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TOROS KARDELENINDE (GALANTHUS ELWESII HOOK.) SALISILIK ASIT VE
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(Yiksek Lisans Tezi)
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OZET

Kardelen igerdigi degerli sekonder metabolitler nedeniyle tibbi amagli kullanilan 6nemli bir cinstir.
Bu aragtirma, farkli dozlarda ¢inko ve salisilik asit yaprak uygulamalarinin Galanthus elwesii
Hook.’un antioksidan enzim aktivitesi, prolin, klorofil ve karotenoid icerik iizerine etkisini
arastirmak amaciyla yiritiilmistiir. Deneme tesadiif parselleri faktoriyel deneme desenine gore bes
tekerriirlii olarak 2021-2022 yetistirme doneminde saks1 denemesi olarak kurulmustur. Cinko dozlar
(0, 40, 80 ve 120 mM) ve salisilik asit dozlar1 (0, 0.5, 1 ve 2 mM) ¢igeklenme dénemi baslangicinda
yapraktan spreyleme ile tiim bitkilere uygulanmistir. Hasat edilen taze yaprak 6rneklerinde askorbat
peroksidaz enzim aktivitesi (APX), katalaz (CAT) enzim aktivitesi, prolin, klorofil ve karotenoid
igerikleri belirlenmistir. Galanthus elwesii Hook tiiriinde ¢inkonun biitiin dozlarinda askorbat
peroksidaz enzim aktivitesinde artis gozlenmistir. Katalaz enzim aktivitesinde ise 80 mM ¢inko
dozuna kadar 6nemli artig gozlenirken en yiiksek dozlarda (120 mM g¢inko-2 mM salisik asit)
uygulanan ¢inko ve salisilik asitin katalaz enzim aktivetesini kontrol grubuna gore %19 oraninda
diistirdtigii ve toksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Prolin miktari, kontrol grubuna gore 0 (kontrol)
¢inko-0.5 mM salisik asit uygulanan parsellerde 12.4 kat artmistir. 40 mM ¢inko-2 mM salisilik asit
dozlarinin lipid peroksidasyonu 1.75 kat arttirdigi tespit edilmistir. Kardelende toplam klorofil,
klorofil a ve klorofil b miktarinda kontrol ortamina gore 6nemli artislar saglamistir. Toplam klorofil
miktar1, 120 mM ¢inko-2 mM salisik asit uygulanan parselde 2.27 kat, klorofil a miktari, 40 mM
¢inko-1 mM salisik asit uygulanan parselde 2.41 kat, klorofil b miktari, 0 mM ¢inko-0.5 mM salisik
asit uygulanan parselde 1.54 kat arttig1 tespit edilmistir Karotenoid miktari, kontrol grubuna gére 0
mM ¢inko-0.5 mM salisik asit uygulanan parselde 3.95 kat arttig1 tespit edilmistir. Sonug olarak,
Galanthus elwesii tiirtinde ¢inko ve salisilik asit uygulamalarinin antioksidan enzim aktivitesi, prolin,
klorofil ve karotenoid igerik iizerine olumlu etki gdstermistir. Ozellikle 0.5 Mm'de salisik asit
uygulamalarinin kardelende prolin, klorofil b ve karotenoid miktarlarin1 6nemli 6l¢iide arttirdigi
tespit edilmistir. 120 mM ¢inko uygulamalarinin bitkide toksik etki yarattigi ancak yapraktan
uygulanan salisilik asit uygulamalarinin iyilestirici etki yaptig1 ortaya konulmustur.

Sayfa Adedi :48
Anahtar Kelimeler : Antioksidan enzim, Kardelen, Klorofil
Danisman : Dr. Ogretim Uyesi Ebru BATI AY



EFFECTS OF SALICYLIC ACID AND ZINC APPLICATIONS ON ANTIOXIDANT
ENZYME ACTIVITY, PROLINE, CAROTENOID, CHLOROPHYL CONTENT IN
GALANTHUS ELWESII HOOK.
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Yasemin KIRGEC

AMASYA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
January 2023

ABSTRACT

Snowdrop is an important genus used for medicinal purposes due to the valuable secondary
metabolites it contains. This research was carried out to investigate the effects of foliar applications
of different doses of zinc and salicylic acid on the antioxidant enzyme activity, proline, chlorophyll
and carotenoid content of Galanthus elwesii Hook. The experiment was established as a pot
experiment in the 2021-2022 growing period with five replications according to the randomized plots
factorial experimental design. Zinc doses (0, 40, 80 and 120 mM) and salicylic acid doses (0, 0.5, 1
and 2 mM) were applied to all plants by foliar spraying at the beginning of the flowering period.
Ascorbate peroxidase enzyme activity (APX), catalase (CAT) enzyme activity, proline, chlorophyll
and carotenoid contents were determined in the harvested fresh leaf samples. An increase in the
ascorbate peroxidase enzyme activity was observed at all doses of zinc in Galanthus elwesii Hook
strain. While a significant increase was observed in catalase enzyme activity up to 80 mM zinc dose,
zinc and salicylic acid applied at the highest doses (120 mM zinc-2 mM salicylic acid) decreased the
catalase enzyme activity by 19% compared to the control group and had a toxic effect. The amount
of proline increased 12.4 times in plots treated with 0 (control) zinc-0.5 mM salicylic acid compared
to the control group. It was determined that doses of 40 mM zinc-2 mM salicylic acid increased lipid
peroxidation 1.75 times. Total chlorophyll, chlorophyll a and chlorophyll b amounts in snowdrops
increased significantly compared to the control environment. It was detected that 120 mM zinc-2
mM salicylic acid applied in the plot increased the total amount of ‘chlorophyll’ 2.27 times, 40 mM
zinc-1 mM salicylic acid applied in the plot increased the amount of ‘chlorophyll a’ 2.41 times, 0
mM zinc-0.5 mM salicylic acid applied in the plot increased the amount of ‘chlorophyll b’ 1.54
times. It was determined that the amounts of carotenoids increased 3.95 times in the plot where 0
mM zinc-0.5 mM salicylic acid was applied compared to the control group. As a result, in Galanthus
elwesii, zinc and salicylic acid applications showed positive effects on antioxidant enzyme activity,
proline, chlorophyll and carotenoid content. It was determined that salicylic acid applications,
especially at 0.5 Mm, significantly increased the amounts of proline, chlorophyll b and carotenoid in
snowdrop. It has been shown that 120 mM zinc applications have a toxic effect on the plant, but
foliar salicylic acid applications have a healing effect.

Number of pages : 48
Keywords . Antioxidant enzyme, Snowdrop, Chlorophyll
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Bu ¢alismada kullanilmis bazi1 simgeler ve kisaltmalar, yanda agiklamalar1 verilmek iizere

asagida listelenmistir.
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1. GIRIS

Tiirkiye sahip oldugu bitki tiirlerinin zenginligi agisindan, diinyada 6nemli bir yere sahiptir.
Tiirkiye bitki ¢esitliligi; Anadolu’nun Asya ve Avrupa kitalari arasinda gecis bolgesi olmasi,
ti¢ farkl fitocografik bolgenin kesisim noktasinda bulunmasi, farkli iklim tiplerinin etkisi
altinda olusu ve engebeli topografik yapisindan kaynaklanmaktadir (Malyer, 2011; Yesilyurt
ve digerleri, 2008; Biilbiil ve Aytag, 2010). Tirkiye’de yaklasik 9000 bitki tiirii ve 12000
olan takson (tiir, alttlir ve varyete) bulunmaktadir. Bu saymin énemli bir kismini Geofit
olarak adlandirilan bitkiler olusturmaktadir (Giiner, 2006). “Geofit” terimi ilk defa
Danimarkali botanik¢i Christian Raunkier tarafindan kullanilmistir (Ekim ve Koyuncu,
1992). Kelime anlami olarak Geofit (Geophyta), yer anlamina gelen “geo” ile bitki anlamina
gelen “phyta” sdzciiklerinin birlesmesi ile meydana gelmistir (Akan ve digerleri, 2005; Avct,
2005; Gtliner 2006).

Soganli yumrulu bitkiler olarak da isimlendirilen geofitlerin gdvde yapisi toprak alt1 organ
seklindedir. Bazilar1 yapraklar1 ayrilabilen sogan, bazisi sert patates veya korm, bazisi ise
uzamis kok yapisina benzeyen rizom seklindedir. Toprak altinda bulunan tiim bu organlar
aslinda degisime ugrayarak kok gibi gelismis govdelerdir. Cok yillik otsu bitki
siiflandirmasinda yer alan bu bitkilerin, diinyanin bir¢ok iklim bdlgesinde yasayan
ornekleri olmasi nedeni ile ¢ok farkli kiiltiirleri bulunmaktadir. Geofitler, Avustralya disinda
ozellikle Balkanlar, Anadolu ve Kafkasya lizerinde yogun olarak goriilmekte olup, cogunun
kokeni Akdeniz havzasidir. Tiirkiye’de ise yaklagik 40 cins, 700 kadar tiirii bulunmaktadir
ve bunlarin 162 tiiri endemiktir (Ekim ve Koyuncu, 1992; Arslan ve digerleri, 1996; Giiner
ve digerleri, 2002; Kilicaslan ve Dénmez, 2016). Bu zenginlik tarih boyunca c¢ok dikkat
cekmis ve Anadolu’dan Avrupa’ya bir¢ok geofit gotiiriilerek kiiltiire alinmis ve
cogaltilmistir (Baytop, 1998; Koyuncu ve digerleri, 1999; EKim ve digerleri, 1991; Pavord,
1999; Mathew ve Ozhatay, 2001; Grismshaw, 2002; Feran, 2006). Tiirkiye dogal bitki
ortiisiiniin bu kadar zengin geofit taksonuna sahip olmasina karsin, siis bitkileri agisindan
yapilan bilimsel calismalar oldukca sinirhidir. Uretim sektdriiniin bilimsel ¢aligmalar ile
yeterince baglantili olmamasi, bu kaynaklarin tarih boyunca farkl iilkelere kontrolsiizce
tasinmasina yol agmistir. Oysa diinyanin bir¢ok iilkesinde ¢igek sogani iiretimi ve satisi
gittikge artmaktadir. Ozellikle Hollanda, iklim ve toprak sartlarinin oldukga zor sartlara
sahip olmasina karsin, soganli bitki ve sogan iiretiminde uzun yillardir pazar pay1 en biiyiik

iilkedir. Salman ve Wallace (2020)’1n c¢aligmalarinda belirttiklerine gore, diinyada ¢icek



sogant iiretimi yaklasik 43.000 hektarlik alanda yapilmaktadir. Bu alanlar en fazla; Hollanda
(%53.5), Birlesik Krallik (% 10.9), ABD (% 8.4) ve Cin'de (% 4.7) yer alir. En 6nemli ticari

amach cicek sogani lireten iilkeler ise Hollanda, Sili, Brezilya, Yeni Zelanda'dir.

Geofitler gerek gosterisli ¢igekleri gerekse igerdikleri kimyasal bilesikler nedeniyle
yiizyillardan beri dogal florada yetistikleri yerlerden sokiilerek i¢ ve dis piyasada satisa
sunulmaktadirlar. Ozellikle ihrag iiriinii olarak yillar icinde artan talebi karsilamak icin
yapilan yogun sokiimler, bu degerli bitki tiirlerinin dogadaki stoklarinin azaltmasina ve
bircogunda neslin tiikenmesi tehlikesinin ortaya ¢ikmasina yol agmustir. Ulkemizde
geofitlerin sogan ve yumrulart dogadan toplanarak siis bitkisi olarak ihra¢ edilmekte ve asiri

toplanma nedeniyle yok olma tehlikesi altinda olan tiirler bulunmaktadir (EKim ve digerleri,
2000).

Amaryllidaceae, diinyada 85 cins ve yaklagik 1100 tiirle temsil edilen, ekonomik agidan
onemli ve tibbi degere sahip bitkileri iceren bir familyadir (Unver, 1999). S6z konusu
familya tiyeleri, Akdeniz, Giiney Amerika ve Giliney Afrika’yr kapsayan tropikal,
subtropikal ve 1liman bolgelerde yayilis gostermektedir (Nair ve digerleri, 2013). Familyaya
ait pek cok bitki renkli ¢igekleri ve kokularindan 6tiirii siis bitkisi olarak kiiltiire alinmakta;
aynt zamanda farkli ve cesitli farmakolojik aktivitelerinden dolay1 ilag olarak
kullanilmaktadir (Ekim ve digerleri, 1991; Baytop, 1997). Giizel ve renkli gigeklerinden
dolay siis bitkisi olarak yaygin sekilde kullanilan Galanthus tiirlerinin soganlari ilkemizden
thra¢ edilmektedir. Ancak yogun ihracatla birlikte, bitkilerin dogadaki varligini
siirdiirebilmeleri amactyla Tarim ve Koy Isleri Bakanligi'nca yayinlanan ve her yil
diizenlenen “Dogal Cigek Soganlarmin fhracat Listesi Hakkinda Teblig” ile bunlarin ihracati
ve korunmalarma iligkin smirlamalar resmi gazetede bildirilmektedir. 2017 yilinda
yayinlanan teblige gore Isparta ili ile Konya Ili Beysehir Ilgesi ve Antalya Ili Giindogmus
llgesinde Galanthus elwesii (Toros Kardeleni), Giresun ili smirlar1 icerisinde yetisen
Galanthus woronowii (Karadeniz Kardeleni) disindaki G. elwesii ve G. woronowii tiirlerinin

soganlarinin ihracatina kota konularak izin verilmistir (Teblig No: 2016/52).

Kardelen, Amaryllidaceae familyasinin en 6nemli cinslerinden birisidir (Baktir, 1996).
Amaryllidaceae familyasi {iyesi olan Galanthus L. tiirleri ¢ok yillik, soganli, otsu bitkiler
olup, iilkemizde halk arasinda genel olarak “Kardelen” adiyla bilinen, “Kargicegi”, “Aktas”,

“Akbardak”, “Akc¢ebardak”, “Bardakeil cicegi”, “Boynu biikiik”, “Garipce”, “Cimbirt”,



“Oksiiz Ahmet”, “Sogancik”, “Domuzsogan1”, “Karga sogan1”, “Tamtakirdak™ gibi yoresel
isimlerle de tanimlanan 6nemli geofitlerdir. Cok yillik ve soganli bir bitki olan kardelen,
dogal ortaminda biiylik oranda tohumla, az miktarda da yavru soganla ¢ogalmakta ve 4-5 yil
icerisinde (soganla 2-3 yil i¢inde) ¢iceklenmektedir (Atay, 1996; Tipirdamaz, 2003). Deniz
seviyesinden 2000 metreye kadar yiiksekliklerde rahatlikla yetisebilen Galanthus cinsinin
kiiresel yayilig alanlar1 Yunanistan, Bulgaristan, Ege Adalari, Anadolu, Balkanlar, Kirim,
Kafkasya, Iran ve Liibnan’dir. Anadolu’daki genel yayilis alanlari ise; Kuzeybati,
Kuzeydogu, Bati, Giineybat1, Giiney ve I¢ Anadolu’dur (Aksu ve digerleri, 2002; Ozhatay
ve digerleri, 2005b; Smith, 2008; Kikodze, 2008). Kiiresel olarak 19 tiire sahip olan
kardelenler 3 alt tiir ve varyete toplaminda 23 taksonla temsil edilirken, Anadolu dogasinda
13 tiir ve 16 taksonla temsil edilmekte olup, 7 tiir yalnizca iilkemiz dogasi ile sinirlidir, yani
Tiirkiye endemigi tiirlerdir. Bu bitkiler 6zellikle serin, nemli ve humusga zengin topraklarda
yetisirler ve Ocak ve Mart aylar1 arasindaki donemde ¢iceklenirler (Atay, 1996; Davis, 2000;
Ozhatay ve digerleri, 2005a) ve bu yiizden baharin yaklasmakta oldugunun miijdesini
verdikleri kabul edilir (Arslan ve digerleri, 2002). Kardelen, kis aylarinda ve erken
ilkbaharda verdikleri beyaz, zarif ve gosterisli ¢icekleri nedeniyle Avrupa ve diger bir¢ok
iilkede begenilen ve tercih edilen bir siis bitkisi olup, genis ol¢iide botanik bahgelerinde, park
ve tas bahgelerinde peyzaj uygulamalarinda ve 0Ozel bahgelerde siis bitkisi olarak
kullanimlarinin yani sira igerdigi degerli sekonder metabolitler nedeniyle tibbi amacglh

kullanilan tiirlerdir (Ekim ve Koyuncu, 1991; Sargin ve digerleri, 2013).

Bitkilerde birincil metabolitler olarak adlandirilan ve proteinler, niikleik asitler,
polisakkaritler gibi bitkinin yasamsal faaliyetleri i¢cin gerekli olan temel makro molekiillerin
disinda; organizmanin yasamsal faaliyetleri i¢in dogrudan gerekli olmayan ancak bitkinin
biiylime, savunma, korunma gibi metabolik faaliyetlerini kontrol etme gorevleri iistlenen ve
organizma tarafindan tiretilen sekonder metabolitler de birlikte bulunmaktadir. Cogu zehirli
(zehirli) olan bu sekonder metabolitler; toplam kiitlenin %0.0001 ini (1ppm) olustururlar ve
elde edilmeleri oldukca zor bir siirectir. Sekonder metabolitler, olusan bakteri ve mantarlarin
biiylimesini inhibe etmek, ¢evrelerindeki diger bitkilerle ile rekabet etmek amaci ile de
tretmektedir (Karag6z ve digerleri, 2009). Bu kimyasallar bitkinin fizyolojik olarak hayatta
kalmasinda 6nemi olmasa da bulundugu ortamda strese girmemesini, neslini daha rahat
devam ettirmesi, fizyolojik hayatin1 daha saglikli gecirmesini ve bulundugu ortama
adaptasyonunu daha kolay olusturmasini saglamaktadir (Tiwari 2015). Bitkinin ¢igek, dal,

govde, meyve, tohum gibi hemen hemen her kisminda bulunabilmekte olup sekonder



Mmetabolit yapili bazi kimyasallarin mevsimsel olmasi, bitkinin bulundugu bdlgenin anlik
iklimine, ¢icek agma durumuna, tozlagma saatlerine, bitkinin biiylime fazina hatta bitkinin
toplanmasi, kurutulmasi ve saklanmasi metotlarinin farkliliklarina bagl olarak yogunluklari
degismektedir (Yener 2017, Ozden 2018, Gérmez 2019). Sekonder metabolitler antioksidan,
antimikrobiyal, antitlimor, antienflamatuvar, sitotoksik gibi biyolojik etkinliklerden sorumlu

molekillerdir (Murthy ve digerleri, 2014).

Antioksidanlar bitkilerin savunma mekanizmasinda énemli role sahiptirler. Temel islevleri,
metabolik olaylar sonucu meydana gelen reaktif oksijen bilesiklerini ortamdan
uzaklastirarak bitkiyi bu radikallerin zararli etkisinden korumaktir (Scandalios, 2005).
Kardelen tiirlerinin igerdikleri etken maddeler serbest radikalleri bloke ederek viicuda
vermis oldugu hasarlar1 en aza indirir ve pek cok hastaligin yani sira erken yaslanmaya yol
acan zincir reaksiyonlarmi Onleyici antioksidan etkiye sahiptirler (Ay ve ark., 2018).
Antioksidan savunmada sisteminde birincil olarak enzimatik antioksidanlar etkilidirler
(Delaber ve digerleri, 1987). Serbest oksijen radikallerinin neden olduklari muhtemel
zararlara ¢ok sayida hiicre koruyucu enzimler yardimiyla kars1 koyulur ve meydana gelen
radikal hasar antioksidan maddeler ile sinirlandirilmaya ¢alisilir. Bunlar arasinda en énemli
olan antioksidanlar olarak katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POX)
gelmektedir. Katalazlar, H20.’in su ve molekiiler oksijene par¢alanmasini katalizleyen
enzimlerdir ve dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar (Kurakov, 2001). Peroksidazlar
(POD) da hem/demir grubu iceren enzimler olup hidrojen peroksit varliginda fenol ve
aromatik gibi ¢esitli bilesiklerin oksidasyonunu katalizlerler (Davies, 1995). Siiperoksit
dismutaz (SOD) ise bitkilerde yaygin olarak bulunmakla birlikte esas fonksiyonu siiperoksit
radikalini (O2.-) hidrojen peroksite (H202) doniistiirmektir; reaksiyon tiriinii olan H2O; ise
yukarida belirtildigi gibi katalaz enzimi ile ortamdan uzaklastirilir (Scandalios, 2005).
Antioksidan enzim seviyelerinin belirlenmesinin yani sira malondialdehit (MDA) seviyesi
de stres sartlarina bagli olarak ROS tarafindan kaynaklanan hiicresel hasarin belirlenmesinde
iyi bir belirteg gorevi gérmektedir. Bu yiizden hiicre zar1 stabilitesi MDA igerigi test edilerek
yapilabilmektedir.

Bitkiler yayilis alanlarini, gelisimlerini kisitlayict ¢esitli olumsuz kosullara maruz
kalmaktadirlar. Bu olumsuz kosullar bitkilerin biiylime, gelisme ve metabolizmasini
baskilamaktadir. Bitkilerin maruz kaldig1 cevresel stres etmenleri abiyotik (cansiz) ve

biyotik (canli) kaynakli olusmaktadir. Biyotik etmenler, biyolojik kaynakli bitki hiicre



duvarlarindan olusan polisakkaritler (dextran, glucan, kitin, pektin ve seliiloz) ve mikro
organizmalar (maya ektrakti, mantarlar ve bakteriler) olusturur. Abiyotik etmenler; biyolojik
kokenli olmayan fiziksel, kimyasal ve hormonal faktorlerdir. Fiziksel faktorler; 1sik,
ultraviyole 151k (UV, UV A, UV B ve UV C), osmotik (sorbitol, prolin ve polietilen glikol)
stres, tuzluluk, kuraklik ve termal strestir. Kimyasal faktorler; agir metaller (aliiminyum,
bakir, civa, ¢inko, demir, giimiis, kadmiyum, kobalt, krom, kursun, mangan, nikel), mineral
tuzlar (fosfor, iyot, kloriir, kiikiirt, magnezyum, potasyum, sodyum, vonadil siilfat),
arosidonik asit, linoleik asit, salisilik asit, sukroz, mannan ve zehirli gazlar (etilen, nitrit
oksit, ozon) olusturur. Hormonal faktorler; jasmonatlar (jasmonik asit ve metil jasmonat),
salisilik asit ve giberellik asitlerdir (Tumova ve digerleri, 2002; Commun ve digerleri, 2003;
Oksman Caldentey ve digerleri, 2004; Wu ve digerleri, 2007; Romero ve digerleri, 2009;
Murthy ve digerleri, 2014; Li ve digerleri, 2016; Gehlot ve digerleri, 2017).

Bitki hormonlar1 grubu altinda bulunan salisilik asit, bitkilerde ¢ok kiiciik miktarlarda
bulunan bir endojen biiylime diizenleyicisidir. Salisilik asit (SA) kelimesi, sogiit agaci
anlamina gelen Latince "Salix" kelimesinden tiiretilmistir (Mammadov, 2014). Biyotik ve
abiyotik stres toleransinda 6nemli rol oynayan kimyasal bir haberci olarak kabul edilir. SA,
cesitli  fizyolojik  siireglerin  diizenlenmesinde rol  oynar  (Baghizadeh ve
Hajmohammadrezaei, 2011). Ayrica tohumlarin ¢imlenmesinde, meyve veriminde,
glikolizde, termojenik bitkilerde ¢iceklenmede, iyon yakalama ve tasinmasinda rol oynar.
Abiyotik stres kosullar1 altinda, SA'nin biiylime lizerindeki iyilestirici etkisi, su igerigi, besin
asimilasyonu, klorofil pigment biyosentezi, biiyiime, stoma diizenlemesi, etilen
biyosentezinin inhibisyonu, hormonal profilin diizenlenmesi ve protein kinaz sentezi gibi
bitkinin fizyolojik parametreleri {izerindeki roliiyle baglantilidir (Khodary, 2004).
Konsantrasyonlarina bagli olarak, bu elementler faydali veya toksik rol oynayabilir.
Toksisite, bliylime inhibisyonu, beslenme dengesizligi ve ayrica fonksiyonel gruplar1 bloke
ederek veya hayati iyonlarin degis tokusu ile biyomolekiillerin inaktivasyonu ile kendini
gosterir. Daha Onceki calismalar, bakir stresi altinda yetistirilen S. officinalis'te SA'nin
biiyiime ve belirli minerallerin (Ca, K ve P) birikimi {izerindeki olumlu etkisini géstermistir
Es-sbihi ve digerleri, 2020). Ek olarak, bazi ¢aligmalar eksojen SA'nin bitkilerde bakir,
kadmiyum, krom ve kursun gibi agir metaller altinda yetistirilen bitkilerin metabolik ve
fizyolojik yollarinin diizenlenmesine katkida bulundugunu gostermistir (El-Tayeb ve
digerleri, 2006; Tamas ve digerleri, 2015)



Metalik elementlerin dogas1 ve topraktaki konsantrasyonlar1 bitki biiylimesi iizerinde giiclii
bir etkiye sahiptir. Cinko hem eksikligi hem de fazlalig1 insanlara, hayvanlara ve bitkilere
zararli olan metalik bir elementtir (Y1ldiz, 2004). Diinyanin baz1 bolgelerinde ¢inkonun insan
diyetindeki eksikligi dnemli bir saglik sorunu olmasina ragmen, diger bolgelerde fazlaligi
cevreye zararlidir. Agir metallerin neden oldugu cevre kirliligi, endiistriyel gelisme ve
kentlesmenin bir sonucudur. Topraktaki fazla ¢inkonun ana kaynaklari madencilik,
metalurji, fosil yakitlarin yakilmasi ve atiklardir. Topraklarin ¢inko kirliligi diinya ¢apinda
bulunan bir ¢gevre sorunudur. Cinko bitkiler i¢in gerekli bir mikro besin olmasina ragmen,
¢inko fazlasi zararlidir. Bu element, kirlenmis topraklardan bitkiler tarafindan kolayca alinir
ve bitkideki asir1 konsantrasyonu, ¢esitli metabolik ve fizyolojik siirecleri bozar ve sonug
olarak verimi siirlar. Asirt ¢inko alimi, bitki dokularinda toksik reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) tiretimi ile ifade edilen oksidatif strese yol agar. POD, SOD ve CAT gibi antioksidan
enzimler ROS'un giderilmesinde anahtar rol oynar. Agir metal toleransl tiirler genellikle bu
antioksidan enzimlerin yiiksek seviyelerini iiretir. Agir metaller ayrica prolin birikimi ve
malondialdehid olusumu gibi diger baz1 hiicresel degisikliklere de neden olurlar (Serrato-
Valenti ve digerleri, 1997). Toksik diizeylerde ¢inkonun ise fotosentez siirecinde, elektron
tasima zincirinde yer alan plastokinon diizeyini azalttigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda

klorofil biyosentezinde geriye doniisii olmayan hasarlara yol agmaktadir (Tsonev ve Lidon
2005).

Tiim bu bilgilerin 1s18inda bu tez ¢alismasi; Galanthus elwesii'de salisilik asit ve ¢inko
uygulamalarinin antioksidan enzim aktivitesi, prolin, karotenoid ve klorofil igerigi tizerine

etkisini aragtirmak amaciyla ytriitiilmiistiir.



2. LITERATUR OZETIi

Baccouch ve digerleri (1998), Misir (Zea mays L.) bitkisinin koklerinde 5 giin boyunca
uygulanan 250 uM nikelin meydana getirdigi oksidatif zarar1 arastirmistir. Bunun igin
antioksidatif savunma sistemi enzim aktivitesindeki degisimler aragtirilmistir. Nikelin lipid
peroksidasyonu ve kok biiyiimesi {izerinde etkisi de arastirilmistir. Elde edilen verilere gore,
Zea mays L. bitkisinin koklerinde Ni igeriginin uygulama siiresine bagli olarak arttig1
bildirilmistir. 48 saat sonrasinda kuru agirlikta 6nemli bir azalis tespit edilmistir. Metal
uygulandiktan 6 saat sonra lipid peroksidasyonunun, Ni uygulamasindan SOD ve GPX
aktivitelerinin etkilenmedigi bildirilmistir. Metal uygulamasindan 24 saat sonra CAT
aktivitesinin artmaya basladigi gézlenmistir. Uygulama siiresindeki artisa paralel olarak
APX ve monodehidroaskorbat rediikktaz (MDHAR) aktivitesi artarken, GR ve
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) aktivitesinin sabit kaldig: bildirilmistir.

Landberg ve Greger (2002), 20 giin boyunca Sepet¢i sogiidii (Salix viminalis L.) bitkisinde
duyarl ve direngli klonlarima 7 pmol/L Cd, 3 umol/L Cu ve 70 umol/L Zn uygulanmustir.
Antioksidatif enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu, glutatyon ve salisilik asit igerigini
arastirmislardir. Elde edilen sonuglara gore, direng¢li ve duyarli klonlar arasinda 6énemli
farklar oldugu bildirilmistir. Enzim aktivitesinin direngli ve duyarli klonlarda en ¢ok Cu
uygulamasiyla arttig1 belirlenmistir. Duyarli klonlarda Cd ve Cu igeriginin kok kisimlarinda,
dallarda ise Zn igeriginin daha fazla oldugu gosterilmistir. Direngli tiirlerde ise toprak istii
ve kok kisimlarinda birbirine yakin degerlerde oldugu bildirilmistir. Her iki klonda da metal

uygulamalar1 sonucunda lipid peroksidasyonunun artmistir.

Ananieva ve digerleri (2004), disaridan yapilan 0.5 mM diizeyindeki salisilik asit (SA)
uygulamalarinin arpa bitkilerini herbisit (Paraquat, 10 pmol/L) zararina karsi tolerant hale
getirdigini bulmuslardir. Arastiricilar bu ¢alismada SA’in antioksidant enzimlerin sentezini

ve aktivitesini arttirarak bitkileri Paraquat zararina karst korudugu sonucuna ulagsmislardir.

Rai ve digerleri (2004), Ocimum tenuiflorum L. (Feslegen) bitkisinde yapilan bir arastirmada
72 saat boyunca farkli dozlarda Cr uygulamalarmin fotosentetik pigment igerigi,
biyokiitledeki degisim, lipid peroksidasyonu, antioksidan enzim aktivitesi, nitrat ve protein
icerigi lizerine etkisi aragtirillmistir. Uygulanan farkli Cr konsantrasyonlarinin biyokiitle,

fotosentetik pigment ve protein igerigini onemli dl¢iide azalttig tespit edilmistir. Artan Cr



dozlarinda nitrat iceriginin arttigi belirlenmistir. Artan Cr konsantrasyonlariyla Lipid
peroksidasyonu ve antioksidatif enzimlerden CAT ve GPX aktivitesinin birlikte arttigi, APX
aktvitesinin ise azaldig1 belirtilmistir. 20 uM Cr uygulamasina kadar SOD aktivitesi artmis
sonraki dozlarda ise azaldig1 belirtilmistir. Ocimum tenuiflorum bitkisinde 50 ve 100 uM Cr

konsantrasyonlarinin toksik oldugu bildirilmistir.

Simonovicova ve digerleri (2004), arpa bitkisinin koklerinde yaptiklar ¢alismada, 6 ve 8
mM Al uygulamalarinin APX, POD, NADH-POD aktivitelerinin énemli artisina neden
oldugunu goézlemlemislerdir. Ayn1 ¢alismada, artan Al ile orantili olarak H20> iiretiminde

ve POD aktivitesinde artis gozlemlendigi bildirilmistir.

Fatima ve Ahmad (2005), beraber yiiriittiikleri ¢alismada, agir metal kirliliginin sogan
bitkisinin enzim aktivitesine olan etkisini arastirmiglardir. Agir metal uygulamasiyla
antioksidant enzimlerden glutatyon-S-transferaz aktivitesinin 6nemli diizeyde arttigin1 buna
karsin glutatyon rediiktaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktivitelerinde 6nemli bir

artis goriilmedigini bildirmislerdir.

Gilines ve digerleri (2005), musir bitkisinde tuzlu kosullarda, SA’nin baz1 fizyolojik
parametreler iizerindeki etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, eksojen SA uygulamasinin
hem tuzlu hem de tuzlu olmayan kosullarda bitki biiylimesini 6nemli 6l¢iide artirdig1 rapor
edilmistir. Tuz stresinin sonucu olarak; MDA igerigine gore Ol¢iilen lipid peroksidasyonu ve
membran gegirgenliginin SA uygulamasi ile azaldigi belirtilmistir. Ayrica artan SA
uygulamasinin kontrol bitkilerine gore hem tuzlu hem tuzlu olmayan kosullarda, H20:
konsantrasyonunu artirdigi ve buna bagh olarak SA’nin oksidatif stres durumuna yol

acabilecegi bildirilmistir.

Liao ve digerleri (2005), Cd*?, Zn*? ve asit yagmurunun toksik etkileri fasiilye bitkisinin
organlarinda SOD, peroksidaz (POD) ve lipit peroksidaz (MDA) enzim aktivitelerindeki
degisimini arastirmislardir. Bu ii¢ kirletici faktoriin kombinasyonu bir ya da iki kirletici
kombinasyonundan daha fazla toksik etkiye yol agcmistir. Arastiricilar bitki organlarinda

SOD, POD ve MDA igeriklerinin farkl kirlilik diizeylerinde degistigini bildirmislerdir.

Lombardi ve Sebastiani (2005), bakir toksitesinin erik bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada,

stiperoksit dismutas ve katalaz enzim aktivitelerinde artis oldugunu bildirmislerdir. Bakir



toksitesine karsi erik bitkisinin oldukga toleranshi oldugu tespit edilmistir. Bakir stresinin
zararlarin hafifletmek ic¢in katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimlerinin harekete gectigi

belirlenmistir.

Tiirky1lmaz Unal ve Aktas (2005), Phaseolus vulgaris L. 50, 100 ve 200 ppm salisilik asit
konsantrasyonlarinin sera ve tarla kosullarinda yetistirilen fidelerinin bitki biiytimesi ile bazi
fizyolojik ve biyokimyasal dzelliklerini arastirilmiglardir. Serada yetistirilen bitkilerde Kl a
miktart 50 ve 100 ppm salisilik asit uygulamalarinda kontrole sirasiyla %25 ile %29
degerinde artis gézlenmistir. K1 b miktarnin ise, tiim salisilik asit uygulamalarinda artmus,
en yiiksek ise artigin %32 ile 100 ppm salisilik asit uygulamasinda oldugu tespit edilmistir.
100 ppm salisilik asit uygulamasinin Karotenoid miktari tizerinde %30 oraninda artiga neden
oldugu bildirilmistir. Tarlada yetistirilen bitkilerde, K1 a, K1 b ve karotenoid miktarlar
bakimindan 50 ppm salisilik asit etkili bir konsantrasyon oldugu tespit edilmistir.

Correa ve digerleri (2006), marul, ¢in lahanasi ve yulaf bitkilerinde Cd toksitesinin farkli
stirglin u¢ noktalarinda enzim aktivitesi tizerine etkisini aragtirmislardir. Cd stresi altinda en

hassas degisimin enzim aktivitesinde goriildigi bildirilmistir.

Yakit ve Tuna (2006), Misir (Zea mays L.) bitkisinde tuz stresinin membran gegirgenligi,
nispi su igerigi, prolin, klorofil ve karotenoid miktarlar1 ile yaprak ve koklerde makro
elementler tizerine kalsiyum, potasyum ve magnezyumunun etkilerini arastirmislardir. Tuza
ilave olarak verilen kalsiyum, magnezyum ve potasyumlu bilesikler membran geg¢irgenligi
ve bagil su igerigi lizerine iyilestirici etki yaptigini, prolin oraninin arttigini, toplam klorofil
ve toplam karotenoid miktarlarinin tuz uygulamasindan olumsuz etkilendigini tespit

etmislerdir.

Eraslan ve digerleri (2007), tuz ve bor toksitesinin marul bitkisinin gelisiminde etkilerini
arastirmislardir. Bor toksitesinin SOD, CAT ve APX aktiviteleri ile H20: diizeyinin arttig1

ve tuzun ve borun marul bitkisinin gelisimini engelledigi bildirilmistir.

Morina ve digerleri (2008), Verbascum thapsus L. (Adi sigirkuyrugu) bitkisine 10 giin
boyunca 1, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda ¢inko uygulanmistir. POD igerigi ve total
fenolik bilesiklerin icerigi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, Verbascum thapsus’un

yapraklarinda farkli ¢inko konsantrasyonlarina ve uygulama stiresindeki artisa paralel olarak
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total fenolik bilesik iceriginin ve ¢inko birikiminin arttig bildirilmistir. Ozellikle kok

kisimlarinda POD aktivitesinde azalis meydana geldigi tespit edilmistir.

Gratao ve digerleri (2008), Tiitiin (Nicotiana tabacum L.) bitkisine 72 saat boyunca 0.1 ve
0.2 mM Cd, 0.075 ve 0.75 mM Ni uygulamalarinin protein ve metal igerigi, biiyiime, lipid
peroksidasyonu ve enzimatik antioksidatif sistem {izerine etkisini arastirmiglardir. Elde
edilen sonuglara gore, Cd ve Ni’in benzer olarak biiylimeyi yavaslattigi, MDA diizeyini
arttirdig1 ve oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir. 24 saat boyunca Cd ve Ni
uygulamalarinin CAT aktivitesinde onemli bir degisiklik meydana getirmedigi tespit
edilmigtir. CAT aktivitesini 48 saat sonrasinda her iki metalin de benzer diizeyde arttirdigi
tespit edilmistir. Son 24 saatte ise Cd uygulamasimin CAT aktivitesinin arttirdigi, Ni

uygulamasinin ise azalttig1 bildirilmistir.

Késesakal ve Unal (2012), domates bitkisinde ¢inko stresinin tohum ¢imlenmesi ve fidecik
biliylimesi iizerine etkilerini ortaya koymak icin farkli konsantrasyonlarda Zn ¢ozeltileri
kullanilmistir. En yiiksek ¢inko birikimi 7mM ZnCl> eklenen uygulamada ve bitkilerin
koklerinde belirlenmistir. 8 giinliik bitkiciklerin kok, hipokotil ve kotiledon dokularinda
antosiyanin, karotenoid, klorofil, toplam ¢oziinebilir protein igerigi ve peroksidaz enzim
aktivitesi belirlenmistir. Ozellikle kok ve hipokotilde toplam ¢dziiniir protein igerigi, 1-5
mM uygulamalarinda arts gostermistir, 7 mM’de belirgin sekilde azaldig1 bildirilmistir.
Peroksidaz aktivitesinde 1 mM’den yiiksek konsantrasyonlar artisa neden olmustur.
Bitkiciklerin kotiledonlardaki klorofil ve karotenoid igerikleri kontrol grubundan 1-5 mM
uygulamalarinda 6nemli 6l¢iide yliksek bulunmustur. Sonugcta, tohum ¢imlenme agamasinda
domates bitkisinin 3-5 mM arasindaki ¢inko konsantrasyonuna tolerans gosterebildigi tespit
edilmis ve domates fidecikleri lizerinde daha yiiksek ¢inko diizeylerinin toksik etki yarattigi

bildirilmistir.

Akpnar ve digerleri (2015), farkli konsantrasyon (50 ve 100 uM) ve siirelerde (1, 3 ve 10
giin) Ni uygulamalarinin Sigirkuyrugu (Verbascum olympicum Boiss.) fidelerinin kok ve
yapraklarinda Ni birikimi ile baz1 bitki besin elementlerinin (B, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo ve Zn)
icerigi ve biyokiitle, su igerigi ve klorofil igerigindeki degisimleri arastirmislardir. Elde
edilen sonuglara gore, Ni konsantrasyonlarina bagli olarak Ni birikiminin de arttig1,
incelenen bitki besin elementlerinin ise azaldigi tespit edilmistir. Kok kisimlarinda Ni

birikiminin en yiiksek oldugu bildirilmistir. Ni konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresindeki
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artis ile bliylime parametrelerinin ve azot metabolizmasi enzimlerinin azaldigi belirtilmistir.
Yine uygulama siiresi ve konsantrasyonlarina bagli olarak lipid peroksidasyonu ve

antioksidatif enzim aktivitesinde ise artis gozlendigi ortaya konmustur.

Marichali ve digerleri (2016), Farkli konsantrasyonlarda (0.1, 1 ve 2 mM) Zn
uygulamalarinin Corekotu (Nigella sativa L.) bitkisinin ¢imlenme, klorofil igerigi, kuru
agirlik, total protein igerigi, bitki kisimlarinda Zn birikimi, MDA igerigi, total fenolik
bilesikler ve lipofilik antioksidanlar (B-karoten) lizerindeki etkisini arastirmislardir. Elde
edilen sonuglara gore, ¢imlenme iizerine uygulanan Zn konsantrasyonlarinin etkilemedigi
ancak radikal uzamay1 azalttig1 bildirilmistir. Artan Zn konsantrasyonlarina bagli olarak
klorofil igerigi, kuru agirligin giderek azaldigi ayrica yapraklarda klorosis tespit edilmistir.
Zn konsantrasyonlarindaki artiga bagli olarak total protein igeriginde ve MDA igeriginde de
azalig tespit edilmistir. Total fenolik bilesiklerin kok kisimlarinda arttigi, [-karoten
iceriginin ise azaldigi belirtilmistir. Bitkide Zn birikiminin en ¢ok yaprak kisimlarinda
oldugu ve yapraklardaki bu birikimin uygulanan konsantrasyonlardaki artisa paralel olarak

arttig1 vurgulanmustir.

Turfan (2016), Yerel ceviz (Juglans regia L.) bitkisine tuz (75, 150 ve 225 mM NacCl), agir
metal (2 mg/L FeCls, NiCl> ve ZnCly), kireg (2 g/L CaCOg), fabrika baca tozu (2 g/L) ve
kurak (%50) stresi uygulamalari alti hafta siiresince uygulamigtir. Toplanan yaprak
orneklerinde uygulamalarin fotosentetik pigment, protein, prolin miktari, malondialdehit
(MDA) ve hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonu, APX, CAT ve SOD aktiviteleri tizerine
etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore, kireg ve agir metal uygulamasinda klorofil
b, toplam klorofil ve karotenoit miktari; ¢inko uygulamasinda protein demir, baca tozu v;
prolin, tim stres uygulamalarinda H202, APX ve SOD degerleri; ¢inko, nikel ve kireg
uygulamalarinda CAT degeri yiiksek bulunmustur. Kire¢ uygulamasinda MDA igerigi
yuksek, diger sters faktorlerinde diisiik 6l¢tilmiistiir.

Feigl ve digerleri (2016), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, Brassica juncea (L.) Czern. ve
Brassica napus L. bitkilerine 14 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda (50, 150 ve 300
uM) Zn uygulamalarinin bitkinin kuru agirligi, element igerigi (Fe, Mn, B, Cu, Mo ve Ni),
Zn birikim durumu, pigmet igerigi, lipid peroksidasyonu ve antioksidatif enzim
aktivitesindeki degisimlerini (SOD, APX) arastirmislardir. Elde edilen sonuglara gore, kuru

agirligin uygulanan Zn konsantrasyonlaria bagli olarak her iki bitki tiiriinde de azaldig1 ve
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kok kisimlarinda Zn birikiminin daha fazla oldugu bildirilmistir. Zn uygulamalarina bagh
olarak her iki tiirde de Cu igeriginin arttigi, Mn igeriginin ise azaldig1 tespit edilmistir.
Dallarda her iki tiirde de Mo igeriginin ise arttigi kok kisimlarinda ise degismedigi
belirtilmistir. Zn konsantrasyonlarindan Ni konsantrasyonlarinin ise etkilenmedigi tespit
edilmistir. Her iki tiiriin dallarinda da Fe iceriginin azaldig1, B. juncea nin kok kisimlarinda
Fe iceriginin arttig1, B. napus’un kok kisimlarinda ise Fe igeriginin degismedigi ifade
edilmistir Brassica juncea (L.) Czern. ve Brassica napus L. tiirlerinde pigment igeriginin,
Fe igerigindeki degisim ile orantili oldugu belirtilmistir. Zn konsantrasyonlarindaki artisa
paralel olarak her iki tiriin de kok kisimlarinda SOD aktivitesinin uygulanan arttigi,
dallardaki SOD aktivitesinin ise 150 uM Zn konsantrasyonunda maksimum diizeye ulastig1
ifade edilmistir. Hem kok hem de dallarda kontrole gore APX aktivitesinin her iki tiirde de
azaldig1 vurgulanmistir. Lipid peroksidasyonunda her iki tiiriin kok kisimlarinda uygulanan
tiim Zn konsantrasyonlarinda kontrole gore artis gozlendigi, dallarda ise sadece 150 uM Zn
konsantrasyonunda kontrol degerinin {izerine ¢iktig1 belirtilmistir. Buna gére, B. juncea’nin

diger tiire gore Zn’ ya daha toleransli oldugu ifade edilmistir.

Ma ve digerleri (2017), tuz stresinin, stres uygulanmayan bitkilerle karsilastirildiginda; Kl
a, KI b, toplam K1 ve karotenoid igerigi lizerinde 6énemli bir azalisa neden oldugunu rapor
etmiglerdir. K1 a igeriginin, %0.3 tuzlulukta %29.5, %0.6 tuzlulukta %72.3 ve %0.9
tuzlulukta %77.1 azaldigi belirtilmistir. Tuz stresine maruz kalan bitkilerde SA
uygulamasinin, SA ile isleme tabi tutulmamis bitkilerle karsilastirildiginda, SA’nin K1 a
icerigindeki azalmay1 %0.3, tuzlulukta yaklasik %16.2 ve %0.6 tuzlulukta %41.3 oraninda
yavaglattigini tespit etmislerdir. KI b igeriginin, %0.3 tuzlulukta %20.4, %0.6 tuzlulukta
%71.4 ve %0.9 tuzlulukta %77.5 azaldigin1 bildirmislerdir. Tuz stresine maruz kalan
bitkilerde SA uygulamasinin, SA ile isleme tabi tutulmamis bitkilerle karsilastirildiginda, Kl
b igerigindeki azalmayi %0.3 tuzlulukta yaklasik %14.7 ve %0.6 tuzlulukta %7.1

yavaglattig1 rapor edilmistir.

Farhangi-Abriz ve Ghassemi- Golezani (2018), tuz stresine maruz kalmis soya fasiilyesi
bitkisinde, SA’nin prolin sentezini azaltarak yapraklarin klorofil igerigini arttirdigini rapor

etmistir.

Toksoy Koseoglu (2019) tarafindan, misir (Zea mays L.) bitkisinin ADA 9510 genotipinde,

SA’nin tuz stresi altindaki etkileri arastirilmistir. Tuz stresinin siddeti artarken, antioksidan
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enzim aktivitelerinin arttig1; biiyiime parametreleri ve fotosentetik pigment iceriklerinin
diistiigli belirtilmistir. SA uygulamasin ise antioksidan enzim aktivitesini bir miktar azaltti1g1;
biliyiime parametrelerini artirdig1, ayn1 zamanda fotosentetik pigment miktarlarina da olumlu
etkiledigini gozlemislerdir. Tuz stresi 100 mM’lik konsantrasyonda en olumsuz etkiyi
gosterirken; SA kombinasyonunda 75 mM’lik tuz konsantrasyonun en iyi sonuglar1 verdigi

rapor edilmistir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasi; Amasya Universitesi Suluova Meslek Yiiksekokulu Yerleskesinde bulunan
Bitkisel ve Hayvansal Uretim Béliimiine ait uygulama alaninda 2021-2022 yili iiretim
doneminde yiiriitiilmistiir. Materyal olarak; Floramarla adinda ticari bir firmadan temin

edilen Galanthus elwesii Hook tiirii kullanilmustir.

Galanthus elwesii Hook: Galanthus elwesii Tiirkiye’de iki ¢esit ile temsil edilmektedir. G.
elwesii Hook.f. var elwesii ve G. elwesii var. monostictus P. D. Sell’dir. G. elwesii var.
monostictus sahada nadir goriiliir ve her bir i¢ periant segmentinde bulunan soliter apikal
isaret ile karakterize edilir. G. elwesii Hook.f. 55-1700 metre arasinda ¢ok farkli habitatlarda
yayilig gostermektedir. Baz1 Pinus ve Quercus tiirleri, orman alti ve agikliklarinda, maki
iclerinde, 6zellikle kayalik arazilerde, subalpin bolgede bulunmaktadir. Cigeklenme zamani,
Subat-Mayis aylar1 arasindadir. Diinya yayilisi: Bulgaristan, Yunanistan, Ukrayna,
Yugoslavya ve Tiirkiye. Tiirkiye’de, Kuzeybati, bati, giineybati1 ve giiney Anadolu’da genis
bir yayilis gostermektedir. G. elwesii tilkemizden sogani en ¢ok ihrag edilen Galanthus tiirii
olmasi nedeniyle tahrip edilmesi kontrol altina alinmadig: taktirde tehdit altina girebilir (NT)

kategorisinde yer almaktadir (Sekil.3.1)

Sekil 3.1. Kardelen (Galanthus elwesii Hook) sogani
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3.2. Kullanilan Ekipmanlar

Yapilan caligmada, Sogutmali Santrifiij, Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800), Su
banyosu kullanilan temel ekipmanlardir. Bunlarin disinda Rotary Evaporator RE300,
DENVER- S1234 analitik terazi, IKA- KS 501 shaker calkalayici, sivi azot tanki, porselen
havan, ISOLAB mikropipetler deneyler esnasinda kullanilan laboratuvar malzemeleridir
(Sekil 3.2)

Sekil 3.2. Analizler sirasinda kullanilan ekipmanlar (a, b, c, d)



3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve 6zellikleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasallar

15

Madde Adx Firma adi Katalog no
Polivinilpirolidon (PVP) Sigma PVP40 9003-39-8
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) | Sigma P5655 7778-77-0
Dipotasyum fosfat (KoHPO,) Sigma P5504 16788-57-1
Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) | Sigma 798681 60-00-4
Coomassie brillant blue G-250 Merck 1.15444.0025
Etanol Sigma 32221 64-17-5
Fosforik asit Merck 1.00573.2500
Hidrojen peroksit (H20>) Sigma 18304 7722-84-1
L(+) askorbik asit Sigma A7631 134-03-2
Siilfosalisilik asit Merck 5965-83-3
Ninhidrin Merck 485-47-2
Glasiyal asetik asit Sigma 27225
Orto-Fostorik asit Merck 1.00573.2500
Toluen Honeywell 32249

Prolin Merck 1.07434.0100
Trikloroasetik asit (TCA) Merck 76-03-9
Tiyobarbiitirik asit (TBA) Sigma T5500
Aseton Merck 67-64-1
Magnezyum oksit KimyaLab 1309-48-4
Ince kum (Kuvars kumu) Merck 107711

3.4. Yontem

3.4.1. Arastirma denemesi

Deneme tesadiif parselleri faktoriyel deneme deseni bes tekerriirlii olarak yirttiilmistiir.

Deneme 20.10.2021 tarihinde kurulmustur. 22.5 cm derinlik, 25 cm ¢apinda sterilize edilmis
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plastik saksilara, 2/3 torf ve 1/3perlit karisimi ile doldurulduktan sonra kardelen soganlari
dikilmistir. Kardelen soganlari her saksiya 3 tane ve sogan biiyiikliigline gére 6-8 cm
derinlige dikilmistir. Yapilan gozlemlerde 01.12.2021 tarihinde biitiin saksilardan bitki
cikislarinin gergeklestigi gozlenmistir (Sekil 3.3). Cinko dozlar1 (0, 40, 80 ve 120 mM) ve
salisilik asit dozlar1 (0, 0.5, 1 ve 2 mM) gigeklenme donemi baslangicinda yapraktan
spreyleme ile tiim bitkilere 21.01.2022 tarihinde uygulanmistir. Bitkilerden 20.03.2022
tarihinde yas yaprak hasati yapilmistir. Enzim aktivitesi i¢in bitki 6rneklerinin taze yaprak
olmak zorunda olmasi nedeniyle hasat edilen numuneler naylon posetlerde etiketlenerek

analizleri yapilincaya kadar -20 C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3. 3. Saksilara torf/perlit karigiminin doldurulmasi (a), kardelen soganlarinin saksilara

dikimi (b), bitkide ¢ikislar (c), ¢igeklenme donemi kardelen bitkileri (d)
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3.4.2. Enzim Aktivitesi Ol¢iimii icin Homojenat Hazirlama

Homojenat hazirlanmasinda gelisimini tamamlamis en geng yaprak 6rneklerinden 1 g taze
olarak alinip siv1 azotta 6 giitiildiikten sonra 5 mL %1 (w/v) PVP iceren 100 mM KH2P0O4/0.5
mM Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) pH (7.7) tamponunda homojenize edilmistir.
Sogutmali santrifiijde 15.000xg’de 20 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edilip siipernatant
¢okelekten ayrilmistir (Sekil 3.4). Elde edilen siipernatant kullanilincaya kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Kardelen bitkisinden homojenat hazirlanmasi (a,b)

3.4.3. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

96 ul saf su, 900 uL Coomassie brillant blue G-250 ¢6zeltisi ve homojenat sonucunda elde
edilen siipernatant numunelerinden 4 pL kiivete konularak 595 nm’de absorbans degerleri
kore karst okundu. Her bir numuneden elde edilen degerlere gore standart grafikten
yararlanilarak protein miktarlar1 belirlendi. Bu yontem ile protein tayini edebilmek i¢in
standart bir grafige ihtiya¢ vardir. Bu amacla 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden sigir
serum albiimin (BSA) ¢ozeltisinden tiiplere 1, 2, 4, 6 ve 10 uL konuldu. Saf su ile biitiin
tiiplerin hacmi 0.1 ml’ye tamamland1 ve 0.9 ml Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisi ilave

edilip vorteks ile karigtirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 1 mL’lik
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kiivetlerde kore karsi absorbans degerleri okundu. Elde edilen sonucglardan absorbans
degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi (Bradford,
1976). Bir numunedeki protein konsantrasyonunu belirlemek igin elde ettiginiz grafikteki
‘y =0.0394x + 0.994° denklemi kullanilmistir (R? = 0.9889). Protein konsantrasyonunu (x)
pg/mL olarak belirlemek i¢in her numune i¢in elde edilen ortalama absorbansi (y degeri)

denkleme girilmistir (Sekil 3.5).

25 4
£ 2
c
n
()]
1.3 15 - y =0,0394x + 0,994
S R2 = 0,9889
£ 1
3
QO
<05 -
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
pg/mL protein

Sekil 3.5. Protein standart grafigi
3.4.4. Askorbat Peroksidaz (EC 1.11.1.11, APX) Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

APX aktivitesi Genesys 10S UV-VIS spektrofotometrede 290 nm’de askorbat oksidasyon
oran1 dlciilerek saptanmustir. APX aktivitesi, askorbat (g = 2.8 mM™ cm™) oksitlenmensinin
290 nm'de absorbanstaki diisiisii 3 dakika boyunca izlenerek 6lgiildii. Reaksiyon karigimi (1
ml), 40 mM KH2PO4 tamponu (pH 6.0), 1 mM EDTA, 20 mM H;02, 2,5 mM L (+) askorbik
asit (ASA) ve enzim ekstraktindan olugmaktadir. (Uarrota, V. ve digerleri, 2016; Cakmak
ve Marschner 1992). APX aktivitesi genellikle askorbik asidin azalma hiz1 ile

degerlendirilir.

3.4.5. Katalaz (EC 1.11.1.6, CAT) Enzim Aktivitesi Ol¢iimii

Enzimatik aktivite tayini Shimadzu UV-1800 spektrofotometrede, hidrojen peroksidin
(H20.) enzim ile etkilesmesi sonucu 240 nm'deki absorbans degerinin (¢ = 0.0436 mM™ cm

1) zamanla azalmasina bagh olarak gerceklestirilmistir (Aebi, 1984).
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3.4.6. Prolin miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki prolin miktar1 Bates ve ark. (1973)’larinin metoduna gore
belirlenmistir. Bu yontem ile protein tayini edebilmek i¢in standart bir grafige ihtiyag vardir.
Bu amagla 1 ml’sinde 100 pg prolin igeren stok ¢dzeltiden tiiplere 20, 40, 60, 80, 100, 200,
300, 400, 500 ve 600 ul alinarak her tiipiin iizeri saf su ile 2 ml’ye tamamlanmistir. Daha
sonra tliplere 2 ml %96’ 11k glasiyal asetik asit ve 2 ml asit-ninhidrin ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Sonrasinda standart ¢ozeltiler 100°C’ye ayarli su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir. Bir
saat sonra buz icerisinde 10 dakika tutularak her tiipe 4 ml soguk toluen ilave edilmis, bir
vorteksle 20-30 sn karistirilmistir. Daha sonra her tiipte iistte kalan faz otomatik pipetle
aliarak 520 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. K6r numune i¢in toluen kullanilmistir. Elde
edilen sonuglardan absorbans degerlerine karsilik gelen prolin degerleri standart grafik
haline getirilmistir. Bir numunedeki prolin konsantrasyonunu belirlemek i¢in elde ettiginiz
grafikteki ‘y = 0.0005x + 0.0888’ denklemi kullanilmistir (R? = 0.9879). Prolin
konsantrasyonunu (x) pug/mL olarak belirlemek i¢in her numune i¢in elde edilen ortalama

absorbansi (y degeri) denkleme girilmistir (Sekil.3.6).

0,35 -
0,3
0,25 -
0,2
0,15 -
0,1
0,05 -

y =0,0005x + 0,0888
R*=0,9879

Absorbans 520 nm

0 100 200 300 400 500 600
pg/mL prolin

Sekil 3.6. Prolin standart grafigi

3.4.7. Malondialdehit (MDA) belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun son firiinii olan Malondialdehid (MDA) diizeyleridir. Lipit
peroksidasyonunu belirlemek i¢cin Heath ve Packer (1968) tarafindan ag¢iklanan prosediir
izlenerek orneklerde MDA diizeyi belirlenmistir. Bunun i¢in 0.2 g taze bitki 6rnegi 2 mL

%0.1 trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ile homojenize edildikten sonra 15 dakika boyunca
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10000xg’de santrifiij edilmistir. Siipernantant kismindan 0.4 mL alinarak temiz tiiplere
aktarilmis ve lizerine 1.6 mL %20’1lik TCA i¢inde ¢6ziinmiis %0.5 tiyobarbiitirik asit (TBA)
ilave edilmistir. Sicaklig1 95°C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 dakika bekletilen 6rnekler
hizlica sogutulduktan sonra 15 dakika boyunca 10000 xg’de santrifiij edilmistir. Siipernatan
alimmig ve %20’lik TCA icinde ¢oOziinmiis %0.5 TBA’dan olusan bir kor ile
spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boylarinda absorbans degerleri okunmustur.

Omeklerdeki MDA miktar1 nmol g TA™ ya da umol/g olarak belirlenmistir.

MDA (nmol g TA) = [(A532-A600) / 155000)]10°, (A: Absorbans, TA: Taze agirlik)

3.4.8. Bitkinin taze yapraginda Kklorofil ve karotenoid konsantrasyonunun

belirlenmesi

Klorofil-a, klorofil-b, toplam klorofil ve karotenoid konsantrasyonunu belirlemek amaciyla
taze yaprak ornekleri ile calisilmistir. Bu 6rneklerde klorofil ve karotenoid analizi asagidaki
yonteme gore yapilmis ve hesaplanmistir: 0.2 g taze yaprak 6rnegi hassas bir terazide tartilip,
porselen bir havana alindi1. Uzerine 0.1 g magnezyum oksit ve 0.25 g ince kum ilave edildi.
Daha sonra karisim, dogrudan giines 15181 gelmeyen los bir yerde, soguk ortam esliginde
%380’lik (v/v) aseton i¢cerisinde homojenize edilip, filtre edildikten sonra ekstrakt aseton ile
25 ml’ye tamamlandi. Ornekler daha sonra 15 dakika boyunca 10000xg’de santrifiij
edilmistir. Hazirlanmis 6rneklerin siipernatanti UV-Visible spektrofotometre cihazinda 645,
663 ve 480 nanometre dalga boylarinda absorbanslar1 6l¢iildii. Taze yapraklarda klorofila,
klorofil-b, toplam klorofil ve karotenoid miktarlari1 asagidaki formiillerde belirtildigi tizere
hesaplandi ve analiz sonuglar bitkide mg/g taze madde (TM) olarak ifade edildi. (Arnon,
1949; Witham vd, 1971).

Klorofil-a, mg /g TM =[(12.70*A663) — (2.69*A645)]*V / (1000*w)
Klorofil-b, mg / g TM=[(22.90*A645) — (4.68*A663)]*V / (1000*w)
Toplam Kklorofil, mg / g TM=[(20.2*A645) + (8,02*A663)]*V / (1000*w)

Klorofil (a/b) = [klorofil-a / klorofil-b] oran1



Karotenoid, mg /g TM = (A480*V) / (250*w)

Burada; A663 = 663 nm’deki absorbans okuma degeri,

A645 = 645 nm’deki absorbans okuma degeri
A480 =480 nm’deki absorbans okuma degeri,
V= son hacim, ml,

w = 0rnek miktari, g TM

21
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar, ¢inko stresi altinda Galanthus elwesii‘de yaprak
salisilik asit uygulamasinin antioksidan enzim aktivitesi, prolin, klorofil ve karotenoid

icerigi iizerine olan etkisine gore her 6zellik i¢in ayr1 bagliklar altinda tartigilmigtir.

4.1. Antioksidan Enzim Aktivitesi

4.1.1. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesi

Stres altindaki bitkide artan diizeylerde sentezlenen serbest radikaller hiicrelere zarar
vermekte, 6zellikle yavaglama siirecine giren fotosentezin etkinligi daha da sinirlanmaktadir
(Karanlik., 2001). Sentezlenen serbest oksijen radikalleri, protein membran lipitleri ve
niikleik asitler ile klorofil gibi hiicre komponentlerini de bozmaktadir (Fridovich, 1986;
Davies, 1987). Stres altindaki canlilarin genelinde oldugu gibi bitkilerde de stres karsisinda
serbest oksijen radikallerini zararsiz bilesiklere doniistiiren antioksidant miktarlart ve
antioksidant enzim aktiviteleri yiiksek oldugunda, o bitkiler oskidatif zararlanmaya kars1
daha dayanikli olmaktadirlar. Siiperoksit dismiitaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) gibi enzimler serbest oksijen radikallerinin yok
edilmesinde en etkin antioksidatif enzimler olarak bilinmektedirler (Cakmak ve Marschner,

1992; Cakmak, 1994; Gossett ve digerleri, 1994).

Askorbat peroksidazlar sitozolde, peroksizomlarda ve kloroplastlarin tilakoid zarlarinda
bulunurlar ve fotosentez sirasinda olugan H2O2’nin uzaklastirilmasinda katalaza yardimci
olurlar. APX, askorbati elektron vericisi olarak kullanarak H202’i suya indirger. Glutatyon
(GSH), askorbat (Asc), tokoferol gibi ¢esitli redoks elemanlarin1 ve SOD, APX, CAT, GPX
gibi enzimleri kapsayan reaktif oksijen uzaklastiran sistem bitki yasami i¢in zorunludur. Bu
sistem, uygun olmayan kosullarda biiyiiyen bitkilerin yasamlarini devam ettirmeleri i¢in ¢ok
onemli bir sistemdir (Demiral, 2003). Bitkilerde ROT’den siiperoksit (O27), fotosentezin
karanlik reaksiyonlarmin c¢evresel faktorler tarafindan engellenmesi ya da bozulmasi
sonucunda tiretilir ve yiiksek 151k enerjisi kloplastta ferrodoksinde NADP™ "1n rediiksiyonu

icin kullanilamaz (Shim ve digerleri, 2003). Peroksidaz aktivitesindeki artis, ¢esitli oksidatif



23

stres faktorlerinde bitkinin verdigi 6nemli bir cevaptir (Cakmak ve Horst, 1991). Mn, Cu,
Zn, Mo ve Ni gibi agir metaller yiiksek yapili bitkiler i¢in gerekli ve faydali mikro
besinlerdir. Bir¢ok enzim sisteminde niikleik asit sentezinde, protein metabolizmasinda,
biyolojik membranlarin yapisinda, patojenlere kars1 dayanim metabolizmasinda, klorofil ve
karbonhidrat {iretiminde ve oksin hormonunun-metabolizmasinda (IAA sentezi)
kullanilmasi sebepleri ile ¢inko elementinin bitkiler i¢in 6nemi biiyiiktiir (Diilgerbaki, 2010:

Gok, 2007).

Cizelge 4.1. Kardelen bitkisine uygulanan farkli dozlardaki ¢inko ve salisilik asitin askorbat

peroksidaz enzim aktivitesi lizerine etkisi

Askorbat Peroksidaz (EU/mg protein)

Cinko (mM) Salisilik asit (mM)
0 0.5 1 2
0 0.156 £ 0.62" 0.556 + 0.50k 0.849 + 0.38" 0.270 £ 0.40™
40 0.928 +0.609 3.52+0.18° 0.40 + 0.80 1.62 +0.42°
80 1.01 £0.369 1.87 £ 0.40¢ 2.13+0.91¢ 0.59 + 0.25k
120 3.99 + 0.582 2.86 £0.48°¢ 1.54 + 0.60f 0.81 +0.70"

*Ayni harf ile gosterilen ortamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark yoktur.

Cizelge 4.1 incelendiginde, ¢inko ve salisilik asit uygulamalarinda askorbat peroksidaz
enzim aktivitesinde kontrol ortamina gore énemli artislar saglamistir. Askorbat peroksidaz
enzim aktivitesi, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 0.156 EU/mg protein iken, 120 mM ¢inko-0
mM salisik asit uygulanan parselde 3.99 EU/mg protein olarak 25.5 kat arttigi tespit
edilmistir. Kardelen bitkisinde arastirmada kullanilan tiim ¢inko dozlarinin kontrole gore

askorbat peroksidaz enzim aktivitesini arttirdigr belirlenmistir (Sekil 4.1).

Askorbat Peroksidaz (EU/mg protein)

o N B O

m(0 m40 =80 =120

Sekil. 4.1. Cinko ve salisilik asit uygulanan kardelende askorbat peroksidaz aktivitesi

(EU/mg protein)
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Literatiirde kardelen bitkisinde antioksidan enzim aktivitesi ile ilgili c¢alismaya
rastlanilmamustir. Diger bitki tiirlerinde yapilan literatiir taramasina gore, Lopez ve digerleri,
(1996) domateste Shalata ve Tal (1998) domateste, Sreenivasulu ve digerleri, (2000) Setaria
sp.’de, Karanlik (2001) bugdayda, Yasar (2003) patlicanda, Yasar ve digerleri, (2006)
kavunda yaptiklari ¢alismalarda tuz uygulamalarinin ardindan tuza dayanikli ¢esitlerde APX
enzim aktivitesinin, duyarli cesitlerden c¢ok daha yliksek oldugunu bildirmektedirler.
Hernandez ve ark. (1995), bezelyede tuz stresinin APX enzimi aktivitesini tolerant gesitte
artirdigini, duyarl ¢esitte ise bir degisiklik yaratmadigini bildirmektedir. Karpuz da yapilan
100 mM’ lik tuz uygulamasinin alinan yaprak 6rneklerinde APX enzim aktivitesinde tuza-
duyarli C. Sweet ¢esidi hari¢ diger li¢ ¢esitte artis belirlenmistir. En fazla artig tuza toleransl
olan Diyarbakir genotipinde belirlenmis, diger toleransli genotip olan Midyat, SOD, CAT
ve GR enzim aktivitelerinde en yiiksek degerde olurken APX enzim aktivitesi bakimindan
ikinci sirada yer almistir. Baccouch ve digerleri (1998), Misir (Zea mays) L. bitkisinin
koklerinde 5 giin boyunca uygulanan 250 pM nikelin meydana getirdigi oksidatif zarari
arastirdig1 ¢alismada, APX enzimi aktivitesinin uygulama siiresindeki artisa paralel olarak
artti@1 belirtilmistir. Eraslan ve digerleri. (2007), marul bitkisinin gelisiminde tuz ve bor
toksitesinin  etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada APX enzim aktivitesinin arttigin
belirlemislerdir. Turfan (2016), Yerel ceviz (Juglans regia L.) genotipinin farkli abiyotik
stres faktorlerine karsi tepkisini arastirdigi ¢calismada, agir metal (2 mg/L FeCls, NiCl, ve
ZnCly) stresi uygulamalarinda, APX enzim aktivitesinin yiiksek bildirmistir. Literatiir ile
kiyaslandiginda, agir metal uygulamalarinin APX enzim aktivitesini yiikseltmesi yoniinden

ylriitiilen ¢aligsma ile uyumlu oldugu gézlenmistir.

4.1.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi

Bitkiler tarafindan cesitli sekillerde alinan metaller c¢ogunlukla kok ve gdévdede
biriktirilmekle beraber, bitkiler bu metalleri kendileri igin toksik olmayan formlara ¢evirerek
depolamakta veya kullanmaktadir. Bitkilerin agir metal toksisitesine karsi tolerans durumu,
bitki tiirline, element tiirline, strese maruz kalma siiresine ve strese maruz kalan doku veya
organin yapisina bagli olarak degismektedir. Yiiksek miktarlarda agir metal alindig1 zaman
bitkide oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres etkisi reaktif oksijen radikallerinden
kaynaklanir. Reaktif oksijen radikallerinden siiper oksit anyonunun hidrojen perokside

dontistimii stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi sayesindedir. Hidrojen peroksit'in suya



25

doniisiimii katalaz ve askorbat peroksidaz (APX) enzimleri sayesinde gerceklesir ve
birikimine engel olurlar. Antioksidatif enzimler sayesinde bitki hiicreleri reaktif oksijen

tirlerinin zararl1 etkilerinden korunabilirler (Lackhdar ve digerleri, 2010).

Cizelge 4.2. Kardelen bitkisine uygulanan farkli dozlardaki ¢inko ve salisilik asitin katalaz

enzim aktivitesi lizerine etkisi.

Katalaz (EU/mg protein)

Cinko (mM) Salisilik asit (mM)
0 0.5 1 2
0 11.76 £ 0.15™ 29.86 + 1.30f 73.41 £2.70° 21.48 + 1.65"
40 14.12 + 1.45' 36.79 + 1.42¢ 19.61 £ 0.80" 24.77 + 0.749
80 154.64 + 4.102 18.27 + 0.72X 15.54 £ 0.90' 11.53 + 1.50m
120 107.99 + 3.72° 28.36 + 0.44 55.77 +0.754 9.50 + 0.56"

*Ayni harf ile gosterilen ortamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark yoktur.

Cinko ve salisilik asit uygulamalarinda katalaz enzim aktivitesi kontrol ortamina goére
onemli goriilebilecek artiglar saglamistir. Cizelge 4.2 incelendiginde, Kkatalaz enzim
aktivitesi, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 11.76 EU/mg protein iken, 80 mM ¢inko-0 mM
salisilik asit uygulanan parselde 154.64 EU/mg protein olarak 13.1 kat arttigi tespit
edilmistir. Ancak, ¢inko, bitki metabolizmasinda 6nemli rol oynasada, topraklardaki asirt
derecede birikmesi (toksisite), biiylimeyi sinirlayan faktorlerden biri haline gelmesine yol
agmaktadir. Cinko fazlalig: bitkilerin, enzim aktivitesi ve protein sentezi gibi biyokimyasal
olaylarmi etkileyerek, bitki biiylimesi ve biyokiitle iiretimini sinirlamaktadir (Mirshekali ve
ark, 2012). Sekil 4.2. incelenmesinden de anlasilacagi iizere en yiiksek dozlarda (120 mM
¢inko-2 mM salisilik asit) uygulanan ¢inko ve salisilik asitin katalaz enzim aktivtesini

kontrol grubuna gore %19 oraninda diisiirdiigii tespit edilmistir.
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Katalaz (EU/mg protein)
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Sekil.4.2. Cinko ve salisilik asit uygulanan kardelende Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi
(EU/mg protein)

Kardelende yapilmig antioksidan enzim aktivitesi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamigstir. Hordeum vulgare bitkisinde yiiriitiilen bir denemede Cd toksisitesinin
enzim aktivitesinde artisa neden oldugu ancak gelisme ortamina Fe ilave edilmesi ile katalaz
enzim aktivitesinin azaldigi belirlenmistir (Sharma ve ark. 2004). Fatima ve Ahmad (2005),
sogan bitkisinde agir metal kirliliginin gesitli enzim aktivitesine etkisini arastirdiklari
caligmada, agir metal uygulamasiyla katalaz enzim aktivitelerinde Onemli bir artis
goriilmedigini bildirmislerdir. Lombardi ve Sebastiani (2005), erik bitkisinde bakir
toksitesinden kaynaklanan stres kosullarinda, katalaz ve siiperoksit dismutas enzim
aktivitelerinde artis oldugunu gozlemislerdir. Yapilan ¢alismalarda agir metal uygulamasi
sonrasinda elde edilen katalaz enzim aktivitesinin sonuglarinda farklilik goriilmektedir.
Buda bitkilerin agir metal toksisitesine karsi tolerans durumunun, bitki tiirline, element
tiirline, strese maruz kalma siiresine ve strese maruz kalan doku veya organin yapisina bagl

olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.2. Prolin Miktar

Prolin, bir aminoasitttir. Prolin birikimi reaktif oksijen tlirevlerinin hiicre zarina zarar
vermesinden olusan osmotik dengesizligi onlemekte oldugu bildirilmistir. Bitkideki prolin
birikimi zararin gostergesi olarak da degerlendirilebilir. Stres kosullarinda bitkilerde miktari
en fazla degisen bilesikler prolin ve toplam ¢oziiniir proteinlerdir (Parida ve digerleri, 2002;
Sharma ve Dietz, 2006; Vallidovan ve Nguyen, 2006; Heidari ve Moaveni, 2009; John-De
Britto ve digerleri, 2011).
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Cizelge 4. 3. Kardelen bitkisine uygulanan farkli dozlardaki ¢inko ve salisilik asitin prolin

miktar1 Uzerine etkisi.

Prolin Miktar1 (ng/mL)
Cinko (mM) Salisilik asit (mM)
0 05 1 2
0 200.3+0.11" 2480.4 +0.78° 1250.7+2.44°  1587.1+0.56
40 381.2 = 0.30 1120.4 + 0.45" 1100+ 028"  803.6+0.15"
80 176.5+0.44" 1042.6 +0.34° 975.8+2.35' 592.7 + 1.87"
120 126.2 + 0.42 720.2 +0.28' 880.5+0.63°  394.3+0.70

*Ayni1 harf ile gosterilen ortamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark yoktur.

Cinko ve salisilik asit uygulamalariyla prolin miktarinda kontrol ortamina gére dnemli
artislar saglanmistir. Cizelge 4.3 incelendiginde, prolin miktari, kontrol grubunda (Zn0-Sa0)
200.3+0.11 pg/mL iken, 0 (kontrol) ¢inko-0.5 mM salisilik asit uygulanan parselde
2480.4 pg/mL olarak 12.4 kat arttig1 tespit edilmistir. Salisilik asit uygulanan ortamda
yetisen galanthus yapraklarinin prolin diizeyinin kontrole gore énemli degismis olmasi,
cinko stresi altindaki bitkilerde hiicre hasarinin olusmadigini veya en az seviyeye indigini
gostermektedir. Prolin agisindan diger uygulamalarda da anlamli derecede farkliliklar

meydana gelmistir (Sekil 4.3)

Prolin Miktar1 (ung/mL)
3000,0
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Sekil. 4.3. Cinko ve salisilik asit uygulanan kardelende prolin miktar1 (ug/mL)
Diinya c¢apinda yiiriitillen arastirmalarla, agir metallerin, ekzojen uygulamasi nedeniyle
bitkilerin agir metallere karsi toleransinda bir artis1 dogrulanmistir. Bu ¢alismalar 6zellikle

Cd (Mostofa ve digerleri, 2019; Tajti ve digerleri, 2019), Pb (Alamri ve digerleri, 2018) ve
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As (Kumari ve digerleri, 2018) iizerinde yogunlagmistir. Bununla birlikte, bu ¢alismalarin
cogu, salisilik asidin bir besin ¢ozeltisi ile kok i¢ine uygulandigi hidroponik kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Oysa ¢iftgiler tarimsal uygulamalarda genellikle yaprak spreyleri
kullanir. Yapilan literatiir taramasinda Galanthus tiirlerinde zaten simirli olan Kkiiltiir
caligmalarinda, salisilik asit ya da bagka bir bitki biiylime diizenleyicisinin yaprak
uygulamalarinin prolin miktar1 iizerine bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Yakit ve Tuna
(2006), tuz stresi altindaki misir bitkisinde (Zea mays L.) prolin miktari iizerine kalsiyum
(Ca), potasyum (K) ve magnezyumun (Mg) etkilerini aragtirmislardir. Misir bitkisine
kalsiyum, magnezyum ve potasyumlu bilesikler, prolin oraninin tuz uygulamasiyla beraber
arttigini, tespit etmislerdir. Ancak besin ¢ozeltisine ilave edilen kalsiyum, magnezyum ve
potasyumlu bilesiklerin tuzun olumsuz etkisini kismen hafiflettigini, buna karsilik kontrol
ve tuz grubuna gore iyilestirici etki yaptigini1 bildirmislerdir. Turfan (2016), Juglans regia
L. abiyotik stres faktorlerine karst prolin miktarinin degisimini arastirdig1 bir calismada,
prolin miktar1 tiim stres uygulamalarinda yiiksek bulunmustur. Literatiir ile kiyaslandiginda,
disaridan uygulanan stres faktorlerinin prolin miktarin1 arttirmasi yoniinden yiiriitiilen

caligma ile uyum gostermektedir.

4.3. Lipit Peroksidasyon

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan serbest radikallerin 6zellikle «OH ’in, membran
yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerindeki (PUFA) konjuge ¢ift baglardan bir H
atomu ¢ikarmasiyla baglar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipid radikali (Le) niteligi
kazanir. Molekiil i¢i bir diizenlenme ile daha kararli olan konjuge dienler olusur. Aerobik
sartlarda, konjuge dienin molekiiler oksijenle birlesmesi sonucu lipid peroksil radikalleri
(LOOe) olusur. LOOe olusumu onemlidir, ¢linkii membran yapisindaki diger ¢oklu
doymamis yag asitlerini etkileyerek, yeni lipid radikallerinin (Le) olusumuna yol acar.
Kendisi de agiga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlere (LOOH) dontistir. Ayrica
membran proteinlerine de saldirabilir. Boylece reaksiyon otokatalitik olarak devam eder. Bu
lipid peroksidasyonunun ilerleme asamasidir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Lipid
peroksidasyonu lipid peroksidlerinin aldehit ve diger karbonil bilesiklerine yikilmast ile sona
erer. Yikildiklarinda, ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya
hiicre diizeyinde metobolize edilir veya ilk atak bolgesinden hiicreye difiize olup hiicrenin
diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin

peroksidasyonu sonucu; lipid peroksidasyon seviyesinin indikatorii olarak kabul edilen
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malondialdehit (MDA) olusur. Lipid peroksidasyonu, membran yapisina direk ve
olusturdugu reaktif aldehitlerle diger hiicre bilesenlerine indirek olarak zarar veren geri
doniistimsiiz bir olaydir (Onat ve digerleri, 2002). Hiicre membranindaki ve intraselliiler
membranlardaki lipid peroksidasyonu serbest radikallerin hepsiyle uyarilabilir ve redoks

katalisti olarak gorev yapan gecis metallerinin varliginda artar.

Cizelge 4.4. Kardelen bitkisine uygulanan farkli dozlardaki ¢inko ve salisilik asitin lipit

peroksidasyon aktivitesi lizerine etkisi

Lipit Peroksidasyon (nmol/ g TA)

Cinko (mM) Salisilik asit (mM)
0 0.5 1 2
0 1.05+0.10" 1.30 £ 0.140f 1.31£0.18 1.40 + 0.20¢
40 1.38+0.108 1.36+0.13¢ 1.25+0.259 1.84 £0.28%
80 1.56 £ 0.26° 1.53 +£0.38° 1.51+0.17¢ 1.28 = 0.35f
120 131£0.27f 1.64 £ 0.30° 1.29 + 0.42f 1.27£0.18¢

*Ayni1 harf ile gosterilen ortamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark yoktur.

Cinko ve salisilik asit uygulamalarinda lipit peroksidasyon miktarinda kontrol ortamina gére
onemli goriilebilecek artiglar saglamistir. Cizelge 4.4 incelendiginde, lipit peroksidasyon
miktar1, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 1.05 nmol/ g TA iken, 40 mM ¢inko-2 mM salisilik
asit uygulanan parselde 1.84 nmol/ g TA olarak 1.75 kat arttig1 tespit edilmistir. Sekil 4.4’iin
incelenmesinden de anlasilacagi tlizere, artan ¢inko ve salisilik asit dozlarmin lipid

peroksidasyonu arttirmistir.

Lipit Peroksidasyon(nmol/ g TA)
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Sekil. 4.4. Cinko ve salisilik asit uygulanan kardelende lipid peroksidasyon aktivitesi
(ng/mL)
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Kumar ve digerleri (2008), artan Cd’un Arachis hypogaea L. (Yer fistig1) bitkisinin yaprak,
govde ve koklerinde lipid peroksidasyon miktarini arttirdigini saptamislardir. Miladinova ve
ark. (2009) iki Paulownia ¢esidinde yaptiklar1 ¢alismada yiiksek Cd konsantrasyonlarinda
yapraklardaki MDA miktarinda artis oldugunu belirlemislerdir. Agir metallerin ROS tiretimi
yoluyla lipid peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir (Marquez-Garcia ve digerleri,
2012; Chen ve digerleri, 2012). Lipit peroksidasyonu, hiicre membranlarinin bozulmasina
neden olur ve bu durum ise agir metala maruz kalan bitkilerde goriilen en zararl etkilerinden
biridir (Pourrut ve digerleri, 2013). MDA ise membran hasar diizeyini belirlemek igin
kullanilan en &nemli gostergelerden biridir. Kog ve Islek (2015), Cd’un yiiksek
konsantrasyonlar1 (40,80 ve 100 uM CdCly) biber (Capsicum annuum L.) fidelerinin hem
yaprak hem de govdelerinde MDA miktarinda artisa neden oldugunu bildirmistir. Yiiksek
MDA birikimi ise membran biitiinliigline zarar veren ROS’lar1 etkisizlestirmek igin

fenoliklerin yetersiz oldugunun bir isareti olabilir.

4.4. Klorofil Miktarlari

Bitki gelisimi i¢in mutlak gerekli element olsun veya olmasin agir metallerin doku ve
organlardaki asir1 birikimi bitkilerin vejetatif ve generatif organlarmin gelisimini olumsuz
yonde etkilemektedir (Giir ve digerleri, 2004). Agir metallerin bitki dokularinda asirt
birikmesi canlilikla ilgili ¢esitli biiyiime faaliyetlerini etkileyerek mineral beslenme
transpirasyon, fotosentez, enzim aktivitesi, niikleik asit yapisi, klorofil biyosentezi ve
¢imlenme gibi bitkinin canlilik olaylarinin degismesine sebep olur (Zengin ve Munzuroglu,
2004; Lesko ve Sarkadi, 2002). Agir metalin ¢evredeki birikim orani ve bitkinin tiirii
onemlidir. Bitkilerin ortamdaki elementlere secici davrandigi, agir metal esik degerlerinin

bitki tiiriine ve agir metal ¢esidine gore degistigi bilinmektedir.
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Cizelge 4.5. Kardelen bitkisine uygulanan farkli dozlardaki ¢inko ve salisilik asitin toplam

klorofil miktar1 tizerine etkisi

Toplam Klorofil (mg/ g TA)

Cinko (mM) Salisilik asit (mM)
0 0.5 1 2
0 0.779 £ 0.11f 2.81+0.28a 0.995 + 0.44h 0.998 + 0.56d
40 0.551 + 0.30h 1.20 +0.15¢ 1.11+0.28¢c 0.802 + 0.15e
80 0.445 + 0.441 0.952 + 0.34d 1.00+0.35d 0.775+0.17f
120 0.664 + 0.42g 0.664 + 0.28d 1.20 +0.23c 1.770 £ 0.50b

. *Ayni harf ile gosterilen ortamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark yoktur.

Cizelge 4.6. Kardelen bitkisine uygulanan farkli dozlardaki ¢inko ve salisilik asitin klorofil

a miktar1 Uizerine etkisi

Klorofil a (mg/ g TA)

Salisilik asit (mM)

Cinko (mM)
0 0.5 1 2
0 0.24 +0.08" 0.51£0.12° 0.45 + 0.10° 0.42 +0.05¢
40 0.44 + 0.09¢ 0.39 + 0.059 0.58 + 0.102 0.38 + 0.079
80 0.39 +0.08¢ 0.40 + 0.02 0.38 + 0.05¢ 0.50 + 0.10°
120 0.41 +0.05¢ 0.40 + 0.08f 0.51+0.11° 0.49+0.13¢

. *Ayni harf ile gosterilen ortamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark yoktur.

Cizelge 4.7. Kardelen bitkisine uygulanan farkli dozlardaki ¢inko ve salisilik asitin klorofil

b miktari tizerine etkisi

Klorofil b (mg/ g TA)

Cinko (mM) Salisilik asit (mM)
0 0.5 1 2
0 0.35+0.06° 0.54 £ 0.052 0.40 + 0.10¢ 0.40 + 0.08°
40 0.38 + 0.05¢ 0.39 + 0.03¢ 0.40 £ 0.07° 0.41 £ 0.04¢
80 0.44 +0.10 0.41 +0.08° 0.43 +£0.10 0.25+0.079
120 0.33 +0.07f 0.32 + 0.04f 0.34 + 0.05° 0.38 + 0.06¢

*Ayni harf ile gosterilen ortamalar arasinda istatistiki olarak dnemli fark yoktur.

Kardelende yapilan bu ¢alismada, ¢inko ve salisilik asit uygulamalarinda toplam klorofil,
klorofil a ve klorofil b miktarinda kontrol ortamina gére dnemli artiglar saglanmistir (Sekil

4.5) Toplam klorofil miktari, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 0.779 mg/ g TA, 120 mM g¢inko-
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2 mM salisilik asit uygulanan parselde 1.770 mg/ g TA olarak 2.27 kat arttig1 tespit
edilmistir. Toplam klorofil miktar1 en diisiik 80 mM ¢inko-0 mM salisilik asit uygulanan
parsellerde 0.445 mg/ g TA bulunmustur (Cizelge 4.5). Klorofil a miktari, kontrol grubunda
(Zn0-Sa0) 0.24 mg/g TA, 40 mM ¢inko-1 mM salisilik asit uygulanan parselde 0.58 mg/g
TA olarak 2.41 kat arttig1 tespit edilmistir. Klorofil a miktari en diisiik 0 mM ¢inko-0 mM
salisilik asit (kontrol) uygulanan parsellerde 0.24 mg/ g TA bulunmustur (Cizelge 4.6).
Klorofil b miktari, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 0.35 mg/g TA, 0 mM ¢inko-0.5 mM salisilik
asit uygulanan parselde 0.54 mg/g TA olarak 1.54 kat arttig1 tespit edilmistir Klorofil b
miktar1 en diisiik 120 mM ¢inko -2 mM salisilik asit uygulanan parsellerde 0.25 mg/ g
TA bulunmustur (Cizelge 4.7).

Klorofil a (mg/ g TA) Klorofil b (mg/ g TA)
0,7 0,6
0.6 0,5
05 0,4
0,4
0,3
0,3
2
0,2 0
0,1 0.1
0 0
0 0.5 1 2 0 0.5 1 2
m0 m40 m80 =120 a m(0 m40 m80 =120 p

Toplam Klorofil (mg/ g TA)

2,5

15

<t i T R
0 0.5 1 2

m0 m40 m80 =120

[EN

o

C

Sekil. 4.5. Cinko ve salisilik asit uygulanan kardelende klorofil a miktar1 (a), Klorofil b
miktari (b), toplam klorofil miktari (c)
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Literatiirde kardelen bitkisi ile ilgili klorofil miktari ile ilgili bir caligmaya rastlaniimamagtir.
Chen ve Djuric (2001), artan agir metal konsantrasyonlarinin bitkilerde klorofil degerlerinin
strese bagli olarak distiglinii bildirmislerdir. Sandalio ve digerleri. (2001), bezelye
bitkisinde 50 uM Cd’un bezelye bitkisinin yapraklarindaki klorofil miktarini diisiirdiigiinti
belirtmistir. Vaillant ve digerleri, 2005, Datura innoxia, Datura metel, Datura sanguinea ve
Datura tatula tiirlerinde kontrol, 1 mM, 2.5 mM ve 5 mM ¢inko dozlarmin klorofil sentezi,
miktar ve dagilimi lizerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada ¢inkonun
toksik etkisinin tlirlere bagli olarak degistigi, 5 mM Zn dozu uygulanan bitkilerde klorofil
iceriginin D.innoxia %32, D.sanguinea %84, D.metel %89 ve D.tatula’da %83 oraninda
azaldig1 tespit edilmistir. Gecheva ve Yurukova (2008), Fontinalis antipyretica’nin Cu, Cd,
Pb agir metal uygulamalarinin klorofil miktarinin %47'ye kadar klorofil kaybinin oldugunu
bildirmislerdir. Shakya ve digerleri. (2008), Thuidium delicatulum (L.) Mitt. ve T.
sparsifolium  (Mitt.) ile Ptychanthus striatus’un agir metal uygulamalarinin
karayosunlarinda ve cigerotunda bakir birikmesinin klorofil-a, klorofil-b ve toplam klorofil
miktarin1 6nemli olglide dusiirdiigiinii bildirmislerdir. Saxena ve Saiful-Arfeen (2009),
Racomitrium crispulum karayosunu tiiriine bakir (Cu) ve kadmiyum (Cd) uygulamislar ve
toplam klorofil miktarinin azaldigini bildirmiglerdir. Yildiz ve digerleri, (2011),
Pseudevernia furfuracea’de agir metal uygulamalarinin klorofil miktarinda azalmaya neden
oldugunu tespit etmislerdir. Kdsesakal ve Unal (2012), farkl1 konsantrasyonlarda Zn (1, 3, 5
ve 7 mM ZnCly) igeren Hoagland ¢ozeltilerinin domateste klorofil miktarina etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada 1-5 mM uygulamalarinda bitkiciklerin kotiledonlardaki klorofil
icerikleri, kontrol ortamindakilerden onemli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Buran ve ark.
(2020), agir metal stresi uygulanan Lavandula angustifolia (Lavanta) ve Salvia rosmarinus
(Biberiye) bitkilerinin klorofil miktar1 {izerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismada, kontrol
grubuna kiyasla agir metal grubunda, her iki bitki i¢in toplam klorofil, klorofil-a ve klorofil-
b miktarlarinda bir azalma gozlemlenmistir.

Yapilan bu ¢alismada, ¢inko ve salisilik asit uygulamalarinda toplam klorofil, klorofil a ve
klorofil b miktarinda kontrol ortamina goére Onemli goriilebilecek artislar saglandigi
goriilmektedir. Literatiire bakildiginda, farkli agir metal uygulamalarinda klorofil
miktarinda bazi bitkilerde artis gbézlenirken bazi bitkilerin klorofil miktarlarinda azalma
oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin bitkilerin agir metal toksisitesine karsi tolerans
durumu, bitki tliriine, element tiirline, strese maruz kalma siliresine ve strese maruz kalan

doku veya organin yapisina bagli olarak degismesinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.
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4.5. Karotenoid Miktari

Karotenoidler, bitkinin dokularindaki plastidlerde yerlesik durumda bulunan hem
fotosentetik olan hem de olmayan, C40 izoprenoidleri veya tetraterpenlerdir. Fotosentetik
komplekslerin 151k ile uyarilmasiyla olusan triplet klorofil ve bazi reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) detoksifiye ederler. Ayni zamanda bitkide 151tk aliminda aksesuar pigment
fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Karotenler ve ksantofiller karotenoidlerin iki sinifini
olusturmaktadir. Karotenler hidrokarbon yapidadirlar, ksantofiller ise karotenlerin bir
tirevidir. Genel olarak bir veya iki oksijen atomu igermektedir (McKersie and Leshem,
1994).

Bitkilerin karotenoid igerigi bitkinin tiirii, aldig1 151k ve azot (N) miktari, topragin yapisi ve
uygulanan tarimsal islemler, bitkilerin genotipleri, strese maruz kalma siiresine ve strese maruz

kalan doku veya organin yapisina bagl olarak degigsmektedir.

Cizelge 4.8. Kardelen bitkisine uygulanan farkli dozlardaki ¢inko ve salisilik asitin

karotenoid miktar lizerine etkisi

Karotenoid Miktar1 (mg/ g TA)

Cinko (MmM) Salisilik asit (mM)
0 05 1 2
0 0.143 +0.01° 0.566 + 0.08" 0.242 £0.2° 0.185+ 0.06'
40 0.120 + 0.02" 0.238 + 0.05° 0.359+0.18"  0.139+0.15
80 0.131 +0.04 0.151 +0.04° 0312+030°  0.121+0.10"
120 0.134 = 0.02" 0.118 +0.08" 0.255+003"  0.214+0.10°

*Ayni harf ile gosterilen ortamalar arasinda istatistiki olarak 6nemli fark yoktur.

Kardelende yapilan bu tez ¢alismasinda, ¢inko ve salisilik asit uygulamalarinda karotenoid
miktari kontrol ortamina gore 6nemli goriilebilecek artis saglanmistir (Sekil 4.6). Karotenoid
miktar1, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 0.143 mg/ g TA, 0 mM ¢inko-0.5 mM salisilik asit
uygulanan parselde 0.566 mg/ g TA olarak 3.95 kat arttig1 tespit edilmistir. Karetonoid
miktar1 en diisiik 120 mM ¢inko-0.5 mM salisilik asit uygulanan parsellerde 0.118 mg/ g
TA bulunmustur (Cizelge 4.8). En yiiksek ¢inko dozunda karotenoid miktarinin kontrol

grubuna gore %17.48 oraninda azaldig1 gorilmektedir.
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Karotenoid Miktar1 (mg/ g TA)
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Sekil. 4.6. Cinko ve salisilik asit uygulanan kardelende karotenoid miktari

Fasiilye bitkisine 0.1, 0.3 ve 0.5 mM dozlarinda Ni uygulanan bir ¢aligmada karotenoid
miktarinin azaldigi belirlenmistir. 0.1 mM Ni uygulanan fidelerin yapraklarindaki total
pigment karotenoid miktar1 %18.9 oraninda, 0.5 mM Ni dozunda ise, %29.4 oraninda
azalmigtir (Zengin ve Munzuroglu, 2005). Aydogan (2012), Timmiella barbuloides’in
toplam karotenoid miktariin nikel (Ni) uygulanan ornekte %21 arttigini bildirmistir.
Kosesakal ve Unal (2012), domateste farkli konsantrasyonlarda Zn (1, 3, 5 ve 7 mM ZnCl)
iceren Hoagland ¢ozeltilerinin ortaya koymak i¢in 8 giinliik bitkilerinde karotenoid miktarini
belirlemislerdir. 1-5 mM uygulamalarinda bitkiciklerin kotiledonlardaki karotenoid
miktarlar1 kontrol ortamindakilerden onemli Olgiide yiiksek bulunmustur. Ancak daha
yiksek Zn diizeylerinin domates fidecikleri lizerinde toksik etki yarattigi belirlenmistir.
Yapilan ¢aligma ile literatiir kiyaslandiginda yiiksek dozlarda agir metal uygulamalarinin
bitki iizerinde toksik etki yarattig1 goriilmektedir. Bitkilerde ¢inko, bitki metabolizmasinda
onemli rol oynasa da topraklardaki asir1 derecede birikmesi (toksisite), bilylimeyi sinirlayan
faktorlerden biri haline gelmesine yol agmaktadir. Cinko fazlalig bitkilerin, enzim aktivitesi
ve protein sentezi gibi biyokimyasal olaylarini etkileyerek, bitki biiyiimesi ve biyokiitle
iretimini siirlamaktadir. Bitkilerde Zn toksisitesi ile verim diisiikliigli, bodur biiyiime,
klorofil sentezinde azalma, kloroplast parcalanmasi, gen¢ yapraklarda kivirma ve kloroz

goriintiileri goriilmektedir (Mirshekali ve digerleri, 2012).
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5. SONUC VE ONERILER

Calisma, Amasya Universitesi Suluova Meslek Yiiksekokulu Yerleskesinde bulunan
Bitkisel ve Hayvansal Uretim Béliimiine ait uygulama alaninda 2021-2022 yili {iretim
doneminde yiiriitilmistiir. Materyal olarak; Galanthus elwesii Hook ¢esidi kullanilmistir.
Cinko dozlar1 (0, 40, 80 ve 120 mM) ve salisilik asit dozlar1 (0, 0.5, 1 ve 2 mM) ¢igeklenme
donemi baslangicinda yapraktan spreyleme ile tiim bitkilere uygulanmistir. Bitkiler yas

yaprak olarak hasat edilmistir.

Galanthus elwesii tiirtinde yaprak salisilik asit uygulamasinin antioksidan enzim aktivitesi,
prolin, klorofil ve karotenoid igerik tizerine etkisini arastirmak amaciyla gerceklestirilen bu

arastirma projesinde asagida sunulan sonuglar elde edilmistir.

Galanthus elwesii Hook tiirliniin antioksidan enzim aktivitesinin degerlendirilmesinde,
askorbat peroksidaz enzim aktivitesi ve katalaz enzim aktivitesi yontemleri kullanilmistir.
Cinko stresinin askorbat peroksidaz enzim aktivitesini dogrusal olarak onemli Gl¢iide
arttirdig1 tespit edilmistir. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesi, kontrol grubunda (Zn0-Sa0)
0.156 EU/mg protein iken, 120 mM ¢inko-0 mM salisilik asit uygulanan parselde 3.99
EU/mg protein olarak 25.5 kat arttig1 tespit edilmistir. Katalaz enzim aktivitesi, kontrol
grubunda (Zn0-Sa0) 11.76 EU/mg protein iken, 80 mM ¢inko-0 mM salisilik asit uygulanan
parselde 154.64 EU/mg protein olarak 13.1 kat arttig1 tespit edilmistir. Galanthus elwesii
Hook tiirtinde ¢inkonun biitiin dozlarinda askorbat peroksidaz enzim aktivitesinde artis
gbzlenmistir. Katalaz enzim aktivitesinde ise 80 mM ¢inko dozuna kadar onemli artis
gozlenirken en yiiksek dozlarda (120 mM g¢inko-2 mM salisilik asit) uygulanan ¢inko ve
salisilik asitin katalaz enzim aktivetesini kontrol grubuna goére 1.23 kat diisiirdiigi
belirlenmistir. Katalaz enzim aktivitesinde ¢inko fazlaligmin (120 mM ¢inko) kardelen

bitkisinde toksik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Galanthus elwesii tiiriinde, salisilik asit uygulamalarinda prolin miktarinda kontrol ortamina
gore onemli goriilebilecek artiglar saglanmistir. Prolin miktart 1 mM (1250.7+ 2.44) ve 2
mM (1587.1+ 0.56) salisilik asit uygulamalarinda kontrole (200.3 £ 0.11pg/mL) gore
sirasiyla 6.24, 7.92 kat artmistir. Prolin miktarinda en yiiksek artis ise 0.5 mM salisilik asit
uygulamasinda (2480.4 ng/mL) 12.4 kat olarak tespit edilmistir.
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Lipit peroksidasyon miktart kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 1050 nmol/ g TA iken, 40 mM
cinko-2 mM salisilik asit uygulanan parselde 1840 nmol/ g TA olarak 1.75 kat artmistir.

Artan ¢inko ve salisik asit dozlariin lipid peroksidasyonu arttirdigi tespit edilmistir.

Galanthus elwesii tiirii klorofil miktari olarak degerlendirildiginde, Kardelende yapilan bu
caligmada, cinko ve salisilik asit uygulamalarinda toplam klorofil, klorofil a ve klorofil b
miktarinda kontrol ortamina goére 6nemli goriilebilecek artislar saglamistir. Toplam klorofil
miktari, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 0.779 mg/ g TA, 120 mM ¢inko-2 mM salisilik asit
uygulanan parselde 1.770 mg/ g TA olarak 2,27 kat arttig1 tespit edilmistir. Klorofil a
miktar1, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 0.24 mg/g TA, 40 mM c¢inko-1 mM salisilik asit
uygulanan parselde 0,58 mg/g TA olarak 2.41 kat arttig1 tespit edilmistir. Klorofil b miktari,
kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 0.35 mg/g TA, 0 mM ¢inko-0.5 mM salisilik asit uygulanan
parselde 0,54 mg/g TA olarak 1.54 kat arttig1 tespit edilmistir.

Karotenoid miktari, kontrol grubunda (Zn0-Sa0) 0.143 mg/ g TA, 0 mM ¢inko-0.5 mM
salisilik asit uygulanan parselde 0.566 mg/ g TA olarak 3.95 kat arttig1 tespit edilmistir.
Karetonoid miktar1 en diisitk 120 mM ¢inko-0.5 mM salisilik asit uygulanan parsellerde
0.118 mg/ g TA bulunmustur.

Aragtirmadan elde edilen sonuglar, Galanthus elwesii tiiriinde salisilik asit uygulamalarinin
antioksidan enzim aktivitesi, prolin, klorofil ve karotenoid igerik iizerine olumlu tepki
verdigini ortaya koymustur. Ozellikle 0.5 Mm'de salisilik asit uygulamalarinin kardelende
prolin, klorofil b ve karotenoid miktarlarin1 énemli Olgiide arttirdigi tespit edilmistir.
Calismamizda ¢inko stresi altinda salisilik asitin klorofil biyosentezi tizerindeki bu olumlu

etkisi bu konuda yapilacak diger ¢alismalara 11k tutacaktir.
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