki boyunu (%57), kök uzunluğunu (%32), yaprak sayısını (%45) ve yaprak alanını
(%29) azalttığı raporlanmıştır. Cr stresi nedeniyle, karnabaharın kök ve
yapraklarında ES, MDA ve H2O2 birikiminin arttığı, antioksidatif enzim
aktivitelerinin (SOD, KAT ve POD) azaldığı bildirilmiştir. 200 μM Cr uygulaması
ile kök kuru ağırlığı, sap kuru ağırlığı, yaprak kuru ağırlığı ve çiçek kuru ağırlığının
sırasıyla %43, %40, %53 ve %72 oranında azaldığı bildirilmiştir.

Husain ve ark. (2022), altı değerli krom (Cr (VI), 50 µM) stresinin baklagil
bitkilerinden siyah fasulye ve mung fasulyesinin fizyolojik ve biyokimyasal
özelliklerine etkisini incelemiştir. Cr’nin, her iki çeşit içinde kök ve sürgün
uzunluğunu azalttığını, oksidatif stres belirteçlerinin birikimini arttırdığını, prolin
metabolizmasında değişikliklere yol açtığını, kükürt asimilasyonu enzimlerini ve
sisteini olumsuz etkilediğini raporlamıştır.

Kumar ve ark. (2022), farklı konsanrasyonlarda Cr’un (0, 25, 50, 100 ve 200
µM) tatlı patates bitkilerinde toksik etkisini hidroponik bir sistemde araştırmıştır.
Araştırmacılar Cr uygulamasının (25 µM) büyümeyi, fotosentezi, osmolitleri,
antioksidanları ve enzim aktivitelerini artırdığını, ancak yüksek düzeyde Cr
uygulamasında önemli ölçüde zararlı etkiler gözlemlendiğini bildirmiştir. En yüksek
Cr (200 µM) uygulaması altında bitki büyüme özelliklerinde meydana gelen
azalmanın, H2O2 ve MDA içeriklerinin (sırasıyla % 410 ve % 577) aşırı birikiminden
kaynaklandığını raporlamıştır. Araştırmacılar yüksek Cr birikiminin fenotipik ve
fizyolojik parametrelerle negatif olarak ilişkili olduğunu bulmuştur. Cr toksisitesinin,
oksidatif strese yol açarak fotosentetik hızı, klorofil ve stomatal özellikleri olumsuz
etkilediğini raporlamıştır. Kloroplastik ultra yapının zarar gördüğü ve daha yüksek
Cr seviyelerinde daha belirgin hasar ve boyut azalması gözlemlendiği bildirilmiştir.
Ayrıca tatlı patates yapraklarında artan Cr konsantrasyonunun osmolitlerin ve SOD
aktivitesinin artışı ile pozitif korele olduğu bulmuştur. Sonuçta, osmolitler ve SOD
aktivitesinde meydana gelen artışın, bitkileri yüksek Cr stresine karşı korumada
yeterli olmadığı bildirilmiştir.

2.3. Bitkilerde ağır metal stresi toleransının arttırılmasında bitki gelişim
düzenleyicilerinin kullanımı
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Sentetik ve doğal bitki büyüme düzenleyicileri hem stresli hem de optimum

büyüme koşullarında bitki büyümesinde yer alan metabolik olayları kontrol eden
küçük kimyasal habercilerdir (Zahid ve ark., 2023; Hossain ve ark., 2022). Bu
bileşikler birçok fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonu kontrol ederek bitki stres
toleransını artırma yetenekleri nedeniyle tarımsal araştırmalarda yaygın bir şekilde
kullanılmıştır (Chen ve ark., 2024; Hilal ve ark., 2023; Mu ve ark., 2023; Hossain ve
ark., 2022). Birçok çalışma, farklı biyostimülanların, birbirlerinin üretimini modüle
etmek ve aşağı yöndeki sinyal yollarını etkilemek gibi çeşitli şekillerde etkileşime
girebileceğini göstermiştir (Rogatgi ve ark., 2023; Singh ve ark., 2023b). Farklı
biyostimülanlar arasındaki etkileşimin, bitki fizyolojisini etkilemek için sinerjistik
olarak birlikte çalıştığı ve potansiyel olarak stres direncinin artmasına yol açtığı
bilinmektedir (Ghasemifar ve ark., 2023; Benito ve ark., 2022; Kaur ve ark., 2022b;
Khan ve ark., 2022a).

2.3.1. Ağır metal stresi toleransının arttırılmasında nitrik oksit kullanımı
Ahmad ve ark. (2021), civa (Hg) toksisitesi koşullarında NO uygulamasının

soya fasulyesi çeşitlerinde (Pusa-24, Pusa-37 ve Pusa-40) bitki büyümesi ve
metabolizması üzerindeki etkisini incelemiştir. Araştırmada, Hg stresinin tüm soya
fasulyesi çeşitlerinde büyümeyi, biyokütle verimini ve gaz değişimi özelliklerini
azalttığı, ancak NO uygulamasının bu parametreleri iyileştirerek Hg toksisitesini
hafiflettiği raporlanmıştır. Hg stresi altında MDA ve H2O2 düzeylerinin
yükselmesiyle birlikte ES’nin arttığı, ancak NO’nun dışarıdan uygulanmasıyla tüm
çeşitlerde bu parametrelerin azaldığı bildirilmiştir. NO uygulamasının, Hg stresi
nedeniyle bozulan antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve AsA-GSH döngüsünü
iyileştirdiği bildirilmiştir. Araştırmacılar, NO uygulaması sonrası sürgün ve köklerde
Hg birikiminin azaldığını ve NO birikiminin arttığını gözlemlemiştir. Sonuç olarak
NO’nun eksojen uygulamasının, Hg'den etkilenen toprakların ekonomik olarak
kullanılması için sürdürülebilir bir yaklaşım olabiliceği bildirilmiştir.

Emamverdian ve ark. (2021), Pb ve Cd toksisitesi altında yetişen bir bambu
türünde (Arundinaria pygmaea) NO (200 µM) uygulamasının, ağır metal
toksisitesinin hafifletilmesindeki rolünü değerlendirmek için bir deney
gerçekleştirmiştir. Araştırmacılar, NO sentaz inhibitörü (L-NAME) ve NO
temizleyici olarak Hb'nin ugyulamasının oksidatif stresi önemli ölçüde arttırdığını ve
hücre zarına zarar verdiğini bildirmiştir. Buna karşın, ağır metal (Pb ve Cd)
toksisitesi altında NO uygulamasının antioksidan aktiviteyi, protein içeriğini,
fotosentetik özellikleri, bitki biyokütlesini ve bitki büyümesini arttırdığını
raporlamıştır. Genel olarak, NO'nun, antioksidan aktiviteleri arttırmak, köklerden
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sürgünlere metal translokasyonunu sınırlamak, bitki bölümlerinde (kök, sürgün ve
gövde) metal birikimini azaltmak gibi bazı temel mekanizmalarla metal toksisitesine
karşı bitkinin toleransını artırabileceği sonucuna varıldığı bildirilmiştir.

Khan ve ark. (2021), domateste Cr tarafından baskılanan tohum çimlenmesi
ve bitki büyümesi olaylarında NO’nun iyileştirici rolünü araştırmışmak üzere bir
deney gerçekleştirmiştir. Cr stresinin, tohum çimlenme özelliklerini, a-amilaz ve
proteaz gibi hidrolize edici enzimlerin aktivitesini önemli ölçüde bozduğu
bildirilmiştir. Ancak NO uygulamasının, tohum çimlenme parametrelerini, a-amilaz
ve proteaz enzimlerini önemli düzeyde iyileştirdiği gözlemlenmiştir. Ayrıca NO
uygulamasının bitkilerin azot, NO ve prolin içeriğini arttırdığı, prolin ve azot
asimilasyonunda yer alan enzimlerin aktivitesini düzenlendiği bildirilmiştir.
Araştırmacılar, Cr toksisite koşulları altında NO’nun, metal ligasyon bileşiklerinin
(protein olmayan tiyoller ve toplam tiyoller), Asa ve GSH’nin içeriğini iyileştirdiğini
bulmuştur. NO uygulamasının ayrıca Cr toksisitesi koşullarında enzimatik olmayan
antioksidanları ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal temizleme aktivitesini
arttıraraktohum çimlenmesini ve fidelerin toleransını arttırdığını bildirmiştir.

Imran ve ark. (2022), soya bitkilerinde ağır metal (Pb ve Cd) stresinin
azaltılmasında NO’nun birlikte düzenleyici rolünü araştırmıştır. Araştırmacılar,
NO'nun uygulanmasının oksidatif stresi azaltarak bitki biyokütlesini önemli ölçüde
artırdığını gözlemlemiştir. NO uygulamasının NCED3'ü aşağı regüle ederek,
katabolik genleri (CYP707A1 ve CYP707A2) yukarı regüle ederek, endojen absisik
asit ve jasmonik asit seviyelerini önemli ölçüde azaltarak metal toksisitesini en aza
indirdiği raporlanmıştır. Araştırmacılar NO'nun ağır metal stresini hafifletmesinin,
artan gmNR ve gmGSNOR ifadesi nedeniyle endo-melatonin ve endo-S-nitrozotiol
seviyelerinde meydana gelen artıştan kaynaklandığını bildirmiştir. NO
uygulanmasının, organik asitlerin rizosfer içine salgılanmasını artırarak Ca2+ ve K+

alımını arttırdığını, toprak Cd ve Pb mobilizasyonunu ise azalttığını raporlanmıştır.
Sonuç olarak, NO’nun, antioksidan ve moleküler transkripsiyon faktörlerinin
aktivasyonunu düzenleyerek Cd ve Pb toksisitesini hafifletmek için stres direnci
mekanizmasını düzenlediğini bildirilmiştir.

Ma ve ark. (2022), şiddetli Cr stresine maruz kalan ıspanak (Spinacia
oleracea L.) bitkilerine, NO (250 μM) ve hidrojen sülfit’in (H2S, 1 mM) tek başına
veya kombinasyon halinde uygulamasının büyüme, fotosentetik pigmentler, gaz
değişim karakteristikleri, oksidatif stres belirteçleri, antioksidan mekanizmaları, iyon
alımı, organik asit salgılanması ve Cr alımı üzerindeki etkilerini belirlemek amacıyla
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bir deney gerçekleştirmiştir. Araştırmacılar Cr'nin eklenmesinin bitki büyümesini,
biyomas verimini, mineral alımını ve gaz değişim özelliklerini azalttığını bildirmiştir.
Ayrıca Cr toksisitesinin oksidatif stres göstergesi olan MDA, H2O2 içeriğinin ve ES
seviyelerinin artmasına neden olduğunu gözlemlenmiştir. Sonuçlarda, çeşitli
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin ve fenolik, flavonoid, askorbik asit ve
antosiyanin gibi enzimatik olmayan antioksidanların içeriğinin topraktaki Cr
konsantrasyonunun artmasıyla arttığı bildirilmiştir. Buna karşın NO ve H2S
uygulamasının bitki büyümesini ve biyomas verimini arttırdığı, fotosentetik
parametreleri iyileştirdiği, antioksidan enzimler ve mineral alımını arttırdığı, S.
oleracea köklerinde organik asit salgısını ve oksidatif stres belirteçlerini azaltarak Cr
toksisitesini azalttığı bildirilmiştir. Sonuç olarak NO ve H2S’in Cr toksisitesinin
olumsuz etkilerinin azaltılmasında sinerjistik bir etki gösterdiği raporlanmıştır.

Nabaei ve Amooaghaie (2020), farklı Cd seviyelerinde (0, 50, 100 ve 200 mg
Cd kg−1 toprak) yetiştirilen Catharanthus roseus bitkilerine NO uygulamasının Cd
toleransı ve birikimi üzerindeki etkileri değerlendirmiştir. Araştırmacılar, 50 mg kg−1

Cd'nin kök ve sürgünlerin taze ve kuru ağırlığı ile klorofil a ve b içeriği üzerinde
önemli bir etkisinin olmadığını ancak daha yüksek Cd seviyelerinin (100 ve 200 mg
kg−1) bu özellikleri önemli ölçüde azalttığını ve yaprak ES seviyesinde artışa ve
besin dengesi bozukluğuna neden olduğunu göstermiştir. Ayrıca KAT ve POD
aktivitelerinin düşük Cd konsantrasyonlarında (50 ve 100 mg kg−1) arttığını, ancak
200 mg kg−1 Cd altında azaldığını bildirmiştir. NO uygulamasının, sürgün
biyomasını, klorofil içeriğini, POD ve KAT aktivitelerini arttırdığını, elektrolit
sızıntısını azalttığını ve yapraklardaki esansiyel katyonların dengesini iyileştirdiğini
raporlamıştır. Araştırmacılar NO uygulamalarının hem köklerde hem de sürgünlerde
Cd birikimini arttırdığını ve Cd'nin kökten sürgüne taşınmasını arttığını
gözlemlemiştir. NO'nun, antioksidan enzim aktivitelerini artırarak ve mineral
dengesini düzenleyerek Cd toleransını arttırdığı bildirilmiştir. Ayrıca, bitkilerin Cd
fitoremediasyon verimliliğini artırarak, biyoması arttırdığı rapor edilmiştir.

2.3.2. Ağır metal stresi toleransının arttırılmasında diüre kullanımı
Talukdar ve ark. (2016), mercimek genotiplerinde As stresinin azaltılmasında

diüre uygulamasının iyileştirici rolünü araştırmıştır. Araştırmacılar As’nin bitki
sürgün ve köklerinde birikerek bitki kuru ağırlığını önemli düzeyde azalttığını
bildirmiştir. Ancak, diüre uygulamasının As'nin bitki köklerden ve sürgüne
taşınımının engellediği raporlanmıştır. Diürenin, mercimek bitkilerinin hem
yapraklarında hem de köklerinde glikoksilaz sistemini (Gly I ve II), Asa-GSH
redoksunu ve antioksidan savunma enzimlerini koordineli olarak düzenlediği
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bildirilmiştir. Araştırmacılar diürenin, Gly sisteminin yükseltilmesinin toksik
metilglikozal birikimini önlediğini, AsA-GSH döngü enzimleri ve KAT enziminin
uyarmasıyla H2O2'yi etkili bir şekilde temizleyerek oksidatif hasarın başlangıcını
önledğini gözlemlemiştir. Sonuç olarak dışardan verilen diürenin mercimek
genotiplerinde As’nin neden olduğu oksidatif hasara karşı Gly ve antioksidan
savunmayı düzenlediğini bildirmiştir.

Kaya ve ark. (2020), çilek bitkilerinde diürenin Cd toleransının arttırılmasında
etkisini incelemek amacıyla bir deney gerçekleştirmiştir. Bu araştırmada Cd
stresinin, bitki kuru ağırlığını, toplam klorofil miktarını, Fv/Fm değerlerini, yaprak
potasyum (K+) ve kalsiyum (Ca2+) miktarını ve yaprak su potansiyelini önemli
ölçüde azalttığı, ancak prolin, AsA, GSH, MDA, H2O2, ES ve yaprak Cd'si ile
endojen H2S ve NO içeriğinin önemli düzeyde arttığı rapolanmıştır. Buna karşın
diüre uygulamasının Cd stresine bağlı oksidatif stresi azalttığı, endojen H2S ve NO
içeriğini daha da arttırdığı bildirilmiştir. Araştırmacılar, diürenin iyileştirdiği Cd stres
toleransının, H2S uygulamasıyla daha da arttığını bulmuştur. Diüre ile bir H2S
inhibitörü olan hipotaurinin uygulanmasının, yaprak H2S ve NO seviyelerini
düşürerek diürenin Cd stres toleransını kısmen tersine çevirdiği raporlanmıştır.
Araştırmacılar bu sonuçların bu bileşiklerin stres toleransının sağlanmasında
sinerjistik bir etki gösterdiğinin bir kanıtı olduğunu düşünmektedir.

Yadav ve Srivastava (2021), As stresine toleranslı (Pooja) ve orta derecede
duyarlı (CO-50) iki farklı pirinç genotipinde diüre uygulamasının As toksisitesine
karşı iyileştirici etkisini araştırmıştır. As stresi koşullarında her iki çeşittede
büyümenin, fotosentetik pigmentlerin ve protein içeriğinin azaldığı bildirilmiştir.
Ayrıca, antioksidan enzimlerin aktivitesinin ve toplam S miktarının arttığı, kök
anatomik yapısının bozulduğu raporlanmıştır. Araştırmacılar, diürenin iki As stresi
koşullarında bitkinin büyümesini arttırdığını gözlemlemiştir. As stresli bitkilerde
diürenin, fotosentez ve antioksidan aktiviteyi iyileştirdiği, her iki çeşitte As
konsantrasyonlarında önemli bir azalmaya yol açtığı raporlanmıştır. Sonuç olarak,
diüre uygulamasının pirinçte As toksisitesini ve birikimini azaltmak için
sürdürülebilir ve uygun bir yol olabileceği bildirilmiştir.

Kaya ve ark. (2022a) gerçekleştirdikleri çalışmada, Pb stresinin buğday
bitkilerinin büyümesini, klorofil içeriğini ve fotosistem sistem II (PSII) verimliliğini
önemli ölçüde azalttığını bulmuştur. Pb stresinin ayrıca yapraklarda ve köklerde Pb
birikimini, yaprak prolin içeriğini ve oksidatif stresle ilgili özellikleri artırdığı
raporlanmıştır. Pb stresi koşullarında diüre uygulamasının, GSH, AsA, APOD, KAT,
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SOD, GST, DHAR ve GR enzimlerini düzenleyerek stresin etkilerini hafiflettiğini
raporlamıştır. Ayrıca diüre uygulamasının, nitrat redüktaz, nitrit redüktaz, glutamat
sentaz ve glutamin sentetazın aktivitelerini uyararak azot metabolizmasını
düzenlediğini bildirmiştir.

Shukla ve ark. (2023), As ile kirlenmiş bir tarlada yetiştirilen buğday
bitkilerine yapraktan diüre uygulamasının bitkilerinin çeşitli bölümlerinde As
birikimi, büyüme ve verim üzerindeki etkilerini araştırmıştır. Eksojen diüre
uygulamasının, buğdayın As birikiminde önemli bir azalmaya yol açtığı
bildirilmiştir. Diüre uygulamasıyla As birikiminde meydana gelen azalmanın, tehlike
katsayısını (HQ) ve artan ömür boyu kanser riskini (ILCR) güvenli seviyelere
indirdiği raporlanmıştır. Diüre uygulamasının ortalama tahıl verimini %30 oranında
artırdığı bildirililmiştir. Araştırmacılar, diürenin antioksan enzimleri düzenleyerek
MDA konsantrasyonları önemli düzeyde azalttığını bulmuştur. Sonuç olarak, diüre
uygulamasının buğday tanelerindeki As birikimini azalttığı ve As stresini
iyileştirerek mahsul verimini artırdığı bildirilmiştir.

Upadhyay ve ark. (2022), diüre uygulamasının iki farklı pirinç çeşidinde As
stresinin hafifletilmesindeki rolünü araştırmak amacıyla bir arazi çalışması
gerçekleştirmiştir. Diüre uygulamasının As birikimini azalttığını, verimi ve
fotosentetik pigment içeriğini arttırdığığını, Si asimilasyonu ve antioksidan
enzimlerin aktivitelerini düzenlediğini bildirmiştir. Diüre muamelesi sonrası As ile
ilgili taşıyıcı genlerin ifadesinin her iki çeşit içinde değiştiğini ve bu durumun As
birikiminin azalmasından sorumlu olabileceği raporlanmıştır. Araştırmacılar, diüre
uygulamasının As ile kirlenmiş tarla koşullarında pirinç bitkilerinde As toksisini
iyileştirmek için etkili ve sürdürülebilir bir tarımsal uygulama olduğunu bildirmiştir.

2.3.3. Ağır metal stresi toleransının arttırılmasında hidrojen sülfit kullanımı
Rizwan ve ark. (2019), pirinç bitkilerinin Ni stresi altında büyüme

performansının iyileştirilmesinde H2S’in rollerini araştırmak amacıyla hidroponik
ortamda bir deney gerçekleştirmiştir. Araştırmacılar, H2S uygulamasının, Ni stresi
nedeniyle olumsuz etkilenen bitki büyümesi, biyokütle verimi, fotosentez oranları,
stomal iletkenlik, transpirasyon oranı, iç CO2 konsantrasyonu ve fotosentetik
pigment içeriği gibi fotosentez özellikleri önemli düzeyde iyileştirdiğini
gözlemlemiştir. Ayrıca, H2S uygulaması sonrası bitkilerin Ni alımının ve birkiminin
azaldığı bildirilmiştir. Araştırmada, Ni stresinin yaprakların NO3

− içeriğini ve
asimilasyonunda yer alan enzimleri azalttığı, NH4

+ içeriğinde ise artışa yol açtığı
bildirilmiştir. H2S uygulamasının azot metabolizması ile ilişkili genlerin transkript
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seviyelerini düzenleyerek Ni stresinin olumsuz etkilerini tersine çevirdiği
raporlanmıştır. Sonuç olarak, Ni stresi altındaki pirinç bitkilerinde kloroplast
biyogenezini ve azot metabolizmasını kontrol etmede H2S’in önemli rolü ortaya
konmuştur.

Kharbech ve ark. (2020), mısır fidelerinin Cr stresi karşısında direncini
arttrımada NO ve H2S arasındaki potansiyel etkileşimi analiz etmeyi amaçlamıştır.
Araştırmacılar Cr’un, süperoksit ve hidroksil radikallerinin seviyelerini arttırdığını,
hücresel membran hasarına neden olduğunu ve metilglikoksal seviyelerini artırdığını
bulmuştur. NO veya H2S uygulamasının, endojen NO ve H2S seviyelerini önemli
ölçüde artırdığını, lipid peroksidasyonunu azalttığı ve bazı antioksidan enzim
aktivitelerini artırdığını bildirmiştir. Araştırmacılar, H2S'in Cr toksisitesini
hafifletmesinin H+-ATPaz ve glioksalaz yollarının düzenlemesi, ROT ve MG
baskılanmasının downstream etkileri olarak GSH seviyelerinin korunmasından
kaynaklandığını raporlamıştır.

Li ve ark. (2021), Brassica rapa bitkilerinde H2S tarafından Cd stresinin
hafifletilmesindeki fizyolojik ve biyokimyasal stratejileri incelemek üzere bir deney
gerçekleştirmiştir. Araştırmada, Cd stresi koşullarında yaprak bağıl su içeriği,
fotosentetik pigmentler, toplam çözünür proteinler, mineral alımı, antioksidan
enzimler ve büyümede azalma meydana geldiği bildirilmiştir. Ayrıca, artan Cd
içeriğinin, EL ve MG seviyelerinde artışa neden olduğu raporlanmıştır. Tohumların
H2S ile muamele edilmesinin Cd stresli bitkilerde daha iyi fenotip, büyüme ve
biyokütle üretimine yol açtığı bildirilmiştir. Araştırmacılar H2S uygulaması ile
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin artması sonucu ROT, ES, MDA ve MG
seviyelerinin azaldığını bulmuştur. Ayrıca H2S muamelesi ile indol asetik asit, sistein
ve toplam fenolik içeriğinde artış meydana geldiği ve Cd birikiminin azaldığı
bildirilmiştir. Sonuç olarak H2S'in, büyüme parametrelerini ve antioksidan sistemi
düzenleyerek B. rapa'da stres toleransını iyileştirdiği ve Cd stresini azalttığı
bildirilmiştir.

Valivand ve Amooaghaie (2021), Ni stres koşullarında kabak bitkilerinde
yapraktan H2S donörü olan NaHS uygulamasının büyüme, besin elementi içeriği ve
azot metabolizması üzerindeki etkilerini araştırmayı amaçlamıştır. Araştırmacılar Ni
stresinin kök ve sürgünlerin taze ve kuru ağırlıklarını, yaprak alanını, yaprak su
içeriğini ve fotosentetik pigment içeriğini azalttığını bildirmiştir. Ayrıca, Ni stresinin,
kabak bitkisinin yapraklarında ES seviylerini arttırdığını, KAT ve NR aktivitelerini
azalttığını gözlemlrmiştir. Ni stresi koşullarında H2S uygulamasının büyüme
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parametrelerini ve klorofil pigment içeriğini arttırdığını bildirmiştir. Eksojen H2S
takviyesinin köklerde ve sürgünlerde Ni birikimini, Ni taşıma faktörü değerlerini ve
ES seviyelerini azalttığı, ancak yapraklardaki KAT aktivitesini arttırdığı
bildirilmiştir. Ayrıca, H2S uygulamasının, Ni stresi altındaki kabak bitkilerinin
köklerinde ve sürgünlerinde makro ve mikrobesin elementlerinin (N, P, K, Ca, Mg,
Fe ve Cu) seviyelerini, toplam protein içeriğini ve yapraklardaki NR aktivitesini
arttırdığı bildirilmiştir.

Javad ve ark. (2022) H2S uygulamasının çemen otu fidelerinde Cd
toksisitesinin etkilerinin azaltılmasında potansiyelini belirmek üzere bir araştırma
gerçekleştirmiştir. Cd stresinin çemen otu fidelerinin büyümesini, yaprağın bağıl su
içeriğini, hücreler arası CO2 konsantrasyonunu, net fotosentezi, stoma iletkenliğini
ve transprasyonu azalttığı bildirilmiştir. H2S uygulamasının, Cd ile kirlenmiş
toprakta APOD, KAT ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini artırarak
fidelerin morfolojik özelliklerini önemli ölçüde iyileştirdiği raporlanmıştır.
Araştırmada, H2S uygulamasının ayrıca fenolik ve flavonoid içeriğini de düzenlediği
gözlemlenmiştir. H2S uygulamasının aynı zamanda Cd stresi koşullarında yetiştirilen
fidelerde H2O2 üretimini ve ES değerlerini önemli ölçüde azalttığı bildirilmiştir.
Araştırmacılar, H2S uygulaması sonrası Cd stresine maruz kalan çemen otu
fidelerinin büyüme ve fizyolojik performansındaki iyileşmenin, spermidin ve
putresin biyosentezinde meydana gelen artıştan kaynaklandığını düşünmektedir.

Singh ve ark. (2023), H2S uygulamasın Cr stresine maruz kalan maş
fasulyesinin büyümesi ve biyokimyasal özellikleri üzerindeki etkilerini incelemek
amacıyla bir deney gerçekleştirmiştir. Cr stresi kaynaklı reaktif oksijen türlerinin
birikmesinin hücre ölümüne neden olduğu ve kök anatomisini ve büyümesini
etkilediği bildirilmiştir. Eksojen H2S uygulamasının antioksidan aktivitelerini
iyileştirdiği, Cr birikimini ve translokasyonunu azaltarak hücre ölümünü azalttığı ve
sonuçta bitki büyümesini arttırdığı bildirilmiştir. H2S uygulamasının fotosentez, iyon
alımı, glutatyon ve prolin seviyelerini arttırdığı ve oksidatif stresi azalttığı
raporlanmıştır. H2S’in, bitkilerin toprak üstü kısımlarına Cr translokasyonunu
azalttığını, böylece askorbat-glutatyon döngüsünü düzenleyerek ve antioksidan
mekanizmayı aktive ederek bitkileri oksidatif stresten kurtardığı bildirilmiştir. Genel
olarak H2S uygulamasının, Cr stresli maş fasulyesi bitkilerinin besin içeriğini ve
iyonik homeostazisini iyileştirtirdiği raporlanmıştır.

2.3.4. Ağır metal stresi toleransının arttırılmasında tiamin kullanımı
Kaya ve Aslan (2019), Cd stresi altındaki çilek bitkilerinin yapraklarına TA
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püskürtülmesinin bitki toleransına etkisini değerlendirmiştir. Araştırmacılar Cd stresi
koşullarında, bitki kuru ağırlığı, toplam klorofil, Fv/Fm, yaprak potasyumu ve
kalsiyumu ile yaprak su potansiyelinin önemli ölçüde azaldığını göstermiştir. Ayrıca
Cd stresi altında prolin, AsA, GSH, MDA, H2O2, ES ve yaprak Cd
konsantrasyonlarının önemli düzeyde arttığı bildirilmiştir. Ancak Cd stresi
koşullarında TA uygulamasının bitki kuru madde miktarını, klorofil içeriğini,
Fv/Fm değerini, yaprak potasyum ve kalsiyumunu önemli düzeyde arttırdığını
bildirmiştir. Ayrıca TA’nın bitki yapraklarında Cd birikimini azalttığı ve antioksidan
enzimleri yükselterek oksidatif stresi hafiflettiği raporlanmıştır. Sonuç olarak TA
uygulamasının antioksidan enzimleri, endojen H2S ve NO içeriğini arttırarak Cd
stresini hafiflettiğini bildirmiştir.

Sanjari ve ark. (2019), Cd toksisitesi altında yetişen kanola bitkilerinde tiamin
(TA) uygulamasının bazı fizyolojik ve biyokimyasal parametreler üzerindeki
etkilerini araştırmıştır. Araştırmacılar, TA uygulamasının Cd stres koşullarında
sürgün uzunluğu, sürgün kuru ağırlığı ve toplam klorofil içeriği gibi büyüme ve
biyokimyasal parametreleri önemli ölçüde artırdığını bildirmiştir. Aynı zamanda,
MDA, H2O2 ve yapraklardaki Cd birikimini azalttığını bildirmiştir. TA
uygulamasının enzimatik olmayan antioksidanların içeriğini ve KAT, POD ve APOD
enzimlerinin aktivitelerini arttırdığını raporlamıştır. Araştırmacılar, TA’nın DPPH
radikal temizleme potansiyelini artırmasıyla birlikte Phenylalanine ammonia-lyase
(PAL) aktivitesinin artmasının, kanola bitkilerinde Cd stresi nedeniyle meydana
gelen oksidatif stresin azaldığını bulmuştur. Genel olarak TA uygulaması Cd stresi
koşullarında meydana gelen oksidatif stresi hafifleterek bitki büyümesini arttırdığı
bildirilmiştir. Ayrıca TA’nın etkinliğinin 24-epibrassinolide birlikte uygulandığında
daha da arttığı bildirilmiştir.

Atif ve ark. (2022), gerçekleştirdiği deneyde farklı As stres seviyeleri (0, 50
ve 100 mg kg-1 NaAsO2) altında yetişen mısır bitkilerine TA uygulamasının
iyileştirici rollerini araştırmıştır. Araştırmacılar, As stresinin besin alımı, toplam
fenoller, toplam çözünür proteinler üzerinde olumsuz etki yaparak mısır büyümesini
azalttığını bulmuştur. Ayrıca As stresi koşullarında antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde (KAT, SOD, POD ve APOD), oksidatif stres parametrelerinde (H2O2

ve MDA), prolin, toplam çözünür şekerler, serbest amino asitler ve askorbik asit
seviyelerinde önemli artışların gerçekleştiğini gözlemlemiştir. Ancak As stresi
koşullarında TA uygulaması ile bitki büyüme özelliklerinde önemli bir artış
gerçekleştiği bildirilmiştir. Ayrıca, TA uygulamasının klorofil, bitki su durumu,
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan aktivitelerini olumlu yönde etkilediği
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raporlanmıştır. Genel olarak TA’nın As stresi altında bitki büyümesi ve biyokütle
verimini arttırdığı, ancak indol asetik asit ile kombinasyon halinde uygulandığında
daha da etkili olduğu bildirilmiştir.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Materyal
Çalışma Harran Üniversitesi Ziraat Fakültesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme

Bölümü seralarında gerçekleştirildi. Araştırma bitkisi olarak Türkiye Tohumculuk
A.Ş.'ye bağlı Yüksel Tohumculuk Tarım Sanayi ve Ticaret Ltd. Şti.'den temin edilen
Kıraç F1 çeşidi kullanılmıştır.

3.2. Yöntem
Çimlenme öncesi, tohumlar sterilize edilmesi için %1 sodyum hipoklorit

(NaOCl) solüsyonu ile muamele edildi ve daha sonra distile su ile üç kez yıkandı.
Sterilizasyondan sonra tohumlar torf-perlit karışımında çimlendirildi. Bir haftalık
çimlenmeden sonra fideler, saksı başına 2 bitki olacak şekilde perlit içeren plastik
saksılara nakledildi ve sulandı. Deneme boyunca bitkiler Hoagland besin solüsyonu
(Hoagland ve Arnon, 1950) ile sulandı. Biber fidelerinin saksılara aktarılmasından 5
gün sonra farklı kimyasallar yapraklardan püskürtülerek uygulandı. Spreyleme işlemi
6 gün boyunca toplamda 3 kez tekrarlandı. Ardından bitkiler, 14 gün boyunca besin
solüsyonuna Nikel (Ni) veya Krom (Cr) eklenerek sulandı.

Ni stresi koşullarında yetişen biber fidelerine nitrik oksit (NO) ve diüre
uygulamasının bitki toleransına etkisi araştırıldı. Araştırmada NO ve diüre uygulama
dozunun belirlenmesinde daha önce yapılan çalışmalarda en etkili bulunan NO dozu
araştırıldı. Kazemi (2012) Ni stresi, Rizwan ve ark. (2018) Ni stresi, Soliman ve ark.
(2019) Ni stresi, Kaya ve ark. (2019b) Cd ve Pb stresi koşullarında 0,1 mM
düzeyinde NO uygulamasının bitki toleransını etkili bir şekilde arttırdığını
raporlamıştır. Kaya ve ark. (2019a) bor toksisitesi, Kaya ve ark. (2022a) Pb stresi ve
Shukla ve ark. (2023) As stresi koşullarında 400 mg L-1 diüre püskürtülmesinin bitki
toleransını geliştirdiğini bildirmiştir. Bu bağlamda, Ni stresi çalışması için, %0.01
Tween-20 içinde sodyum nitroprussid kaynağından hazırlanan 0,1 mM NO ve 400
mg L-1 diüre çözeltisi tek başına veya karışım halinde yapraklardan püskürtülerek
uygulandı. Kontrol bitkilerine sadece %0.01 Tween-20 içeren su püskürtüldü.
Püskürtme işleminin ardından bitkiler 100 µM nikel klorür (NiCl2) içeren besin
solusyonu ile sulanarak Ni stresine maruz bırakıldı. Kontroller ise sadece besin
solüsyonu ile beslendi. Deneme planlarını gösteren tablo Çizelge 3.1.’de verilmiştir. 

Çizelge 3.1.  Ni stresi uygulamaları

 No  Uygulamalar  Ni  NO  Diüre
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 1  Kontrol  -  -  -

 2  Nitrik Oksit (NO)  -  0,1 mM  -

 3  Diüre  -  -  400 mg L-1

 4  NO + Diüre  -  0,1 mM  400 mg L-1

 5  Nikel (Ni)  100 μM  -  -

 6  Ni + NO  100 μM  0,1 mM  -

 7  Ni + Diüre  100 μM  -  400 mg L-1

 8  Ni + NO + Diüre  100 μM  0,1 mM  400 mg L-1

Cr stresi koşullarında yetişen biber fidelerine tiamin (TA) ve hidrojen sülfit
(H2S) uygulamasının bitki toleransına etkisi araştırıldı. TA ve H2S uygulama
dozunun belirlenmesinde daha önce yapılan çalışmalarda kullanılan dozlar araştırıldı.
Kaya ve ark. (2019a) bor toksisitesi, Kaya ve Aslan (2020) Cd stresi, Bashir ve ark.
(2023) kuraklık stresi koşullarında 50 mg L-1 TA uygulamaısnın bitki tolernasını
arttırdığını bildirmiştir. 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 koşullarında 0,2 mM H2S uygulamasının bitki yanıtlarını ve
toleransını geliştirdiğini bildirmiştir. Sonuçta Cr stresi çalışması için, %0,01
Tween-20 içinde hazırlanan 50 mg L-1 TA ve 0,2 mM H2S çözeltisi tek başına veya
karışım halinde yapraklardan püskürtüldü. Kontrol bitkilerine sadece %0.01
Tween-20 içeren su püskürtüldü. Püskürtme işleminin ardından bitkiler 100 µM
potasyum dikromat (K2Cr2O7) içeren besin solüsyonu ile sulanarak Cr stresine maruz
bırakıldı. Kontroller ise sadece besin solüsyonu ile beslendi. Deneme planlarını
gösteren tablo Çizelge 3.2.’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2.  Cr stresi uygulamaları

 No  Uygulamalar  Cr  TA  H2S

 1  Kontrol  -  -  -

 2  Tiamin (TA)  -  50 mg L-1  -

 3  Hidrojen Sülfit (H2S)  -  -  0,2 mM

 4  TA + H2S  -  50 mg L-1  0,2 mM

 5  Krom (Cr)  100 μM  -  -
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 6  Cr + TA  100 μM  50 mg L-1  -

 7  Cr + H2S  100 μM  -  0,2 mM

 8  Cr + TA + H2S  100 μM  50 mg L-1  0,2 mM

3.2.1. Bitki Yaş ve Kuru Ağırlıkları
Bitki yaş ve kuru ağırlıklarının belirlenmesine yönelik ölçümler, stres

koşullarının ve bitki büyüme düzenleyicilerinin bitki fizyolojisi üzerindeki etkilerini
anlamak ve değerlendirmek için temel bir parametre oluşturmaktadır. Bu amaçla
bitkiler, kök boğazından kesilerek gövde ve köklerin yaş ağırlıkları tartıldı. Yaş
ağırlıkları alınan örnekler bir kurutma fırınında 72 saat boyunca 65°C’de bekletildi
ve kuru ağırlıkları tartıldı.

3.2.2. Fotosentez ile ilişkili parametrelerin belirlenmesi
Numunelerin klorofil ve karotenoid seviyeleri, Arnon (1949) tarafından

bildirilen teknik kullanılarak belirlendi. Bunun için yaklaşık 0,1 g taze yaprak %80
aseton ile homojenize edildikten sonra örnekler 4600 rpm’de santrifüj edildi.
Santrifüj edilen örneklerin 663 nm, 645 nm ve 470 nm’deki absorbanları mikroplate
spektrofotometre ile belirlenmiştir (Şekil 3.1.). Klorofil a, klorofil b ve karotenoid
içeriklerine ait sonuçlar mg g-1 taze ağırlık (TA) olarak ifade edilmiştir.

Maksimum kuantum verimini (Fv/Fm) belirlemek için taşınabilir fotosentez
verim analizörü (Walz, Almanya) kullanıldı. Bitkiler 30 dakika karanlıkta
bekletildikten sonra ölçümler alındı ve Fv/Fm değerleri Maxwell ve Johnson (2000)
yöntemine göre hesaplandı.

Şekil 3.1.  Klorofil ölçümü
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3.2.3. Yaprak bağıl su içeriği tayini
Bağıl su içeriğinin (BSİ) belirlenmesinde Barrs ve Weatherley (1962)

tarafından bildirilen prosedür uygulandı. İlk ağırlığı not edilen taze yapraklar, turgor
haline gelmeleri için altı saat boyunca petri kaplarında deiyonize su içinde bekletildi
ve turgor ağırlıkları (TA) alındı. Ardından yapraklar 70°C’ de 72 saat etüvde
kurutuldu ve kuru ağırlıkları (KA) not edildi. Yaprak örneklerinin bağıl su içeriği
[(YA – KA) / (TA – KA)] x100 formülü ile % olarak hesaplandı.

3.2.4. Prolin içeriği tayini
Prolin seviyelerinin belirlenmesi için taze bitki yaprakları %3’lük

sulfosalisilik asit içerisinde homojenize edildi ve homojenat filtre kâğıdı ile süzüldü.
Bir kısım süpernatant (2 mL) yeni bir test tüpüne aktarıldı. Üzerine aynı miktarda
asit-ninhidrin karışımı (Bates ve ark., 1973) ve glasial asetik asit ilave edildi. Daha
sonra tüpler 100 °C de inkübe edildi. Bir saat sonunda tüpler buz banyosunda
soğutuldu ve 4 mL toluen eklenerek vortekslendi. İki faz oluşana kadar beklendi
(Şekil 3.2.) ve sonunda üst faz UV mikroplate spektrometrede 520 nm dalga boyunda
okundu. Elde edilen veriler L-proline kullanılanarak oluşturulan standart grafik
(Şekil 3.3.) ile hesaplandı ve sonular µmol g-1 taze ağırlık olarak ifade edildi (Bates
ve ark.,1973).

Şekil 3.2.  Prolin testinde iki faz oluşumu
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Şekil 3.3.  L-prolin ile hazırlanan standart eğri

3.2.5. Toplam çözünür şeker içeriği tayini
Yaprak örneklerinin toplam şeker içeriğini ölçmek için Dubois ve ark. (1956)

tarafından bildirilen yöntem kullanıldı. 100 mg kurutulmuş ve toz haline getirilmiş
yapraklar üzerine 5000 µL HCI (2,5 N) eklendi ve 120 dk. 80°C ayarlı su
banyosunda ısıtıldı. Isıtma işleminin ardından 1 mL süpernatant üzerine 5 mL
konsantre sülfürik asit ve %5 fenol eklenerek karışım çalkalandı. Daha sonra 490
nm'de absorbans mikroplate spektrofotometre ile ölçüldü ve toplam şeker, glikoz
standart grafiği kullanılarak hesaplandı.

3.2.6. Toplam fenolik madde konsantrasyonu tayini
Yaprak örneklerinin toplam fenolik içeriğini belirlemek için Shetty ve ark.

(1995) tarafından bildirilen prosedür kullanıldı. Bunun için taze yaprak örneği %1
HC1 içerisinde hazırlanan %80 metanol içeren test tüpleri, istenen bileşikleri
çıkarmak için 95°C'de 30 dakika ısıtıldı. Seyreltilmiş ekstrakt üzerine 1,5 mL FCR
(%10) ilave edildikten 5 dakika sonra karışımın üzerine 1,2 mL NaCO3 (%20)
eklendi. 15 sn çalkalama işleminden sonra 40°C'de 30 dakika karanlıkta bekletildi.
Oluşan rengin intensitesi mikroplate spektrofotometre ile belirlendi (Şekil 3.4.).
Toplam fenolik içerik, gallik asit kullanılarak hazırlanan standart eğri oluşturularak
belirlendi (Şekil 3.5.)
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Şekil 3.4.  Biber yapraklarında fenolik madde tayini

Şekil 3.5.  Gallik asit standartından oluşturulan kalibrasyon eğrisi

3.2.7. Oksidatif stres ile ilişkili parametrelerin ölçümü
Sıvı azot ile toz haline getirilen taze bitki yaprakları %0,1 TCA ile

homojenize edildi ve 15.000 rpm ve +4°C’de 15 dk süreyle santrifüj edildi.

Lipid peroksidasyonun bir sonucu olarak ortaya çıkan ve oksidatif stresin
önemli bir göstergesi olan malondialdehit (MDA) belirlenmesi için bir kısım
homojenat (1000 µL) alınarak yeni bir tüpe aktarılmış ve üzerine 4 mL %20 TCA ile
hazırlanmış %5’lik tiyobarbiturik asit (TBA) ilave edilmiştir. Karışım 30 dakika
95°C sıcak su banyosunda bekletilmiş ve ardından buz üzerinde soğutulmuştur.
Karışımın 532 ve 600 nm’deki absorbansları mikroplate spektrofotometre ile
belirlenmiş ve sonuçlar MDA nmol g-1 taze ağırlık olarak ifade edilmiştir (Weisany
ve ark., 2012).
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Yaprakların hidrojen peroksit (H2O2) konsantrasyonlarının belirlenmesinde

Loreto ve Velikova (2001) tarafından bildirilen prosedür uygulandı. Homojenattan
0,5 mL alınarak, üzerine 0,5 mL 10 mmol L-1 K-fosfat tampon (pH 7.0) ve 1,5 mL 1
M KI ilave edilerek 390 nm’deki absorbansları kaydedildi. Standart grafik (Şekil
3.6.) ile hesaplanan sonuçlar µmol g-1 taze ağırlık olarak sunuldu.

Şekil 3.6.  H2O2 standartından oluşturulan kalibrasyon eğrisi

Elektrolit sızıntısı (ES) için taze yaprak örnekleri 5 mm uzunluğunda
kesilerek test tüplerine aktarıldı ve üzerine 10 mL deiyonize su ilave edildi. Tüpler
32°C 2 saat inkübasyona bırakıldıktan sonra EC1 ölçüldü. Bu aşamadan sonra 121°C
20 dk bekletildikten sonra EC2 ölçüldü (Şekil 3.7.) ve sonuçlar EC/EC2*100
formülü ile hesaplandı (Dionisio-Sese ve Tobita, 1998).

Şekil 3.7.  EC metre ile ölçümlerin yapılması
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3.2.8. Antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve toplam çözünür protein tayini

Bir kısım taze bitki yaprağı tartılarak sıvı azot ile öğütülmüştür. Daha sonra
0,1 mol L-1 K-fosfat tamponu (%1 polyvinylpyrrolidone ve 0,1 mmol L-1 EDTA
içerir, pH: 7.0) içerisinde homojenize edildi. Ekstrakt 15.000 rpm ve +4°C sıcaklıkta
15 dk. santrifüj edildi. Sonuçta süpernatant antioksidan enzim aktiviteleri ve toplam
çözünür protein içeriğinin belirlenmesinde kullanıldı.

Süper Oksit Düsmütaz (SOD) aktivitesi Beauchamp and Fridovich (1971)
tarafından bildirilen nitro blue tetrazolium kloridin (NBT) ışık altında indirgemesi
yöntemine göre ölçülmüştür. SOD aktivitesi, reaksiyon karışımının (0,05 M K-fosfat
(pH 7.8), 0,05 M sodyum karbonat, 13 mM L-methionine, 100 µmM EDTA, 75 μM
NBT, 5 μM riboflavin ve 25 μL süpernatan) 15 dakika boyunca floresan lamba
altında bekletilmesinden sonra 560 nm’deki absorbanslarının mikroplate
spektrofotometrede ölçümü ile belirlendi. Enzim özütü içermeyen bir tüp kontrol
çözeltisi olarak alındı. Işınlanmayan ve renk geliştirmeyen tam bir karışım kör olarak
belirlendi.

Katalaz (KAT) enzim aktivitesinin belirlenmesinde Aebi (1984) tarafından
bildirilen prosedür uygulanmıştır. Reaksiyon karışımının (50 mmol L-1 K-fosfat, 10
mmol L-1 H2O2, 4 mmol L-1 Na2EDTA ve 10 µL süpernatan) 240 nm’deki absorbans
değişimi 5 dakika boyunca ölçüldü. Sonuçlar ünite mg-1 protein olarak ifade edilmiş
olup, bir KAT enzim ünitesi 1 dakika içinde 1 mmol H2O2’in parçalanmasını
sağlayan enzim miktarı olarak belirtilmiştir (Karakaş, 2013).

Peroksidaz (POD) enzim aktivitesinin belirlenmesinde Cvikorová ve ark.
(1994) tarafından bildirilen prosedür uygulanmıştır. Reaksiyon karışımının (50 mmol
L-1 K-fosfat (pH 7.0), 5 mmol L-1 H2O2, 13 mmol L-1 guaiacol ve 10 µL süpernatant)
470 nm’ deki absorbans değişimi 5 dakika boyunca ölçüldü. Bir ünite peroksidaz
aktivitesi dakikada 470 nm’ de absorbans değişiminin, ekstinksiyon katsayısı ile
çarpılıp, protein miktarına bölünmesi ile hesaplandı ve sonuçlar ünite mg-1 protein
olarak belirtilmiştir.

Askorbat peroksidaz (APOD) enzim aktivitesinin belirlenmesinde Nakano ve
Asada (1981) tarafından bildirilen prosedür uygulanmıştır. Reaksiyon karışımının
(50 mmol L-1 K-fosfat, 0,5 mmol L-1 H2O2, 500 µmol L-1 askorbik asit, 1 mmol L-1

EDTA ve 10 µL süpernatan) 290 nm’deki absorbans değişimi 3 dakika boyunca
ölçüldü. Enzim aktivitesi askorbatın ekstinksiyon katsayısı kullanılarak hesaplandı.
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Toplam çözünür protein içeriği, Bradford (1976) yöntemine göre belirlendi.

Özetle, 10 µL protein ekstraktı üzerine 200 µL Bradford ayracı eklendi (Bradford
(1976) tarifine göre hazırlandı). Örnekler oda sıcaklığında 15 dk bekletilerek 595 nm
absorbansları mikroplate spektrofotometre ile belirlendi. Sonuçlar Bovine Serum
Albumin (BSA) ile hazırlanan bir standart eğri (Şekil 3.8.) ile hesaplandı ve mg/taze
ağırlık olarak ifade edildi.

Şekil 3.8.  BSA ile hazırlanan standart eğri

3.2.9. Azot metabolizması ile ilişkili enzim aktivitelerinin tayini
Nitrat redüktaz (NR) aktivitesinin belirlenmesi için Jaworski (1971)

tarafından bildirilen yöntem izlendi. Bu amaçla taze yaprak diskleri 0,1 M fosfat
tampon (20 mM KNO3

- ve %5 propanol içerir) içeren test tüplerine aktarıldı ve
karanlık ortamda 25°C'de 2 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonunda 0,4 mL
alikot üzerine 0,3 mL %1 sülfanilamid ve %0,02 naftilendiamin dihidroklorür
karışımı eklendi. 20 dakika sonra 0,4 mL deiyonize su ile seyreltilen numunelerin
540 nm’deki absorbansları mikroplate spektrofotometre ile belirlendi. Nitrit
oluşumu, bir NaNO2 kalibrasyon grafiği (Şekil 3.9.) kullanılarak ölçüldü ve NR
aktivitesi µmol NO2

- g-1 taze ağırlık saat-1 olarak hesaplandı.

31



GEREÇ VE YÖNTEM Ferhat UĞURLAR

 

Şekil 3.9.  NaNO2 ile hazırlanan standart grafiği

Glutamin sentetaz (GS) ve glutamat dehidrojenaz (GDH) aktivitelerinin
belirlenmesi için, taze yaprak dokusu 1 mmol L-1 MgCl2, 1 mmol L-1 EDTA, 1 mmol
L-1 ditiotreitol, 10 mmol L-1 β-merkaptoetanol, ve 0,5% PVP içeren 0,05 M Tris-HCl
tamponunda (pH 7.6) homojenize edildi. Daha sonra ekstrakt, 20 dakika boyunca
20.000 rpm'de santrifüjlemeye tabi tutuldu. Elde edilen süpernatant solüsyonu GS ve
GDH aktivitelerinin miktarının belirlenmesi için kullanıldı.

GS'nin aktivitesi, Agbaria ve ark. (1998) yöntemi izlenerek belirlendi. Bunun
için 1 mM ADP, 50 mM Tris-HCl tamponu (pH 7.2), 20 mM MgCl2, 50 mM
glutamin, 20 mM sodyum arsenat ve 13 mM hidroksilamin klorür içeren karışımının
üzerine enzim ekstraktının eklenmesiyle reaksiyon başlatıldı ve 30 dakika süreyle
30°C'de inkübe edildi. Enzim ekstraktı ve ADP dışındaki tüm reaktiflerle hazırlanan
tüpler kontrol olarak kullanıldı. Daha sonra üzerine, 3 mL 200 mM FeCl3, 0,5 M HCI
ve 240 mM TCA karışımı eklenerek reaksiyon sonlandırıldı. Proteinin çökertilmesi
için tüplerdeki içerik 3.000 g'de 10 dakika santrifüjlendi. Santrifüj işleminin ardından
karışımın 540 nm’deki absorbansı mikroplate spektrofotometrede izlendi.

GDH enzim aktivitesi için Groat ve Vance (1981) tarafından bildirildiği gibi
340 nm'de NADH'nin oksidasyonu gözlemlenerek yapıldı. NADH-GDH aktivitesinin
belirlenmesi için 100 mM Tris-HCl tamponu (pH 8.0), 11 mM 2-oksoglutarik asit,
200 µM NADH, 0,1 M NH4Cl ve enzim ekstraktı içeren reaksiyon karışımı
oluşturuldu. Kör için NH4Cl içermeyen tam bir reaksiyon karışımı alındı. Reaksiyon
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NADH eklenerek başlatıldı ve NADH'nin 340 nm'de oksidasyonu 5 dakika boyunca
takip edildi. Enzim aktivitesi NADH'nin 340 nm'deki yok olma katsayısı (6,3 x 103
L mol/cm) kullanarak hesaplandı.

GOGAT aktivitesi Groat ve Vance'in (1981) protokolüne göre ölçüldü. Bunun
için taze yaprak doku 10 mM KCl, 2 mM EDTA, 1 mM fenilmetilsülfonil florür, 14
mM β-merkaptoetanol ve 3,6 M etilen glikol içeren 50 mM potasyum fosfat
tamponunda (pH 7.5) homojenize edildi. Daha sonra, örnek karışımı 20,000 rpm'de
20 dakika süreyle santrifüj edildi. Santrifüj işleminin ardından 0.1 M potasyum fosfat
tamponu (pH 7.5), 10 mM glutamin, 150 µM NADH, 5 mM 2-oksoglutarik asit ve
enzim ekstraktı içeren karışım hazırlandı. Reaksiyon NADH eklenerek başlatıldı ve
absorbanslar 5 dakika boyunca 340 nm'de izlendi.Enzim aktivitesi NADH'nin 340
nm'deki yok olma katsayısı (6,3 x 103 L mol/cm) kullanarak hesaplandı.

3.2.10. Toplam serbest amino asitler, nitrat (NO3-) ve amonyum (NH4+) tayini
Taze bitki yaprakları, 45°C'de 10 mL su içinde 1 saat inkübe edildi. Daha

sonra 5.000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifüj edilerek bitki parçacıkları içermeyen
süzük elde edildi. Santrifüjlenen numuneler, amino asitler, NO3

- ve NH4
+ tayini için

kullanıldı.

Toplam amino asitler Lee ve Takahashi (1966) tarafından bildirilen ninhidrin
yöntemine göre ölçüldü. Bunun için 0,1 mL süpernatant üzerine 1,9 mL ninhidrin-
gylcerol-citrate tampon çözeltisi ilave edildi. Karışım 12 dakika boyunca kaynar suda
bekletildikten sonra oda sıcaklığında musluk suyu banyosunda soğutuldu. Soğuyan
tüpler çalkalandı ve 570 nm’deki absorbanları mikroplate spektrofotometre ile
belirlendi. Toplam amino asitler glisin ile hazırlanan standart grafik (Şekil 3.10.) ile
hesaplandı ve sonuçlar mg g-1 taze ağırlık olarak sunuldu.
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Şekil 3.10.  Glisin ile hazırlanan standart grafiği

Yaprakların NO3
- konsantrasyonunun ölçümü için Cataldo ve ark. (1975)

tarafından bildirilen prosedür takip edildi. Bu amaçla 200 µL süzük üzerine 800 µL
%5 salisilik asit ilave edilerek iyice karışması amacıyla hafifçe çalkalandı ve oda
sıcaklığında 20 dk inkübe edildi. Ardından 19 mL 2 N NaOH çözeltisi hafifçe
çalkalanarak ilave edildi ve örnekler oda sıcaklığına gelinceye kadar bekletildikten
sonra 410 nm dalga boyuna ayarlı mikroplate spektrofotometrede okundu. Sonuçlar
potasyum nitrat (KNO3

-) ile hazırlanan standart grafik (Şekil 3.11.) ile hesaplandı ve
sonuçlar mg g-1 taze ağırlık olarak sunuldu.
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Şekil 3.11.  KNO3- ile hazırlanan standart grafiği

Yaprakların NH4
+ konsantrasyonunu belirlemek için fenol tipi kolorimetrik

yöntem kullanıldı (Husted ve ark., 2000). Bu amaçla 800 µL doku özütü, 100 µL
fenol çözeltisi (11 mM), 100 µL sodyum nitroprussit çözeltisi (1,7 mM) ve 250 µL
oksitleyici çözelti ile karıştırıldı. Karışım karanlıkta 25°C'de 60 dakika bekletildikten
sonra 640 nm’deki absorbansları UV mikroplate spektrofotometrede ölçüldü.
Sonuçlar amonyum sülfat ((NH₄)₂SO₄) ile hazırlanan standart grafik (Şekil 3.12.) ile
hesaplandı ve sonuçlar mg g-1 taze ağırlık olarak sunuldu.
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Şekil 3.12.  (NH4)2SO4 ile hazırlanan standart grafiği

3.2.11. Nikel’in hücresel dağılımının belirlenmesi
Hücre altı dokularını çıkarmak için Liu ve ark. (2009) tarafından bildirilen

prosedür uygulandı. Bunun için yaprak ve kök örnekleri 0,05 M Tris-HCl (pH 7.5),
0,25 M sukroz ve 1 mM DL-ditiyoeritritol içeren ekstraksiyon tamponunda
homojenize edildi. Homojenat santrifüj tüpüne aktarıldı ve 300 g'de 5 dakika
boyunca santrifüjlendi. Santrifüj işlemi sonunda pelet hücre duvarı fraksiyonu olarak
alındı ve süpernatan yeni bir tüpe aktarılarak hücre organellerinin çökeltilmesi için
2000 g'de 45 dakika daha santrifüj edildi. Santrifüj işlemi sonunda pelet organel
fraksiyon ve süpernatan çözelti ise çözünür fraksiyon olarak adlandırıldı. Daha sonra
bu dokular, 220°C'de 2 saat boyunca HNO3-HClO4-HF karışımında ısıtıldı.
Fraksiyonlardaki Ni konsantrasyonları ICP-OES kullanılarak analiz edildi (Chen ve
ark., 2016).

3.2.12. Ağır metal, azot (N), fosfor (P) ve potasyum tayini (K)
Kurutulmuş yaprak ve kök örnekleri öğütme işleminin ardından perklorik ve

sülfürik asit 4:1 (v/v) karışımı ile sindirildi. Yaprak ve kök P içeriği,
vanadomolibdofosforik sarı renk yöntemi kullanılarak analiz edildi. Yaprak ve
köklerin ağır metal ve K içeriği Inductively Coupled Plasma (ICP, Perkin Elmer)
cihazında belirlenmiştir. Yaprak ve kök N içerikleri, bitki dokusunun sülfürik asit
içinde sindirilmesini, ardından sodyum hidroksit ile damıtmayı ve standardize asit ile
titrasyon yapılmasını içeren Kjeldahl tekniği kullanılarak belirlendi.

3.2.13. İstatiksel analiz
Veriler, anlamlılığı belirlemek amacıyla SPSS sürüm 21.0 kullanılarak

ANOVA ile analiz edildi. Uygulamalar arasındaki anlamlı farklılıkları belirlemek
için Duncan's multiple range testi uygulandı.
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4. BULGULAR

4.1. Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında nitrik oksit (NO) ve diüre
uygulamalarının bitki toleransına etkisi

Şekil 4.1.  Ni toksisitesine maruz kalan biber fidelerinin fenotipik görünümü

Ni toksisitesi, büyümenin durmasına, yaprak boyutu ve şeklindeki
değişikliklerin yanı sıra deformasyonların gelişmesine neden oldu. Bununla birlikte,
NO ve diüre’nin ayrı ayrı veya birlikte yapraktan uygulanması, bitkilerde Ni
toksisitesinin olumsuz etkilerini azalttı (Şekil 4.1.). NO ve diüre uygulamasının,
yüksek Ni konsantrasyonlarının varlığında bile bitki büyümesini teşvik ettiği, Ni
toksisitesinin olumsuz etkilerini en aza indirmeye yönelik etkili yaklaşımlar olarak
potansiyel taşıdığı bulunmuştur.

Ni stresine maruz kalan biber bitkilerine yapraktan NO ve diüre
uygulamalarının üst aksam ve kök yaş ağırlığına etkisi Şekil 4.2 ve 4.3.’te
sunulmuştur. Ni toksisitesi biber bitkilerinin üst aksam ve kök yaş ağırlığını sırasıyla
%67 ve %69 oranında düşürdü. Ni stresli bitkilerin NO ve diüre ile muamelesi azalan
bu parametreleri önemli düzeyde iyileştirdi. En verimli sonuçlar bu iki kimyasalın
birlikte uygulanması ile elde edildi. Ni koşullarındaki biber bitkilerine NO+diüre
uygulaması yalnızca Ni ile muamele edilen bitkilere kıyasla bu özellikleri sırasıyla
%108 ve %78 oranında arttırdı. NO ve diürenin Ni stresi olmadan birlikte
uygulanması, kontrole kıyasla sürgün ve kök taze ağırlığında sırasıyla %12,6 ve %10
oranında artışa yol açtı.

Ni toksisitesi koşullarında biber bitkilerine yapraktan NO ve diüre
uygulamalarının üst aksam ve kök kuru ağırlığına etkisi Şekil 4.4 ve 4.5.’te
sunulmuştur. Ni stresi biber bitkilerinin üst aksam ve kök kuru ağırlığını sırasıyla
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%73 ve %62 oranında düşürdü. NO ve diüre muamelesi Ni nedeniyle baskılanan
biyomas verimini iyileştirdi. Ancak Ni toksisitesi koşullarında maksimum değerler
NO ve diürenin kombinasyonunda elde edildi. NO ve diürenin kombinasyonunun
uygulanması, yalnızca Ni muamelesi edilmiş bitkilerle karşılaştırıldığında, üst aksam
ve kök kuru ağırlığı için sırasıyla %96 ve %41 oranında artışa yol açtı. Bu, Ni
stresinin bitki büyümesi üzerindeki zararlı etkilerini azaltmada NO ve diüre arasında
sinerjistik bir etki olduğunu gösterir. Ayrıca NO ve diürenin Ni stresi olmadan
birlikte uygulanması, kontrole kıyasla sürgün ve kök biyokütlesinde sırasıyla %19 ve
%4 oranında artışa yol açtı. Bu durum, bu bileşiklerin normal koşullarda bile bitki
büyümesi üzerinde uyarıcı bir etkiye sahip olduğunu düşündürmektedir.

Şekil 4.2.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının üst aksam yaş ağırlığına etkisi
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Şekil 4.3.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının üst aksam kuru ağırlığına etkisi

Şekil 4.4.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının üst aksam kuru ağırlığına etkisi
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Şekil 4.5.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının kök kuru ağırlığına etkisi

Nikel toksisitesi koşullarında yapraktan NO ve diüre uygulamalarının klorofil
a, klorofil b, toplam klorofil, karotenoidler ve maksimum kuantum verimini (Fv/Fm)
özelliklerine etkisini gösteren grafikler sırasıyla Şekil 4.6., Şekil 4.7., Şekil 4.8.,
Şekil 4.9. ve Şekil 4.10.’da sunulmuştur. Ni stresi, kontrole kıyasla klorofil a, klorofil
b, toplam klorofil, karotenoidler ve Fv/Fm parametrelerini sırasıyla %49, %33, %44,
%39 ve %23 azalttı. NO ve diürenin tek başına uygulanması Ni stresi altında
fotosentetik pigment içeriği ve Fv/Fm değerlerinde artışa yol açtı. Ni stresi altında en
verimli sonuçlar NO ve diüre kombinasyonunda elde edildi. Spesifik olarak, bu
kombinasyon, yalnızca Ni ile muamele edilmiş bitkilerle karşılaştırıldığında ilgili
özelliklerde %64, %35, %53, %65 ve %24'lük artışlara yol açtı. Ni stresi olmadan
NO+diüre uygulaması bu parametreleri önemli ölçüde değiştirmedi.
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Şekil 4.6.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının klorofil a içeriğine etkisi

Şekil 4.7.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının klorofil b içeriğine etkisi
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Şekil 4.8.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının toplam klorofil içeriğine etkisi

Şekil 4.9.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının karotenoid içeriğine etkisi
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Şekil 4.10.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının maksimum kuantum verimine (Fv/Fm) etkisi

Farklı uygulamaların biber bitkilerinin yaprak bağıl su içeriğine (BSİ) etkisi
Şekil 4.11.’de sunulmuştur. Ni'ye maruz kalan bitkilerin BSİ'si, maruz kalmayan
bitkilere kıyasla %21 oranında azaldı. Ni stresine maruz kalan bitkilerde NO, diüre
ve NO+Diüre uygulamaları, yalnızca Ni ile muamele edilmiş bitkilere kıyasla BSİ'yi
sırasıyla %19, %15 ve %21 oranında iyileştirdi.

Ni stresi, NO ve diüre uygulamalarının prolin, fenolik madde ve toplam şeker
içeriğine etkisi Şekil 4.12., 4.13., ve 4.14.’te sunulmuştur. Ni toksisitesi prolinde 4,5
kat ve fenolik madde içeriğinde %43 oranında artışa yol açtı, ancak toplam çözünür
şeker içeriğinde %47 oranında bir düşüşe yol açtı. Eksojen NO ve diürenin tek başına
veya kombinasyonun uygulanması, Ni stresine maruz kalan bitkilerde prolin ve
fenolik madde içeriğini iyileştirdi. Nikel stresli bitkilerde prolin, fenolik madde ve
toplam çözünür şeker içeriği için maksimum değerler NO+Diüre uygulaması ile elde
edildi. Spesifik olarak, NO+Diüre uygulaması, Ni toksisitesine maruz kalan
bitkilerde prolini %73, fenolikleri %47 ve toplam şekeri %60 artırdı. NO+Diüre'nin
Ni stresi olmayan bitkilere uygulanması, toplam şeker ve fenolik madde içeriğinde
artışa yol açtı, ancak BSİ ve prolin içeriği önemli ölçüde değişmedi.
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Şekil 4.11.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprak bağıl su içeriğine (BSİ) etkisi

Şekil 4.12.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının prolin birikimine etkisi
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Şekil 4.13.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının toplam fenolik madde içeriğine etkisi

Şekil 4.14.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının toplam şeker içeriğine etkisi

Ni stresi altında NO ve diüre uygulamalarının oksidatif stresin önemli
belirteçleri olan hidrojen peroksit (H2O2), malondialdehit (MDA) ve elektrolit
sızıntısı (ES) değerlerine etkisini gösteren grafikler Şekil 4.15., Şekil 4.16. ve Şekil
4.17.’de sunulmuştur. Ni stresi, tedavi edilmeyen gruba kıyasla H2O2, MDA ve ES
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içeriğini sırasıyla %398, %471 ve %204 artırdı. Eksojen NO ve diüre takviyesi
oksidatif stresle ilgili parametrelerde önemli bir düşüşle sonuçlandı.Ancak NO ve
diüre kombinasyonu Ni'nin neden olduğu oksidatif stresi azaltmada daha etkili
bulundu. NO ve diüre kombinasyonu Ni ile stres altındaki bitkilere
püskürtüldüğünde, yalnızca Ni ile muamele edilen bitkilere kıyasla H2O2, MDA ve
ES'yi sırasıyla %58, %56 ve %46 oranında azalttı. Bu sonuçlar NO ve diürenin Ni
stresi altında oksidatif stresin hafifletilmesinde sinerjistik bir etkiye sahip olduğunu
gösterdi.

Şekil 4.15.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının hidrojen peroksit (H2O2) içeriğine etkisi
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Şekil 4.16.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının malondialdehit (MDA) içeriğine etkisi

Şekil 4.17.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının elektrolit sızıntısı (ES) değerlerine etkisi

Ni stresi, NO ve diüre ile muamele edilen biber bitkilerinin süperoksit
dismütaz (SOD), katalaz (KAT), askorbat peroksidaz (APOD) ve peroksidaz (POD)
enzim aktivitelerine ilişkin sonuçlar sırasıyla Şekil 4.18., 4.19., 4.20. ve 4.21.’de
grafikler halinde sunulmuştur.
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Ni stresi altında, SOD ve POD aktivitesi sırasıyla %49 ve %255 oranında
artarken, KAT ve APOD aktivitesi sırasıyla %50 ve %64 oranında azaldı. NO'nun
tek başına uygulanması, Ni stresli bitkilerde SOD, KAT, APOD ve POD enzim
aktivitelerini önemli ölçüde artırdı. Bununla birlikte, tek başına diürenin eksojen
takviyesi, Ni-stresli koşullar altında KAT enzimi dışındaki diğer enzim aktivitelerini
önemli ölçüde değiştirmedi. İki kimyasal (NO ve diüre) birlikte uygulandığında, bu
enzimlerin aktivitesini, Ni toksisitesi yaşayan bitkilerde gözlemlenen seviyelerin
daha yukarısına yükselttiler. SNP ve diürenin yapraktan uygulanması, Ni içermeyen
koşullar altında bu enzim aktivitelerini önemli ölçüde değiştirmedi.

Şekil 4.18.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının süperoksit dismütaz (SOD) aktivitesine etkisi
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Şekil 4.19.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının katalaz (KAT) aktivitesine etkisi

Şekil 4.20.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesine etkisi
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Şekil 4.21.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının peroksidaz (POD) aktivitesine etkisi

Ni stresi, NO ve diüre uygulamalarının nitrat redüktaz (NR), glutamin
sentetaz (GS), glutamat sentaz (GOGAT) ve glutamat dehidrojenaz (GDH)
enzimlerinin aktivitelerine etkisine ilişkin sonuçlar sırasıyla Şekil 4.22., 4.23., 4.24.
ve 4.25.’de grafikler halinde sunulmuştur.

Ni stresi NR, GS, GOGAT ve GDH'nin aktivitesini sırasıyla %57, %32, %36
ve %38 oranında azalttı. NO'nun uygulanması, Ni stresinin neden olduğu NR ve GS
aktivitelerinin azalmayı önemli ölçüde iyileştirmiştir. Diüre uygulaması, Ni
tarafından baskılanan GS, GOGAT ve GDH aktivitelerini önemli ölçüde
iyileştirmiştir. Ancak en etkili sonuçlar SNP ve diürenin birlikte uygulanmasıyla elde
edilmiştir. NO+diüre'nin yaprağa uygulanması, Ni stresi altındaki bitkilere kıyasla
NR, GS, GOGAT ve GSH aktivitelerinde sırasıyla %93, %49, %57 ve %62'lik bir
artış ile sonuçlandı. Ni stresinin yokluğunda, NO uygulaması NR aktivitesini arttırdı,
ancak tek başına diüre uygulamasının etkisi anlamlı değildi. En yüksek değerler NO
ve diüre birlikte kullanıldığında elde edilmiştir.
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Şekil 4.22.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının nitrat redüktaz (NR) aktivitesine etkisi

Şekil 4.23.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının glutamin sentetaz (GS) aktivitesine etkisi
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Şekil 4.24.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesine etkisi

Şekil 4.25.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının glutamat dehidrojenaz (GDH) aktivitesine etkisi

Farklı uygulamaların bitkilerin nitrat (NO3
-), amonyum (NH4

+), toplam amino
asit (TAA) ve toplam çözünür protein içeriğine ilişkin sonuçlar Şekil 4.26., 4.27.,
4.28., ve 4.29.’da sunulmuştur. Ni stresi NO3

- içeriğinde %35 azalmaya ve NH4
+

içeriğinde %48 artışa neden olmuştur. Ni stresli fidelerde NO veya diüre uygulaması,
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NO3

- içeriğinde artışa ve NH4+ içeriğinde azalmaya yol açmıştır. NO+Diüre
uygulaması, Ni toksisitesi altında NO3

- içeriğini %47 artırırken, NH4
+ içeriğini %36

azaltmıştır. Ni toksisitesi koşullarında NO3
- içeriğinde en büyük artış ve NH4

+

içeriğinde en büyük azalma, NO+Diüre uygulaması ile elde edilmiştir.

Kontrollere kıyasla, Ni toplam çözünür proteinini %50 azaltmış ve TAA
seviyesini %73 artırmıştır. Biber bitkilerine NO veya diüre uygulaması, Ni stresi
altında toplam çözünür protein içeriğinde artışa ve TAA içeriğinde azalmaya yol
açmıştır. NO ve diürenin kombinasyonunun uygulanması Ni stresli fidelerde, toplam
çözünür proteini %66 artırırken TAA’yı %38 azaltmıştır.

Şekil 4.26.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprakların nitrat (NO3-) içeriğine etkisi
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Şekil 4.27.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprakların amonyum (NH4+) içeriğine etkisi

Şekil 4.28.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprakların toplam amino asit (TAA) içeriğine etkisi
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Şekil 4.29.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprakların toplam çözünür protein içeriğine etkisi

Biber fideleri Ni'ye maruz kaldığında yapraklarında ve köklerinde Ni
biriktirdi (Şekil 4.30.). Yaprak ve köklerdeki Ni içeriği, NO ve diürenin yaprağa
püskürtülmesiyle etkili bir şekilde azaltılmıştır. Spesifik olarak, NO, yapraklarda ve
köklerde Ni içeriğini sırasıyla %40 ve %42 azaltırken, diüre sırasıyla %25 ve %28'lik
bir düşüşe neden oldu. Ek olarak, NO ve diüre birlikte uygulandığında, bitki yaprağı
ve kökündeki Ni içeriğini azaltmada daha etkili oldular. Bu kombine tedavi,
yapraklarda ve köklerde Ni içeriğini sırasıyla %57 ve %60 oranında azalmasına
neden oldu.

NO ve diüre uygulamaları, sadece Ni ile muamele edilen bitkilere kıyasla
yapraklarda hücre duvarı Ni konsantrasyonunda artışa yol açtı. Ni+NO+Diüre
uygulamasında Ni'nin %75,6'sı yaprak hücre duvarında bulunurken, tek başına Ni
uygulanan bitkilerde Ni'nin %22’si hücre duvarında bulundu (Şekil 4.31.). Buna
karşılık, yaprak hücresi organellerindeki Ni konsantrasyonu, NO veya diüre
uygulamaları ile azaldı. Yaprak hücresi organellerindeki en düşük konsantrasyon
Ni+NO+Diüre uygulamasında elde edildi. Ni stresli koşullarda NO+Diüre
uygulaması hücre organellerindeki Ni konsantrasyonunun 11,7 μg’dan 2 μg’a
düşmesine neden oldu. Ni stresi altında, Ni birikiminin en fazla olduğu kısım
yapraklardaki hücre dokusunun çözünür bölümdüydü. NO ve diüre uygulaması,
yaprak dokusunun çözünür kısmındaki Ni konsantrasyonunun azalmasına yol açtı.
Bu bölümde en düşük konsantrasyon Ni + NO + Diüre uygulamasında gözlemlendi.
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Ni stresli koşullarda NO+Diüre uygulaması çözünür kısmındaki Ni
konsantrasyonunun 24,6 μg’dan 12,3 μg’a düşmesine yol açtı.

Sonuçlar, vakuolar çözünebilir fraksiyonun, biber bitkilerinin kökleri içindeki
Ni birikiminde önemli bir rol oynayabileceğini göstermektedir. Sadece Ni ile
muamele edilen bitkilerle karşılaştırıldığında, NO, Diüre veya NO+Diüre
uygulamaları bu fraksiyon içindeki Ni konsantrasyonunda önemli artışa yol açtı. Bu
bölümde en yüksek Ni konsantrasyonu 72,4 μg olarak Ni + NO + Diüre
uygulamasında elde edildi. Bu durum, NO ve diürenin birlikte uygulanmasının,
Ni'nin kök hücresindeki vakuoller içinde çözünmesini ve tutulmasını
sağlayabileceğini göstermektedir. Genel olarak bulgularımız, NO ve diüre
kombinasyonunun yaprak ve kök dokularında Ni birikimini ve dağılımını önemli
ölçüde etkileyebileceğini göstermektedir.

Ni stresi, kontrole kıyasla hem yapraklarda hem de köklerde N, P ve K+

seviyelerini düşürdü (Şekil 4.32.- 4.37.). Yapraklarda N, P ve K sırasıyla %41, %49
ve %39 oranında azalırken, köklerde sırasıyla %42, %42 ve %37 oranında azaldı.
NO veya diüre uygulaması, Ni stresli bitkilerin hem yapraklarında hem de köklerinde
N, P ve K+ seviyelerini arttırdı. NO ve diürenin kombinasyonu, N, P ve K+

seviyelerinde daha yüksek bir artışla sonuçlanarak sinerjistik bir etki gösterir.
Stressiz bitkilerde, tek başına veya kombinasyon halinde NO veya diüre, besin
seviyelerini önemli ölçüde artırmadı.
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Şekil 4.30.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprak ve köklerde Ni birikimine etkisi

Şekil 4.31.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının hücre organellerinde Ni dağılımına etkisi

Şekil 4.32.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprakların azot (N) içeriğine etkisi
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Şekil 4.33.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının köklerin azot (N) içeriğine etkisi

Şekil 4.34.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprakların fosfor (P) içeriğine etkisi
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Şekil 4.35.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının köklerin fosfor (P) içeriğine etkisi

Şekil 4.36.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının yaprakların potasyum (K) içeriğine etkisi
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Şekil 4.37.  Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine nitrik oksit
(NO) ve diüre uygulamalarının köklerin potasyum (K) içeriğine etkisi

4.2. Krom (Cr) toksisitesi koşullarında tiamin (TA) ve hidrojen sülfit (H2S)
uygulamalarının bitki toleransına etkisi

Şekil 4.38.  Cr toksisitesine maruz kalan biber fidelerinin fenotipik görünümü

Cr toksisitesi, bitki büyümesinin azalmasına, yaprak boyutu ve şeklindeki
değişikliklerin yanı sıra anormal büyüme veya deformasyonlarına neden oldu.
Ancak, Tiamin (TA) ve hidrojen sülfit (H2S) uygulaması, bitkilerde Cr toksisitesinin
olumsuz etkilerini azalttı (Şekil 4.38.). Cr’un yüksek konsantrasyonlarda bulunduğu
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durumlarda bile TA ve H2S uygulamasının, bitki büyümesini teşvik ettiği, Cr
toksisitesinin olumsuz etkilerini en aza indirmeye yönelik etkili yaklaşımlar
olabileceği bulundu.

Cr stresine maruz kalan biber bitkilerine yapraktan TA ve H2S
uygulamalarının üst aksam ve kök yaş ağırlığına etkisi Şekil 4.39. ve 4.40.’da
sunulmuştur. Cr toksisitesi biber bitkilerinin üst aksam ve kök yaş ağırlığını sırasıyla
%72 ve %77 oranında düşürdü. Cr stresli bitkilerin TA ve H2S ile muamelesi azalan
bu parametreleri önemli düzeyde iyileştirdi. En verimli sonuçlar bu iki kimyasalın
birlikte uygulanması ile elde edildi. Cr stresi altındaki biber bitkilerine TA+ H2S
uygulaması yalnızca Cr ile muamele edilen bitkilere kıyasla bu özellikleri sırasıyla
%134 ve %49 oranında arttırdı. TA ve H2S’in Cr stresi olmadan birlikte
uygulanması, sürgün ve kök yaş ağırlıklarını sırasıyla %15 ve %5 oranında bir artışa
yol açtı.

Cr toksisitesi koşullarında biber bitkilerine yapraktan TA ve H2S
uygulamalarının üst aksam ve kök kuru ağırlığına etkisi Şekil 4.41 ve 4.42.’de
sunulmuştur. Cr stresi biber bitkilerinin üst aksam ve kök kuru ağırlığını sırasıyla
%75 ve %65 oranında düşürdü. TA ve H2S muamelesi Cr nedeniyle baskılanan
biyomas verimini iyileştirdi. Ancak Cr toksisitesi koşullarında maksimum değerler
TA ve H2S’in birlikte uygulanması ile elde edildi. TA ve H2S kombinasyonunun
uygulanması, yalnızca Cr muamelesi edilmiş bitkilerle karşılaştırıldığında, üst aksam
ve kök kuru ağırlığı için sırasıyla %165 ve %47 oranında bir artışa yol açtı. Ayrıca
TA ve H2S’in Cr stresi olmadan birlikte uygulanması, kontrole kıyasla sürgün ve kök
yaş ağırlığında sırasıyla %13 ve %7'lik bir artışa yol açtı. Bu durum, bu bileşiklerin
stresin hafifletilmesinde ve hatta stresli olmayan koşullarda sinerjistik bir etkiye
sahip olduklarının göstergesi olabilir.
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Şekil 4.39.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının üst aksam yaş ağırlığına etkisi

Şekil 4.40.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının üst aksam kuru ağırlığına etkisi
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Şekil 4.41.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının üst aksam kuru ağırlığına etkisi

Şekil 4.42.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının kök kuru ağırlığına etkisi

Cr toksisitesi koşullarında yapraktan TA ve H2S uygulamalarının klorofil a,
klorofil b, toplam klorofil, karotenoidler ve Fv/Fm özelliklerine etkisini gösteren
grafikler sırasıyla Şekil 4.43., Şekil 4.44., Şekil 4.45., Şekil 4.46. ve Şekil 4.47.’da
sunulmuştur. Cr stresi, kontrole kıyasla klorofil a, klorofil b, toplam klorofil,

63



BULGULAR Ferhat UĞURLAR

 
karotenoidler ve Fv/Fm’yi sırasıyla %52, %43, %49, %54 ve %29 oranında azalttı.
TA ve H2S tek başına uygulanması Cr stresi altında bu parametrelerde önemli artışa
yol açtı. Ancak Cr stresi altında en verimli sonuçlar TA ve H2S kombinasyonunda
elde edildi. Bu kombinasyon, yalnızca Cr ile muamele edilmiş bitkilerle
karşılaştırıldığında ilgili özelliklerde %81, %53, %70, %84 ve %26 oranında artışlara
yol açtı. Cr stresi olmadan TA+H2S uygulaması bu parametreleri önemli ölçüde
değiştirmedi.

Şekil 4.43.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının klorofil a içeriğine etkisi
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Şekil 4.44.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının klorofil b içeriğine etkisi

Şekil 4.45.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının toplam klorofil içeriğine etkisi
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Şekil 4.46.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının karotenoid içeriğine etkisi

Şekil 4.47.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının maksimum kuantum verimine (Fv/Fm)
etkisi

Cr toksisitesi koşullarında TA ve H2S uygulamasının biber bitkilerinin yaprak
bağıl su içeriğine (BSİ) etkisi Şekil 4.48.’de sunulmuştur. Cr'a maruz kalan bitkilerin
BSİ'si, maruz kalmayan bitkilere kıyasla %30 oranında azaldı. Cr stresine maruz
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kalan bitkilerde TA, H2S ve TA+H2S uygulamaları, yalnızca Cr ile muamele edilmiş
bitkilere kıyasla BSİ'yi sırasıyla %23, %28 ve %35 oranında iyileştirdi. Stres
olmadan bu bileşiklerin uygulanması BSİ’yi önemli ölçüde değiştirmedi.

Cr stresi, TA ve H2S uygulamalarının prolin, fenolik madde ve toplam şeker
içeriğine etkisi Şekil 4.49., 4.50., ve 4.51.’de sunulmuştur. Cr toksisitesi prolinde 5,7
kat ve fenolik madde içeriğinde %50 oranında artışa yol açtı. Cr stresi ayrıca toplam
çözünür şeker içeriğinde %48 oranında bir düşüşe neden oldu. Yapraktan TA, H2S ve
TA+H2S uygulaması, Cr stresine maruz kalan bitkilerde prolin ve fenolik madde
içeriğinde artışa neden oldu. Cr stresli bitkilerde prolin, fenolik madde ve toplam
çözünür şeker içeriği için maksimum değerler TA+H2S uygulaması ile elde edildi.
Spesifik olarak, TA+H2S uygulaması, Ni toksisitesine maruz kalan bitkilerde prolini
%87, fenolikleri %28 ve toplam şekeri %64 artırdı. TA+H2S'in Cr stresi olmayan
bitkilere uygulanması, toplam şeker artışa yol açtı, ancak fenolik madde ve prolin
içeriği önemli ölçüde değişmedi.

Şekil 4.48.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprak bağıl su içeriğine (BSİ) etkisi
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Şekil 4.49.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının prolin birikimine etkisi

Şekil 4.50.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının fenolik madde içeriğine etkisi
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Şekil 4.51.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının toplam şeker içeriğine etkisi

Cr stresi koşullarında TA ve H2S uygulamalarının oksidatif stresin
göstergeleri olan H2O2, MDA ve ES değerlerine etkisini gösteren grafikler sırasıyla
Şekil 4.52., Şekil 4.53. ve Şekil 4.54.’te sunulmuştur. Cr toksisitesi, kontrole kıyasla
biber bitkilerinin H2O2, MDA ve ES içeriğinde sırasıyla %488, %565 ve %244
oranında artışa neden oldu. Yapraklardan TA ve H2S’in püskürtülmesi oksidatif
stresin önemli belirteçleri olan bu parametrelerde önemli bir düşüşe neden
oldu.Ancak TA ve H2S kombinasyonu Cr'nin neden olduğu oksidatif stresi azaltmada
tek başına uygulamalarından daha etkiliydi. TA ve H2S karışımının uygulanması
stres altındaki bitkilere püskürtüldüğünde, yalnızca Cr ile tedavi edilen bitkilere
kıyasla H2O2, MDA ve ES'yi sırasıyla %50, %53 ve %51 oranında azalttı. Bu
sonuçlar TA ve H2S’in Cr stresinin neden olduğu oksidatif stresin hafifletilmesinde
sinerjistik bir etkiye sahip olduğunu gösterdi.
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Şekil 4.52.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının hidrojen peroksit (H2O2) içeriğine etkisi

Şekil 4.53.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının malondialdehit (MDA) içeriğine etkisi
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Şekil 4.54.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının elektrolit sızıntısı (ES) değerlerine etkisi

Cr stresi koşullarında TA ve H2S ile muamele edilen biber bitkilerinin SOD,
KAT, APOD ve POD enzim aktivitelerine ilişkin sonuçlar sırasıyla Şekil 4.55., 4.56.,
4.57. ve 4.58.’de grafikler halinde sunulmuştur.

Cr toksisitesi koşullarında biber bitkilerinde, SOD, KAT POD aktivitesi
sırasıyla %87, %184 ve %208 oranında artarken, APOD aktivitesi %72 oranında
azaldı. TA'nın tek başına uygulanması, Cr stresli bitkilerde SOD, KAT ve POD
enzim aktivitelerini önemli ölçüde artırdı ancak APOD aktivitesinde önemli düzeyde
değişmedi. Bununla birlikte, tek başına H2S’in eksojen takviyesi, Cr stresi koşulları
altında tüm enzim aktivitelerini önemli düzeyde arttırdı. TA ve H2S birlikte
uygulandığında, bu enzimlerin aktivitesini sırasıyla %63, %7 %152 ve %97 oranında
arttırdı. Cr stresi koşulları altında H2S’in tek başına uygulanması KAT ve SOD
enzimleri üzerinde TA+H2S kombinasyonuyla aynı etkiyi gösterdi. Stressiz koşullar
altında bu bileşiklerin uygulanmasının enzim aktiviteleri üzerinde etkisi önemli
bulunmadı.
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Şekil 4.55.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının süperoksit dismütaz (SOD) aktivitesine
etkisi

Şekil 4.56.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının katalaz (KAT) aktivitesine etkisi
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Şekil 4.57.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesine
etkisi

Şekil 4.58.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının peroksidaz (POD) aktivitesine etkisi

Cr stresi koşullarında TA ve H2S uygulamalarının azot metabolizması ile
ilişkili NR, GS, GOGAT ve GDH enzimlerinin aktivitelerine etkisini gösteren
grafikler sırasıyla Şekil 4.59., 4.60., 4.61. ve 4.62.’de sunulmuştur. Cr stresi NR, GS,
GOGAT ve GDH'nin aktivitesini sırasıyla %61, %34, %40, %43 oranında azalttı. TA
ve H2S'in yapraktan püskürtülmesi, Cr stresinin tarafından baskılanan bu enzimlerin
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aktivitelerini önemli düzeyde iyileştirmiştir. Ancak en etkili sonuçlar TA ve H2S’in
birlikte uygulanmasıyla elde edilmiştir. Cr stresi koşullarında TA+H2S'in
uygulanması, NR, GS, GOGAT ve GSH aktivitelerinde sırasıyla %109, %52, %58
ve %77 oranında bir artışa yol açtı. Cr stresinin yokluğunda, bu bileşiklerin
uygulamasının azot metabolizması enzimleri üzerindeki etkisi anlamlı değildi.

Şekil 4.59.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının nitrat redüktaz (NR) aktivitesine etkisi

Şekil 4.60.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
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ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının glutamin sentetaz (GS) aktivitesine etkisi

Şekil 4.61.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesine
etkisi

Şekil 4.62.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının glutamat dehidrojenaz (GDH) aktivitesine
etkisi

Cr, TA ve H2S uygulamalarının biber bitkilerinin NO3
- ve NH4

+ içeriğine
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etkisini gösteren sonuçlar sırasıyla Şekil 4.63. ve 4.64.’te grafikler halinde
sunulmuştur. Cr stresi NO3

- içeriğinde %49 azalmaya ve NH4
+ içeriğinde %51 artışa

neden olmuştur. Cr stresli bitkilerin TA veya H2S ile muamele edilmesi, NO3
-

içeriğinde artışa ve NH4
+ içeriğinde azalmaya yol açmıştır. TA+H2S uygulaması, Cr

toksisitesi altında NO3
- içeriğini %107 artırırken, NH4

+ içeriğini %37 azaltmıştır. Cr
stresi koşullarında en büyük NO3

- içeriği artışı ve NH4
+ azalması, TA+H2S

uygulaması ile elde edilmiştir. Cr stresi olmadan bu bileşiklerin NO3
- ve NH4

+

içeriğine etkisi önemi bulunmamıştır.

Kontrole kıyasla, Cr toplam çözünür proteinini %33 azalttı ve TAA seviyesini
%105 arttırdı (Şekil 4.65. ve 4.66.). Biber bitkilerine TA veya H2S uygulaması, Cr
stresi altında toplam çözünür protein içeriğinde artışa ve TAA içeriğinde azalmaya
yol açmıştır. TA ve H2S’in kombinasyonu Cr stresli fidelerde, toplam çözünür
proteini %38 artırırken TAA’yı %56 azaltmıştır.

Şekil 4.63.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprakların nitrat (NO3-) içeriğine etkisi
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Şekil 4.64.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprakların amonyum (NH4+) içeriğine
etkisi

Şekil 4.65.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprakların toplam amino asit (TAA)
içeriğine etkisi
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Şekil 4.66.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprakların toplam çözünür protein
içeriğine etkisi

Cr’a maruz kalan biber bitkilerinin yapraklarında Cr birikimi gözlemlendi
(Şekil 4.67.). Yaprak Cr içeriği, TA ve H2S’in yaprağa püskürtülmesiyle etkili bir
şekilde azaltılmıştır. Bu kimyasallar tek başına uygulandığında H2S yaprak Cr
birkimini azaltmada TA’ya göre daha etkiliydi. Ancak TA ve H2S’in birlikte
uygulanmasının yaprak Cr içeriğinin azaltılmasında tek başına uygulanmalarından
daha etkili olduğu gözlemlendi. Spesifik olarak TA, H2S ve TA+H2S muameleleri
yaprakların Cr içeriğinde sırasıyla %19, %35 ve %49 oranında bir düşüşe neden
oldu.

Cr stresi, kontrole kıyasla hem yapraklarda hem de köklerde N, P ve K
seviyelerini düşürdü (Şekil 4.68.- 4.73.). Yapraklarda N, P ve K sırasıyla %43, %53
ve %42 oranında azalırken, köklerde sırasıyla %44, %45 ve %40 oranında azaldı. TA
veya H2S uygulaması, Cr stresli bitkilerin hem yapraklarında hem de köklerinde N, P
ve K seviyelerini arttırdı. TA ve H2S kombinasyonu, N, P ve K seviyelerinde
bireysel uygulamalarına göre daha yüksek bir artışla sonuçlanarak sinerjistik bir etki
gösterdi. Stressiz bitkilerde, H2S ve TA+H2S uygulamaları hem yaprak hem de
köklerin besin seviyelerini önemli ölçüde arttırdı. Buna karşın tek başına TA
muamelesi stressiz koşullar altında besin seviyelerini önemli ölçüde değiştirmedi.
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Şekil 4.67.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprak Cr birikimine etkisi

Şekil 4.68.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprakların azot (N) içeriğine etkisi
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Şekil 4.69.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının köklerin azot (N) içeriğine etkisi

Şekil 4.70.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprakların fosfor (P) içeriğine etkisi
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Şekil 4.71.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının köklerin fosfor (P) içeriğine etkisi

Şekil 4.72.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının yaprakların potasyum (K) içeriğine etkisi
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Şekil 4.73.  Krom (Cr) toksisitesi koşullarında yetişen biber bitkilerine tiamin (TA)
ve hidrojen sülfit (H2S) uygulamalarının köklerin potasyum (K) içeriğine etkisi
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5. TARTIŞMA

5.1. Nikel (Ni) toksisitesi koşullarında nitrik oksit (NO) ve diüre
uygulamalarının bitki toleransına etkisi

Çalışmamızda Ni stresi, daha önceki raporlarla tutarlı olarak biber bitkisinin
kuru ağırlığını azaltmıştır (Badawy ve ark., 2022; Najafi-Kakavand ve ark., 2022).
NO ve düre uygulamaları, daha önce kadmiyum (Cd) (Ahmad ve ark., 2018) ve
arsenik (As) (Shukla ve ark., 2022) stresinde bildirildiğine benzer şekilde, Ni
toksisitesinin biber büyümesi üzerindeki olumsuz etkilerini azaltmıştır. Tek başına
NO uygulaması besin alımını iyileştirdi ve kök yapısını korudu, bu da kurşun (Pb)
stresi altındaki biberde (Kaya ve ark., 2019b) ve Cr stresi altındaki ıspanak
bitkilerinde (Ma ve ark., 2020) bildirildiği gibi bitki büyümesini arttırdı. Benzer
şekilde diüre uygulamasının mercimek ve çemen otu bitkilerinde farklı stres
koşullarında sürgün uzunluğunu ve kuru maddeyi arttırdığı bildirilmiştir (Talukdar,
2016; Xalxo and Keshavkant, 2019). Bitki büyümesi üzerindeki bu olumlu etkiler,
antioksidan enzimlerin aktivasyonuna, osmolit üretiminin artmasına, elektrolit
sızıntısının azalmasına ve bitki dokularında metal birikiminin azalmasına
bağlanabilir (Waqas ve ark., 2019). Yüksek metal seviyeleri, metallerin kökler
tarafından emiliminin artmasına ve sürgünlere iletilerek birikmesine neden olur.
Bitki dokularındaki yüksek Ni konsantrasyonu, fotosentezi ve antioksidan enzimleri
olumsuz etkileyerek büyümeyi ve biyokütle üretimini engeller (Altaf ve ark., 2021).
Bulgularımız önceki çalışmalarla tutarlı olarak Ni stresi altındaki sürgünlerde Ni
konsantrasyonunun arttığını gösterdi (Altaf ve ark., 2022; Rizwan ve ark., 2022).
Buna karşın hem NO hem de diüre, sürgünlerde biriken Ni'de önemli bir azalmaya
yol açtı. NO ve diürenin kombinasyon halinde uygulanması sürgünlerde Ni
birikimini azaltmada tek başına uygulanmasından daha etkili olmuştur. Bu durum,
NO'nun kökten sürgüne Ni translokasyonunu azaltmasından kaynaklanıyor olabilir
(Kazemi ve ark., 2010). NO'nun Ni birikiminin azalttımasında üzerindeki olumlu
etkisinin kesin mekanizması, metal alımı ve taşınmasıyla ilgili gen ifadesinin
modülasyonu ile ilgili olabilir.

Ni stresi, Mentha arvensis (Nabi ve ark., 2021) ve çemen otu (Aqeel ve ark.,
2022) üzerinde yapılan önceki araştırmalarla tutarlı olarak biber yapraklarında
klorofil, karotenoidler ve Fv/Fm'de azalmaya yol açtı. Ancak NO ve diüre
uygulamaları Ni stresli biber fidelerinde bu fotosentetik parametreleri iyileştirmiştir.
NO'nun fotosentez üzerindeki olumlu etkileri, stres sırasında oluşan ROT'u
temizleme ve fotosentetik pigmentleri koruma kabiliyetine (Bhalerao ve ark., 2015)
ve RuBisCO aktivitesindeki değişimlere (Beri ve Sharma, 2016) bağlanabilir. Önceki
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araştırmalar NO'nun fotosentezle ilgili parametreleri desteklediğini bildirmiştir (Wei
ve ark., 2022). Ayrıca diürenin buğdayda bu parametreler üzerinde faydalı etkileri
daha önce Pb stresi koşullarında gözlemlenmiştir (Kaya ve ark., 2022a).

Yaprağın bağıl su içeriği, bitkinin su durumunun değerlendirilmesinde önemli
bir belirteçtir ve stres koşullarında olumsuz yönde etkilenir (Elsayed ve ark., 2011).
Ni stresi, daha önceki çalışmalarla tutarlı olarak, biber fidelerinde yaprak BSİ'sini
azalttı (Kumar ve ark., 2022c; Altaf ve ark., 2022). Sonuçlarımız, Ni stresinin biber
fidelerinde prolin seviyelerinde bir artışa yol açtığını göstermektedir. Bu durum, Cr
stresli ıspanak (Hussain ve ark., 2022) ve Ni stresli biber (Altaf ve ark., 2022)
üzerinde yapılan önceki çalışmalarla tutarlıdır. Ek olarak Ni stresi, toplam
çözünebilir şeker içeriğinde azalmaya neden olmuştur. Bu sonuçlar Nie ve ark.
(2015) yüksek Ni konsantrasyonuna maruz kalan mısır yapraklarındaki bulgularıyla
uyumludur. Hem NO hem de diürenin kombinasyon halinde uygulanması, Ni stresli
biber fidelerinde yaprak BSİ, prolin ve toplam çözünür şeker seviyelerini
iyileştirerek bitkinin stres toleransını arttırdı. NO'nun bu parametreler üzerindeki
faydalı etkileri, Ni stresli patlıcan (Soliman ve ark., 2019) ve tuz stresli pirinç
(Alnusairi ve ark., 2021) gibi çeşitli streslere maruz kalan bitkilerde bildirilen
sonuçlarla uyumludur. NO, bitki su ilişkilerini düzenlemek için stoma açıklığını
kontrol ederek su alımını ve terlemeyi düzenlediği bildirilmiştir (Lubyanova ve ark.,
2022). Ayrıca, diürenin kuraklık stresi altındaki bitkilerde ozmotik dengeyi
koruyarak ve terleme oranını azaltarak su ilişkilerini iyileştirdiği kanıtlanmıştır
(Ahmad ve ark., 2021).

Shikimic asit veya Fenilpropanoid yolları tarafından oluşturulan fenolik
bileşikler, farklı çevresel stresler altında zorunlu antioksidanlar olarak görev yapar
(Vuolo ve ark., 2019). Bu çalışmada, Ni toksisitesi altında NO ve diüre
uygulamasıyla fenolik konsantrasyonunun arttığı bulunmuştur. Bhardwaj ve ark.
(2023) Ni stresi koşullarında NO uygulamasının turp (Raphanus sativus L.)
bitkilerinde fenolik bileşikleri arttırdığını bildirmiştir. Ayrıca, As stresi altında Vicia
faba'da NO uygulaması sonrası fenolik metabolizmasının uyarılmasıyla fenolik
konsantrasyonun arttığı rapor edilmiştir (Mohamed ve ark., 2016). Ni stresinin NO
ve diüre tarafından iyileştirilmesi muhtemelen artan metabolit içeriğinden
kaynaklanmaktadır.

Bu çalışmada, Ni stresi koşullarında oksidatif stres belirteçlerinin (ES, MDA
ve H2O2) düzeylerinin yükseldiği, NO ve diürenin tek başına ve kombinasyon
halinde uygulanmasının bu parametreleri azalttığı bulunmuştur. Rahim ve ark.
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(2022), NO’nun pirinçte ES, MDA ve H2O2 seviyelerini azalttığını raporlamıştır.
Ayrıca Kaya ve ark. (2022a), diürenin Pb stresi altındaki buğdayda bu parametreleri
azalttığını bildirmiştir. Wang ve ark. (2021), NO'nun membran bütünlüğünün
korunmasına yardımcı olduğunu ve lipit peroksidasyonunun bir yan ürünü olan
MDA konsantrasyonunu azalttığını bildirmiştir. Zhao ve ark. (2016), NO'nun Cd
kaynaklı lipid peroksidasyonunu azalttığını, hücre zarının fonksiyonel ve yapısal
bütünlüğünü koruduğunu bildirmiştir. Ek olarak Rizwan ve ark. (2018), NO
uygulamasının pirinçte elektrolit sızıntısını, metilglioksal, MDA ve H2O2

konsantrasyonlarını azalttığını bulmuştur. As stresi koşullarında mercimek
yapraklarında H2O2 ve MDA konsantrasyonlarının arttığı, ancak diüre
uygulanmasının As alımını ve translokasyonunu azaltarak bu oksidatif stres
belirteçlerinin konsantrasyonunu önemli ölçüde azalttığı raporlanmıştır (Talukdar,
2016). Hem NO hem de diürenin, elektrolit sızıntısını, MDA ve H2O2

konsantrasyonlarını azalttığı ve sonuç olarak bitkilerde oksidatif stresi hafiflettiği
Rizwan ve ark. (2018) tarafından da raporlanmıştır. Oksidatif stres, iki doku ve
organellerine zarar veren ROT’ların aşırı birikmesiyle meydana gelir (Fryzova ve
ark., 2017). Bitkilerde ROT'un aşırı birikmesi proteinler, lipitler ve nükleik asitler
gibi çeşitli biyomoleküllerin zarar görmesine neden olur (Kumar ve ark., 2022b).
Bitkilerdeki antioksidan savunma sistemi, ROT oluşumunu ve temizlenmesini
düzenleyerek ROT dengesinin korunmasına yardımcı olur.

Bitkinin antioksidan savunma sistemi, SOD, KAT, POD, GPX, APOD ve GR
gibi enzimatik antioksidanların yanı sıra askorbat ve glutatyon gibi enzimatik
olmayan antioksidanları içerir (Rezayian ve ark., 2019). H2O2 detoksifikasyonunda
önemli enzimler arasında KAT ve APOD bulunmaktadır. SOD ve H2O2 temizleyici
enzimler arasındaki hassas denge, H2O2 birikimini kontrol etmek ve oksidatif hasarı
önlemek için çok önemlidir (Berwal ve ark., 2021). Ni stresi altında KAT
aktivitesindeki azalma, artan ROT üretimi veya APOD ve POD gibi enzimler
arasındaki dengesizliklerden kaynaklanabilir (Soares ve ark., 2016). Kesin
mekanizma bilinmemektedir, ancak enzim dengesindeki değişiklikler KAT
aktivitesindeki azalmaya katkıda bulunabilir. NO’nun, enzim aktivitelerini (POD,
SOD, APOD ve KAT) uyararak pirincin Ni stresine karşı toleransını artırdığı ve
ROT oluşumunu azalttığı bildirilmiştir (Rizwan ve ark., 2018).

Hem metal şelatörü hem de ROT temizleyici olarak görev yapan diüre,
bitkilerdeki antioksidan enzimleri düzenleyerek metal stresini etkili bir şekilde azaltır
(Talukdar, 2016; Waqas ve ark., 2019). Çok sayıda çalışma, diürenin ağır metal stresi
altındaki çeşitli bitki türlerinde antioksidatif enzim aktiviteleri üzerindeki faydalı
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etkilerini göstermiştir (Xalxo ve Keshavkant, 2019; Upadhyay ve ark., 2022). Kaya
ve ark. (2022a), diüre takviyesinin, ROT seviyelerini ve MDA konsantrasyonlarını
azaltarak buğdayda Pb stresini hafiflettiğini bildirilmiştir. Diüre uygulamasının, ROT
temizleme mekanizmalarını güçlendirerek ve antioksidatif enzim aktivitesini
uyararak bor stresi kaynaklı lipid peroksidasyonunu ve oksidatif stresi azalttığı
raporlanmıştır (Kaya ve ark., 2013). Ayrıca SOD, KAT, APOD ve POD aktivitesini
artırarak tuz stresinin neden olduğu oksidatif hasara karşı koruma sağladığı
bildirilmiştir (Sanaullah ve ark., 2016). Araştırma sonuçlarımız, Ni'ye maruz kalan
biber bitkilerine NO, diüre veya her ikisinin birlikte uygulanmasının antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttırdığını gösterdi. Bu bulgular NO’nun biber bitkilerinde Ni
kaynaklı oksidatif hasarı azaltmadaki etkinliğini göstermektedir.

NO3
− tarım topraklarındaki bitkiler için önemli bir azot kaynağıdır ve bitki

hücrelerinde NR enzimi tarafından NO2
−'ye dönüştürülür (Loqué ve ark., 2003;

Gioseffi ve ark., 2012). Ancak Ni stresi, NO3
− alımını ve taşıma mekanizmalarını

bozarak yaprak NO3
− konsantrasyonunu azaltabilir (Rizwan ve ark., 2019; Aqeel ve

ark., 2022). NR aktivitesindeki azalma ise, ROT’ların artmasından veya NO3
−

mevcudiyetinin azalmasından kaynaklanabilir (Rizwan ve ark., 2019). Çalışmamızda
Ni stresi hem NO3

− konsantrasyonunda hem de NR aktivitesinde önemli bir
azalmaya yol açtı. NO3

− bitkilerde protein ve diğer organik bileşiklerin sentezi için
NH4

+ formuna indirgenmelidir (Erdal ve Türk, 2016). NH4
+, 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 üzere ağır metal stresi, GS-GOGAT
döngüsünü olumsuz yönde etkileyebilir ve GDH aktivitesini artırarak bitkilerde daha
yüksek NH4

+ seviyelerine yol açabilir (Sayyadi ve ark., 2022; Kaya ve ark., 2022b).
Sonuç olarak araştırmamızda, NH4

+ ve amino asit birikiminde bir artış, çözünür
protein içeriğinde bir azalma gözlemledik. NO ve diürenin yaprağa uygulanması
biber bitkilerinde NR aktivitesini, NO3

− seviyelerini, N asimilasyonunu ve protein
sentezini düzenledi. Aynı zamanda GS-GOGAT döngüsünü düzenleyerek Ni
toksisitesi altındaki NH4

+ içeriğini azalttı. Bu etkiler, Ni toksisitesinin biber bitkileri
üzerindeki olumsuz etkisini hafifleterek stres toleransını arttırır.

Çalışmamızda, Ni stresi koşullarında yapraklarda ve köklerde Ni birikiminin
arttığı, N, P ve K seviyelerinin azaldığı gözlemlendi. Bu bulgular, Altaf ve ark.
(2022) topraktaki Ni'nin mineral besin dengesini bozarak besin eksikliklerine yol
açtığını vurgulayan sonuçlarıyla uyumludur. Bu çalışma, besin dengesizliklerini
önlemek ve sağlıklı bitki büyümesini teşvik etmek için topraktaki ağır metal
kirliliğini yönetmenin önemini vurgulamaktadır. Besin seviyelerindeki düşüş, stresli
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koşullar altında yaygın olarak gözlemlenen fizyolojik ve metabolik süreçlerdeki
bozukluklara bağlanmaktadır (Hassan ve ark., 2019). Yapraktan NO veya diüre
uygulaması, bitki kökleri ve yapraklarındaki Ni konsantrasyonunu azaltırken N, P ve
K seviyelerini artırmıştır. Bu sonuçlar, Soliman ve ark. (2019) sonuçlarıyla
uyumludur.

Ni stresi koşullarındaki biber bitkilerine NO ve diürenin tek başına veya
birlikte uygulanması hücre organellerindeki Ni konsantrasyonunun azalmasına yol
açtı. Bu durum Ni'nin hücresel olaylar üzerindeki toksik etkilerini önlemek için bir
strateji olabilir (Zhang ve ark. 2019). Bu bulguların ardındaki mekanizmaların daha
iyi anlaşılması için daha fazla deney ve analiz gerekmektedir. Ancak sonuçlarımız,
Ni toksisitesinin önlenmesine yönelik Ni'nin hücre duvarında birikmesi ve Ni
alımının düzenlenmesi gibi bilinen bitki stratejileriyle uyumludur. Yapraklar ve
kökler, birbirinden farklı fizyolojik işlevleri nedeniyle strateji bakımından farklılık
gösterir (Arıkan ve ark. 2023). Yapraklar, Ni iyonlarını hücre duvarına bağlayarak ve
organellerdeki alımı azaltarak sitoplazmadaki Ni iyonlarının konsantrasyonunu
sınırlar ve bu durum Ni toksisitesinin hafifletilmesinde etkili rol oynar (Saito ve ark.
2010). NO ve diüre uygulamalarından sonra köklerin vakuoler çözünebilir
fraksiyonundaki Ni konsantrasyonunun artması, Ni birikimi için farklı bir stratejinin
varlığını göstermektedir. Bitkiler ağır metal stresi ile başa çıkmak amacıyla fazla
metalleri vakuollerde biriktirirler (Sytar ve ark. 2021). NO ve diüre uygulamaları,
Ni'nin bu organeller içinde çözünürlüğünü ve tutulmasını artırabilir, böylece fazla
Ni'yi hassas hücresel olaylardan etkili bir şekilde izole edip depolayabilir (Mustafa
ve ark. 2023).

Ni, üreyi NH4
+ dönüştüren üreazın kofaktörü olarak N metabolizması için çok

önemlidir (Barcelos ve ark., 2018; Joseph ve ark., 2022). Yetersiz Ni, yapraklardaki
üreaz aktivitesini azaltır, toksik üre oluşumuna neden olur, N metabolizmasını bozar,
kloroz ve nekroza yol açar (Ali, 2022). Yüksek Ni konsantrasyonları aynı zamanda
üreaz aktivitesini de tehlikeye atarak bitkilerdeki azot metabolizmasını etkileyebilir.
Araştırma sonuçları diürenin yüksek Ni koşulları altında Ni alımını azaltarak bitki
stresini hafifletebileceğini göstermektedir. Bununla birlikte, yüksek Ni
konsantrasyonuna sahip bölgelerde, özellikle de ürenin tek azot kaynağı olduğu
durumlarda diüre kullanımını optimize etmek önemlidir. Bu uyarı diürenin üreaz
enzimi üzerindeki inhibitör etkisinden kaynaklanmaktadır (Khan ve ark., 2014). Bu
gibi durumlarda, yüksek Ni konsantrasyonları nedeniyle zaten azalmış olan üreaz
enzim aktivitesi, diüre tarafından daha da bastırılabilir ve bitkilerde N kullanımı
etkilenebilir.
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5.2. Krom (Cr) toksisitesi koşullarında tiamin (TA) ve hidrojen sülfit (H2S)
uygulamalarının bitki toleransına etkisi

Cr bitkilerde normal metabolik süreçleri etkileyerek bitki büyümesini
engelleyebilir (Ali ve ark., 2023). Bu çalışmada Cr stresi, daha önceki raporlarla
tutarlı olarak biber bitkisinin biyokütlesini azaltmıştır (Singh ve ark., 2023a).
Eksojen TA uygulamalarının, As (Atif ve Perveen, 2023) ve Cd (Kaya ve Aslan,
2020) stresi altında bitki büyümesini iyileştirdiği raporlanmıştır. Benzer Şekilde
H2S’in Cr (Singh ve ark., 2023a), Cd (Guo ve ark., 2023) ve Pb (Gahghi ve ark.,
2022) stresi koşullarında bitki büyümesini iyileştirdiği bildirilmiştir. Bu çalışmada
önceki çalışmalarda benzer şekilde TA ve H2S’in Cr stresi altında biber bitkilerinin
gövde ve kök büyümesini iyileştirdiği ve sonuç olarak biyomas üretimini arttırdığı
bulunmuştur. Bulgularımızda önceki çalışmalarla tutarlı olarak Cr stresi altında
sürgünlerde Cr konsantrasyonunun arttığı gözlemlendi (Fu ve ark., 2023; Sun ve ark.,
2023a). Buna karşın hem TA hem de H2S, sürgünlerde biriken Cr miktarında önemli
bir azalmaya yol açtı. TA’nın As stresinde (Atif ve Perveen, 2023) ve H2S’in Cr
(Yang ve ark., 2023) stresinde benzer etkileri raporlanmıştır. Ancak mevcut
literatürde TA+H2S uygulamasının Cr’nin detoksifikasyonundaki sinerjistik rolünü
açıklayan bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmada TA ve H2S kombinasyonu
sürgünlerde Cr birikimini azaltmada tek başına uygulanmasından daha etkili
olmuştur. TA ve H2S uygulaması ile biyokütle üretiminin artması, muhtemelen
kökler tarafından besin elementlerinin alımının artması ve Cr'nin kökten üst
kısımlarına transferinin azaltılması gibi faktörlere bağlı olabilir. Aynı zamanda TA
ve H2S’in oksidatif stresin azaltılmasında rol alan osmolitlerin, antioksidan
enzimlerin ve klorofil biyosentezinin üzerindeki arttırıcı etkilerine de bağlı olabilir
(Haghi ve ark., 2022).

Cr stresinin klorofil bozulmalarına yol açarak bitkilerin fotosentetik
verimliliğini doğrudan düşürdüğü bilinmektedir (Malik ve ark., 2021). Aynı
zamanda, ROT üretimi elektron taşıma zincirini bozar ve bu da PS-II verimliliğini
daha da azaltır (Oukarroum ve ark., 2015). Çalışmamızda Cr toksisitesi, domates
(Sun ve ark., 2023b) ve buğday (Albqmi ve ark., 2023) üzerinde yapılan önceki
araştırmalarla tutarlı olarak biber yapraklarında klorofil, karotenoidler ve Fv/Fm'de
azalmaya yol açtı. Cr stresi koşullarında aşırı H2O2 üretiminin yanı sıra Cr’nin δ-
aminolevulinic acid dehydratase aktivitesi üzerindeki etkisi fotosentetik pigment
içeriğinde meydana gelen azalmanın nedeni olabilir (Alamri ve ark., 2020). TA ve
H2S uygulamaları Cr stresli biber fidelerinde bu fotosentetik parametreleri
iyileştirmiştir. H2S’in Cr stresi altında fotosentezle ilgili parametreleri desteklediği
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bildirmiştir (Ahmad ve ark., 2020). Ayrıca TA’nın Cd stresi altındaki çilek
bitkilerinde bu parametreler üzerinde faydalı etkileri raporlanmıştır (Kaya ve Aslan,
2020). Araştırmamızda fotosentetik parametreler üzerine en etkili sonuçlar her iki
kimyasalın kombinasyonunda elde edildi.

Yaprakların bağıl su içeriği bitki su durumunu bildiren önemli bir abiyotik
stres göstergesidir (Pandain ve ark., 2020). Cr stresi, buğday (Askari ve ark., 2021),
mısır (Bashir ve ark., 2021), pirinç (Yang ve ark., 2021) ve domates (Jan ve ark.,
2020), bitkilerinde bildirilen sonuçlarla benzer şekilde, biber fidelerinin yaprak
BSİ'sini azalttı. TA ve H2S'in tek başına veya kombinasyon halinde uygulanması, Cr
stresli biber fidelerinde yaprak BSİ'sini iyileştirmiştir. Bu durum azalan membran
hasarı sonucu su dengesinin iyileşmesinden kaynaklanıyor olabilir. H2S’in, Cr
birikimini ve yer değiştirme oranını azaltarak, kök/sürgün uzunluklarını artırarak ve
antioksidan özellikleri iyileştirerek BSİ’sini arttırabildiği raporlanmıştır (Singh ve
ark., 2023). Bitkiler, metal toksisitesine karşı toleransı artıran prolin, flavonoidler ve
fenolikler gibi çeşitli ikincil metabolitler üretir. Bitki doku ve organlarındaki prolin
birikimi, metal toksisitesine bir tepki olmasına rağmen, bu durum sinyal iletimi ile
ilişkili olabilir ve stres koşullarında meydana gelen membran bozulmasını önler
(Hussain ve ark., 2022). Ayrıca bu bileşikler bitkilerde su dengesinin korunmasında
önemli rol oynar. Sonuçlarımız, Cr stresinin prolin ve fenolik seviyelerinde artışa yol
açtığını göstermektedir. Bu durum, Cr stresli Pisum sativum (Umar ve ark., 2023) ve
Triticum aestivum (Ashraf ve ark., 2022) üzerinde yapılan önceki çalışmalarla
tutarlıdır. TA ve H2S’in kombinasyon halinde uygulanması, Cr stresli biber
fidelerinde yaprak BSİ, prolin ve fenolik bileşik seviyelerini iyileştirerek bitkinin
stres toleransını arttırdı. H2S’in bu parametreler üzerindeki etkisi, Ni stresli kabak
(Valivand ve Amooaghaie, 2021) bitkilerinde bildirilen sonuçlarla uyumludur.
Ayrıca, TA’nın bu parametreleri düzenleyerek ve oksidatif stresi azaltarak su
ilişkilerini iyileştirdiği kanıtlanmıştır (Jabeen ve ark., 2022). Sonuç olarak Cr
stresinin TA ve H2S tarafından iyileştirilmesi muhtemelen artan metabolit
içeriğinden kaynaklanmaktadır.

Önceki çalışmalar, Cr toksisitesinin reaktif oksijen türlerinin oluşumunu
tetiklediğini ve bitkide büyük ölçüde biriktiğini rapor etmişlerdir (Wakeel ve ark.,
2020; Basit ve ark., 2022a; Sun ve ark., 2023a). Çalışmamızda, Cr stresi biber
bitkilerinde oksidatif stresin önemli göstergeleri olan ES, MDA ve H2O2’nin
yükselmesine neden oldu. Buna karşın TA ve H2S’in tek başına veya kombinasyon
halinde uygulanmasının bu parametreleri önemli düzeyde azalttığı yani oksidatif
stresi hafiflettiği bulundu. Bashir ve ark. (2023), TA’nın buğdayda ES, MDA ve
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H2O2 seviyelerini azalttığını raporlamıştır. Singh ve ark. (2022), H2S’in Cr stresi
altındaki buğday ve pirinçte bu parametreler üzerindeki benzer etkilerini bildirmiştir.
Bitkiler, hücrelerde aşırı ROT oluşumunu önleyen yerleşik bir antioksidan savunma
mekanizmasına sahiptir (Ali ve ark., 2019). Bu antioksidan enzimler ROT'un
temizlenmesinde ve nötralize edilmesinde önemli rol oynar (Hasanuzzaman ve ark.,
2020). Çalışmamızda, Cr’ye maruz kalan biber bitkilerine TA ve H2S
uygulanmasının antioksidatif enzimlerin aktivitesini arttırdığını gözlemledik. Daha
önceki raporlar TA’nın antioksidan enzimlerin geliştirilmesi yoluyla bitkilerde
oksidatif stresi hafiflettiğini bildirmiştir (Bahuguna ve ark., 2012; Kaya ve ark.,
2015; Naheed ve ark., 2022). Bu durum Cr stresi altında TA uygulaması ile bitki
büyümesinde meydana gelen artışın, antioksan enzimlerin artmasıyla oksidatif stresin
azalmasının sonucunda fotosentezde meydana gelen artıştan kaynaklandığını
göstermektedir. Çok sayıda çalışma, H2S’in antioksidan enzim aktivitelerini teşvik
ederek ağır metal kaynaklı oksidatif hasarı azalttığını, böylece MDA ve H2O2

konsantrasyonlarını düşürdüğünü ileri sürmüştür (Javad ve ark., 2022; Kaur ve ark.,
2022b; Li ve ark., 2021). Bu bulgular, mevcut deneyimizde kaydedilen sonuçlar ile
uyumludur. Araştırmamızda, TA ve H2S kombinasyonun antioksidan savunma
sistemini güçlendirmede tek başına olduklarından daha etkili oldukları gözlemlendi.
Kaya ve Aslan (2020), TA ve H2S’in birlikte uygulanmasının çilek bitkisinde Cd
kaynaklı oksidatif stresin hafifletilmesinde tek başına uygulanmalarından daha etkili
olduğu bildirmiştir. Bu sonuçlar iki bileşiğin oksidatif stresi azaltmada sinerjistik etki
gösterdiklerinin kanıtıdır.

Bitkiler tarafından alınan NO3
− ‘ün organik bileşiklere katılmadan önce

NH4
+'e indirgenmesi gerekir (Gajewska ve Sklodowska, 2009). NR, bu indirgeme

sürecindeki ilk enzimdir. Bu çalışmada, biber fidelerinin sürgünlerinde Cr toksisitesi
altında NR aktivitelerinde ve NO3

− seviyelerinde belirgin bir azalma kaydedildi. NR
aktivitelerindeki bu azalma, kökler tarafından NO3

− alımının azalmasından ve
ksilemde düşük NO3

− taşınmasından kaynaklanıyor olabilir (Gangwar ve Singh,
2011). NR ve NiR aktiviteleri sonucu veya doğrudan alınım yoluyla biriken NH4

+,
GS-GOGAT ve GDH ile amino asitlere ve proteinlere asimile edilir (Chen ve ark.,
2023; Liu ve ark., 2023). NH4

+, hücre için oldukça toksiktir ve bu nedenle hızla
asimile edilmelidir. Çalışmamızda Cr toksisitesi koşullarında biber fidelerinde NH4

+

içeriğinin arttığı gözlemlendi. NH4
+ konsantrasyonunda meydana gelen bu artış NH4

+

asimilasyonunda rol oynayan enzimlerin aktivitelerinde meydana gelen azalmadan
kaynaklanıyor olabilir. Daha önceki raporlar Cr toksisitesi koşullarında NH4

+

konsantrasyonunda önemli bir artış, GDH ve GOGAT aktivitelerinde ise belirgin bir
azalmanın meydana geldiğini bildirmiştir (Shahid ve ark., 2018; Khan ve ark.,
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2023c). Çalışmamızda daha önceki raporlarla benzer şekilde Cr stresi altında GS-
GOGAT ve GDH aktivitelerinde düzensizlik gözlemlendi. Bu durum stresli fidelerin
GS-GOGAT sisteminin NH4

+'ü, N içeren organik bileşiklere etkili bir şekilde asimile
etmediğini göstermektedir. GS ve GOGAT aktivitelerindeki azalmanın bu enzim
proteinlerinin tahribatına neden olan ROT üreminden kaynaklandığı düşünülmektedir
(Gangwar ve ark., 2011). Sonuç olarak araştırmamızda, çözünür protein içeriğinde
azalma ve serbest amino asitlerde artış gözlemledik. Bu durum, N asimilasyonunun
ve çözünür proteinlerin biyosentezinin azaldığını göstermektedir. TA ve H2S’in
yaprağa uygulanması biber bitkilerinde NR aktivitesi ve GS-GOGAT döngüsünü
düzenleyerek N asimilasyonunu iyileştirdi ve protein sentezini arttırdı. N
asimilasyonu sürecinin düzenlenmesi ve protein sentezinin geliştirilmesi stresin
hafifletilmesine katkıda bulunduğu düşünülmektedir.

Cr, birçok temel elementle yakın yapısal benzerliğe sahip olduğundan,
bitkilerde mineral besin durumunu etkileyebilir (Ali ve ark., 2018). Bu yapısal
benzerlik nedeniyle besinlerin alımını, translokasyonunu ve birikmesini engeller
(Zaheer ve ark., 2020). Çalışmamızda, Cr stresinin bitki büyümesini olumsuz
etkilediği, yaprakların Cr içeriğini arttırdığı, yapraklarda ve köklerde N, P ve K
seviyelerini azalttığı gözlemlendi. Bu bulgular, Ma ve ark. (2022)’nın gelişme
ortamında artan Cr’nin mineral besin dengesini bozarak besin eksikliklerine yol
açtığını vurgulayan sonuçlarıyla uyumludur. Besin seviyelerindeki düşüş, stresli
koşullar altında yaygın olarak gözlemlenen fizyolojik ve metabolik süreçlerdeki
bozukluklara bağlanmaktadır (Hassan ve ark., 2019). TA veya H2S uygulaması,
yapraklarındaki Cr konsantrasyonunu azaltırken, yaprak ve köklerde N, P ve K
seviyelerini artırmıştır. Sonuçta TA ve H2S kombinasyonu Cr stresi koşullarında
mineral beslenme, fotosentez, antioksidan enzimlerin iyileştirilmesi ve azot
metabolizmasının düzenlenmesi yoluyla biber bitkilerinde büyümenin artmasını
sağlamıştır. Tüm bu sonuçlar açısından bu iki bileşin kombinasyonu tek başına
uygulamalarından daha etkili bulunmuştur.
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6. SONUÇLAR

Bitki büyüme düzenleyicilerinin tek başına uygulamalarının hem normal hem
de stresli koşullar altında bitki büyümesini desteklediği bilinmektedir. Bu çalışma,
biber fidelerinde nikel ve krom toksisitesinin azaltılmasında farklı bitki büyüme
düzenleyicilerinin sinerjistik etkilerini ortaya koymaktadır.

Nikel ve Krom stresinin bitkilerde kök büyümesinin, besin ve su alımının
azalmasına, fotosentetik mekanizmanın bozulmasına, azot metabolizmasının
bozulmasına ve oksidatif strese yol açarak bitki büyümesini engellediğini
gözlemledik. NO ve Diürenin bireysel uygulamalarına kıyasla kombinasyonlarının
stresin etkilerinin azaltılmasında daha etkili oldu. Sonuçlar bu iki bileşiğin Ni stresi
koşullarında, antioksidan savunma sisteminin, azot metabolizmasının ve hücre içi
nikel dağılımının düzenlenmesi yoluyla stresi hafiflettiğini göstermektedir. TA ve
H2S’in bireysel uygulamalarına kıyasla kombinasyonlarının Cr stresinin etkilerinin
azaltılmasında önemli rol oynadığını gözlemledik. Bu iki kimyasalın birlikte
uygulanması muhtemelen Cr’un transklasyonunu azaltarak, besin alımını,
antioksidan savunma sistemini ve azot metabolizmasını düzenleyerek Cr stresinin
etkilerini azalttı.
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7. ÖNERİLER

Çalışma bitki stres fizyolojisi ve biyokimyası alanında gelecekteki
araştırmalar için yeni öneriler sunmaktadır. Gelecekteki çalışmalarda bu bileşiklerin
farklı bitki türlerinde ve çeşitli ağır metal stresleri altındaki kombine etkileri
araştırılmalıdır. Ek olarak, bu bileşiklerin ağır metallere karşı bitki toleransını
arttırmadaki sinerjik etkilerinin altında yatan mekanizmaların anlaşılması için gen
ifadelerindeki değişimler ve diğer hormonların endojen birikimleri incelenmelidir.

Bu bileşiklerin iyileştirici etkileri ağır metallerce kirlenmiş topraklarda test
edilmelidir. Ayrıca, bu çalışmada elde edilen sonuçlar dikkate alınarak, ağır metalle
kirlenmiş alanlarda yapılacak saha çalışmaları ile bitkisel üretim boyutunda ele
alındığı uygun maliyetli, ekonomik bir çözümün olup olamayacağı ortaya
konulmalıdır.
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