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YEREL KARACADAG CELTIK (Oryza sativa L.) CESIDINDE KURSUN
STRESI UZERINE SALISILIK ASIT ve METIiL JASMONAT
UYGULAMALARININ ETKILERI
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Damgsman: Uyesi Pinar KARAKUS ORCAN
2024, 68 Sayfa

Jiiri
Dr. Ogr. Uyesi Pinar KARAKUS ORCAN
Prof. Dr. Filiz AKBAS
Prof. Dr. Cigdem ISIKALAN

Bu tez ¢alismasinda ekzojen metil jasmonat (MeJA) ve salisilik asidin (SA) kursun (Pb)
metali stresi altindaki ¢eltik bitkilerinde fotosentetik pigment igerigi (klorofil-a,
Klorofil-b, toplam karotenoid), prolin, malondialdehit (MDA), toplam protein igerikleri
tizerindeki etkiler ve agir metal toksisitesini azaltma yetenegi arastirilmistir. Deneyde
farkli konsantrasyonlardaki Pb (0, 100, 400 ppm) stresine maruz birakilan Karacadag
celtik ¢esidi Hazro popiilasyonuna ait bitkilere, yapraktan piiskiirtme yoluyla 2 farklh
konsantrasyonda metil jasmonat (MeJA) ve salisilik asitin (SA) ayr1 ayr1 (2mM ve
20mM SA ile 20uM vel00 pM MeJA) ve kombine etkileri (2mM SA+20uM MeJA)
uygulanmistir.  Celtik bitkilerinde fotosentetik pigment igerikleri i¢in sonuglar
degerlendirildiginde; Pb stres faktorii uygulamasinda (100 ve 400 ppm) klorofil-a
igeriginde kontrol grubuna goére anlamli artiglarin oldugu goriilmiistiir. Pb toksisitesine
yanit olarak meydana gelen bu artis, bitkinin klorofil-a igerigi bakimindan stresten
etkilenmedigini gostermistir. Klorofil-b ve toplam karotenoid iceriginde Pb’nin her iki
konsantrasyonu i¢in, kontrol grubuna gére azalmanin oldugu ve dolayisiyla bitkinin bu
bakimindan Pb toksisitesinden etkilendigi tespit edilmistir. incelenen her ii¢ fotosentetik
pigment igerigi i¢in en yiiksek artis iki elisitoriin birlikte uygulandigi (2 mM SA+20 uM
MeJA) gruptaki bitkilerden elde edilmistir. 400 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin
eklenmesi ile olusturulan gruplar diisiik MDA igerigi gostermis ve en yiiksek azalmanin
0,537 umol/g TA ile 2 mM SA+20 uM MeJA uygulanan bitkilerde oldugu goriilmiistiir.
Bu durum, bu uygulamada lipit peroksidasyonun engellendigini ve Pb stresine karsi
koyarak MDA igerigini diisiirdiigli sonucu ¢ikarilmasina yol a¢mistir. 400 ppm Pb
toksisitesinde elisitorlerin tek bagina uygulamasi toplam fenolik madde igeriginde artisa
yol agarken, flavonoid madde igeriklerinde azalmalar kaydedilmistir. Iki parametrede de
yiiksek konsantrasyondaki Pb uygulamasinda elisitdrlerin kombine uygulamasi
iceriklerde 6nemli oranda artisla sonuglanmistir. 100 ppm Pb stres faktdriine maruz
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birakilan ¢eltik bitkilerinde elisitér uygulamasi prolin igerigini konsantrasyona bagl
olarak degisen sekillerde etkilerken, 400 ppm Pb stresinde prolin igeriginde anlamli
artiglar olmustur. Tiim uygulamalar igerisinde toplam protein igerigi yoniinden en
yiiksek artig 8,325 mmol/g TA ile 400 ppm Pb+2 mM SA+20 uM MeJA uygulanan
deney grubunda elde edilmis ve bu grupta toplam protein miktari bakimindan en yiiksek
iyilesme saglanmistir. 400 ppm Pb stres faktoriine karsi celtik bitkilerine uygulanan
elisitorlerin konsantrasyon arttikca Pb igeriginde anlamli diistisler olmus ve bu
diistislerde MeJA’nin Pb toksisitesine karsi koymada SA’dan daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, 6zellikle de yiiksek Pb konsantrasyonunda
(400 ppm), MeJA+SA’nin birlikte uygulamalart MDA miktarin1 azaltip fotosentetik
pigmentler, toplam protein, prolin ve sekonder metabolitleri iyilestirerek Pb'nin toksik
etkisini indiiklemis ve incelenen tiim bu &zellikler yoniinden en iyi sonuglarin elde
edilmesine yol agmuistir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, kursun stresi, metil jasmonat, Oryza sativa L., salisilik asit.
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In this thesis the effects of exogenous methyl jasmonate (MeJA) and salicylic acid (SA)
on photosynthetic pigment content (chlorophyll-a, chlorophyll-b, total carotenoid),
proline, malondialdehyde (MDA), total protein contents and their ability to reduce
heavy metal toxicity in rice plants under lead (Pb) metal stress were investigated. In the
experiment, two different concentrations of MeJA and SA were applied separately (2
and 20 mM SA; 20 and 100 uM MeJA) and in combination (2mM SA+20uM MeJA) to
the plants of Hazro population of Karacadag rice variety exposed to different
concentrations of Pb (0, 100, 400 ppm) stress by foliar spraying.When the results for
photosynthetic pigment contents in rice plants are evaluated; it was observed that there
were significant increases in the chlorophyll-a content in Pb stress factor application
(100 and 400 ppm) compared to the control group.This increase in response to Pb
toxicity showed that the plant was not affected by stress in terms of chlorophyll-a
content.It was determined that there was a decrease in chlorophyll-b and total
carotenoid content for both concentrations of Pb compared to the control group,
indicating that the plant was affected by Pb toxicity in this respect. The highest increase
for all three photosynthetic pigment contents examined was obtained from plants in the
group where two elicitors were applied together (2 mM SA + 20 uM MeJA). At 400
ppm Pb toxicity, groups formed by the addition of elicitors showed low MDA content,
and the highest decrease was observed in 2 mM SA+20 uM MeJA treated plants with
0.537 umol/g TA. This led to the conclusion that lipid peroxidation was prevented in
this application and reduced MDA content by counteracting Pb stress. At 400 ppm Pb
toxicity, the application of elicitors alone led to an increase in total phenolic content,
while flavonoid content decreased. In both parameters, the combined application of
elicitors at high concentrations of Pb resulted in a significant increase in the contents. In
rice plants exposed to 100 ppm Pb stress factor, elicitor application affected the proline
content in varying ways depending on the concentration, while there were significant
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increases in proline content at 400 ppm Pb stress. Among all applications, the highest
increase in total protein content was obtained in the experimental group treated with 400
ppm Pb+2 mM SA+20 uM MeJA with 8.325 mmol/g TA and the highest improvement
in terms of total protein content was achieved in this group. There were significant
decreases in the Pb content of the elicitors applied to rice plants against the 400 ppm Pb
stress factor as the concentration increased, and it was determined that MeJA was more
effective than SA in counteracting Pb toxicity in these decreases.In conclusion, in this
thesis, especially at high Pb concentrations (400 ppm), MeJA+SA co-application
induced the toxic effect of Pb by decreasing MDA and improving photosynthetic
pigments, total protein, proline and secondary metabolites and led to the best results in
terms of all these properties studied.

Keywords: Heavy metal, lead stress, methyl jasmonate, Oryza sativa L., salicylic acid.
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1. GIRIS

Bitkilerin gelisimlerini olagan bir sekilde siirdiirebilmeleri i¢in, maruz
birakildiklar1 durumlarin en uygun seviyede olmasi gerekmektedir (Culha, 2011).
Olumsuz kosullarda tireme dongiisiiniin tamamlanmasini, hayatta kalmay1 saglayan bir
dizi sistem gelistirmis olan bitkiler (Weng ve ark., 2021) siirekli optimum c¢evre
kosullarinda olmayabilir ve bu kosullar bitkide baski yada diger bir isimlendirme ile
“stres” olusturabilir. Dolayisiyla bitkilerin  biliylime, gelisme ve metabolik
faaliyetleriniolumsuz yonde etkileyen her tiirlii faktore “stres” denir (Giirel ve

Avcioglu, 2001).

Stresi olusturan faktorler biyotik faktorler (hayvanlar, bitkiler vb.) ve abiyotik
faktorler (su, sicaklik, mineraller, agir metaller vb.) olarak siniflandirilir (Larcher,
1995). Abiyotikfaktorlerin yol agtigi stres, kiiresel ¢apta iiriin basarisizliginin temel
sebebidir ve bir¢ok iirlin i¢in verimi yaklasik % 50 azaltmaktadir. Bu baskinin tarim
endistrisinin siirdiiriilebilirligini tehdit ettigi yapilan farkli calismalarla da ifade
edilmistir (Naz ve ark., 2022; Saeed ve ark., 2022; Saini ve ark., 2022; Hussain ve ark.,
2023).

Abiyotik stres faktorlerinin en Onemlilerinden biri agir metal toksisitesidir.
Atomik yogunlugu 6 g/cm®ten biiyiik olan metal ve metaloitler grubu olarak
tanimlanan agir metallerden; bakir (Cu), ¢inko (Zn), molibden (Mo), nikel (Ni), demir
(Fe), mangan (Mn) ve kobalt (Co), bitkilerin gelismesi i¢in mutlak gerekli olan mikro
besin elementleri arasinda yer aldiklari halde, yiiksek yogunluklarda bitkide toksik
etkiye yol agmaktadir. Civa (Hg), kadmiyum (Cd), Arsenik (As) ve kursun (Pb) gibi
agir metaller ise bitki biiylime ve gelisimi i¢in gerekli olmayip, aksine toksik etki

gosteren elementlerdir (Raskin ve ark., 1994; Rascio ve Navari-1zzo, 2011).

Endiistriyel faaliyetler, araclarin egzozlarindan ¢ikan gazlar, maden kaynaklari ve
isletmeleri, tektonik, giibreleme ve ilaglama gibi islevler agir metal kirliligine sebep
olmaktadir (Zengin ve Munzuroglu, 2004; Seven ve ark., 2018). Canli bir organizmaya
zarar verme seviyesi agir metalin miktarina, kimyasal cesitlerine ve maruz kalma
stiresine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Bunun yani sira agir metal toksisitesine
kars1 bitkilerin gostermis olduklar1 tolerans derecesi,bitkinin ve elementin tiiriine, strese

maruz kalma siiresine ve siddetine, strese maruz kalan doku veya organin yapisina bagl



olarak farklilik gostermektedir (Yerli ve ark., 2020). Agir metallerin bitki doku ve
hiicrelerinde toplanmasi; mineral besin maddelerinin alimi, enzim aktivitesi, niikleik asit
yapisi, transpirasyon, fotosentez, klorofil olusumu ve ¢imlenme gibi bir¢ok dogal olarak
isleyen olaylar1 olumsuz yonde etkilemektedir (Kiran ve Sahin, 2015). Agir metallere
maruz kalan bitkilerde ayrica oksijen metabolizmasinda baski meydana gelebilir ve bu
durum hiicrenin zarar gérmesine yol acar (Yadav, 2010). Agir metal toksisitesi ile basa
cikmak icin, bitkiler fizyolojik ve biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler tepkiler dahil

olmak tizere baz1 uyum mekanizmalar1 gelistirmistir (Chen ve ark., 2020).

Gilinlik yasamimizin en 6nemli besin kaynagi tahillar da diger bitkiler gibi yasam
dongiilerinde pek ¢ok olumsuz ¢evresel kosullara maruz kalirlar (Gullet ve ark., 2019).
Diinyada, hemen hemen bir buguk milyar hektar tarim alani bulunmakta ve bunun
yaklasik yedi milyar dekarma tahil ekilmektedir. Bunlardan celtik, biitiin tahil tiriinleri
icinde ortalama % 22’sini karsilayarak iiretimde %28’lik pay almaktadir (Donduran,
2014). Ekolojik acidan bir¢cok bolgesi c¢eltik yetistiriciligine uygun olan iilkemizde,
celtik yetistiriciliginin bolgelere gore dagilimi incelendiginde; Giineydogu Anadolu,
Bati ile Dogu Marmara ve Bat1 Karadeniz en 6nemli celtik yetistirme bdlgeleri olarak

bilinmektedir (Anonim, 2011; TUIK, 2013).

1.1. Kursun ve Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Kursun ( Pb ), insanlar tarafindan birkag bin yildir kullanilan (Gupta ve ark.,
2010), tiiketimi azalmaya devam eden ve ana kullanimi pillerde olan bir agir metaldir
(Kiilahci, 2020). Kursun toprakta, suda, havada ve ayni1 zamanda canli organizmalarda

bulunur, ¢evrede yasayan organizmalar1 etkileyen en yaygin ve toksik elementtir
(Shahid ve ark., 2011).

Kursun, genellikle kontamine topraklarda bulunurlar ve insanlar iizerinde
olumsuz saglik etkilerine neden olurlar (Balali-Mood ve ark., 2021). Cevredeki
kirlenmeleri esas olarak endiistriyel ve tarimsal faaliyetlerden kaynaklanirken, ana
dogal kaynaklar ise kaya ayrigmasi ve yanardag patlamasidir (da Silva ve ark., 2020).
Arsenikten sonra en tehlikeli kirletici olarak kabul edilen kursun biyolojik olarak
parcalanamayan bir elementtir ve bu nedenle toprak, hava ve su yoluyla bitkilere,

insanlara bulasabilir (Natasha ve ark., 2020)



Calismalar toksik metallerin metabolik yollardaki anahtar enzimlerin ortaya
cikmasini, molekiiler diizeyde degistirebildigini ve protein profillerinde degisikliklere
neden olabilecegini gostermistir (Singh ve ark., 2016). Pb de enzim aktivitesini
etkileyerek cesitli metabolik siire¢lerde yer alan ¢ok sayida enzimin islev bozukluguna
neden olabilir (Mitra ve ark., 2020). Pb, bitki biiylimesine, klorofil igerigine, dolayisiyla
fotosentezin azalmasina (Dere, 2019) yol acabilen yani karbondioksit 6ziimleme hizina
miidahale eden ve bitkilerde oksidatif stres ve DNA hasarina neden olan bir metaldir.
Ayrica dogal kosullar altinda bitkiler tarafindan kolayca emilen, toksik etkisi olan bir

agir metaldir (Kumar ve Prasad, 2018).

Tim bu nedenlerden dolayr giiniimiizde de kursun kaynakli toksik etki,
toksisitenin nedenleri, toksisiteye karsi olusturulan fizyolojik ve molekiiler cevaplar ile
tolerans mekanizmalarinin ortaya c¢ikmasma yonelik arastirmalar Onemini hala

korumakta olup, yaygin bir sekilde devam etmektedir.

1.2. Salisilik asit (SA)

Bitkilerin savunma sistemi, dahili ve harici stres faktorlerinin sebep oldugu
olumsuzluklarla miicadele etmek i¢in Sekonder (ikincil) Metabolit (SM) adi verilen
kimyasal maddelerin {iretimini artirir (Danova ve Pistelli, 2022; Jakovljevic ve ark.,
2022). Bitkisel organizmalar, lignin ve pigmentlerin iiretimi, allelopati, biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine verilen yanitlarin kontrolii de dahil olmak iizere bir dizi
metabolik aktivitede rol oynadigi gosterilen ve bir fenolik bilesik olan Salisilik Asiti
(SA; 2- hidroksibenzoik asit) sentezler (Talaat ve Todorova, 2022).

Ticari olarak sentetik tiretimi 1874 yilinda Almanya'da basglayan SA ilk olarak
Raffaele Piria tarafindan 1838'de sogiit agacinin (Salix spp.) kabugunda kesfedilmistir
(Sharma ve ark., 2020). Kavramsal olarak, bitkilerin immiinolojik tepkisinde bir sinyal
molekiilii olarak hizmet eden SA, bitkinin gelisimi ve yaslanmasinda, stomalarin agilip
kapanmasinda, hiicre biiylimesi, solunum, ¢i¢eklenme, tohum ¢imlenmesi, fide gelisimi,
hastalik direnci gibi biiyiimenin ¢esitli yonlerini diizenleyen ve genis bir fenolik bilesik

spektrumu olarak tanimlanmistir (Rodas-Junco ve ark., 2020).

Biiylime ve gelismenin diizenlenmesinde 6nemli bir bitkisel hormon olarak

gbrev yapan SA, bir dizi savunma proteininin sentezlenmesi de dahil olmak {izere, bitki



fizyolojisini ve metabolizmasini etkileyerek cesitli ¢cevresel stres faktorlerinden kaginma
ve kismen de olsa iistesinden gelme konusunda bitkilere destek saglamaktadir (Vicente
ve Plasencia, 2011; Cai ve ark., 2015). Ayrica, SA hem reaktif azot tiirlerinin hem de
reaktif oksijen tiirlerinin etkili bir temizleyicisidir (Saleem ve ark., 2021). Bitki i¢inde
kloroplastlarda ve sitoplazmada iiretilen SA (Hassoon ve Abduljabbar, 2019), kiitikiil
eksikligi olan bitkilerdeki kiitikiil mumlar1 ile desteklenen apoplast yoluyla etki alanina

teslim edilir (Lim ve ark., 2020).

Cok sayidaki calismaya gore Salisilik Asit (SA), hastaliklara karsi direnci
kontrol ederek zorlu ortamlarda bitki gelisimini ve biiyiimesini tesvik eder (Bawa ve
ark., 2019; Narasimhamurthy ve ark., 2019), DNA hasarin1 azaltir ve oksidatif stresi
azaltmak i¢in antioksidanlar1 artirir. SA ayrica kursun toksisitesini diizenleyerek
abiyotik stres faktorlerine karsi toleransin artmasma (Kaur ve ark., 2021) sebep

olmaktadir.

1.3. Metil Jasmonat (MeJA)

“Abiyotik ve biyotik stres durumunda biiyiikk bir sinyal molekiili” olarak
tanimlanmis olan ve jasmonik asidin (JA) ugucu bir metil esteri olan MeJA, bitkilerde
morfolojik fonksiyonlardan, molekiiler fonksiyonlara bir¢ok olayda onemli bir rol
oynar. Ucucu dogas1 ve biyolojik membranlar yoluyla niifuz etme kapasitesi nedeniyle
MeJA, bitkilerde intra ve inter-iletisimi (bitkinin kendi hiicreleri arasindaki ve diger
bitkilerle iletisimi) kolaylastirabilen, savunma tepkilerini, 6zellikle de antioksidan
sistemleri diizenleyen 6nemli bir bitkisel hormon olarak kabul edilir (Murthy ve ark.

2014; Ho ve ark., 2020).

Jasmonatlar, bocek zararlilarina, patojenlere ve abiyotik streslere karsi bitki
direncinde kritik bir rol oynar (Ali ve Baek, 2020). Bitkilere karsi indiiklenen bu
direncin sonuglari, birgok tahil iirliniinde de gorildiigii gibi tohum ¢imlenmesinde ve
¢imlenme sonrasi fide gelisiminde gecikmeler seklinde ortaya ¢ikabilir (Lahuta ve ark.,
2018). Bitki elisitorlerinin tohum tedavileri iizerine olan etkisi domates (Solanum
lycopersicum L.) 'de, lahana (Brassica oleracea) ve celtikte (Oryza sativa L.) yapilan
caligmalar ile arastirnlmistir. Bu galismalar, tohumlarin JA veya MeJA ile tohum

muamelesinin bitkilerdeki otcullara kars1 direnci artirabilecegine dair raporlar



saglamistir ( Paudel ve ark., 2014; Haas ve ark., 2018; Kraus ve Stout, 2019). JA ayrica,
biliylime kontrolii, ikincil metabolizma ve tuz stresi, kuraklik, soguk stresi ile iliskili

sinyaller de dahil olmak iizere bitki biiyiimesi ve gelisiminde Onemli roller oynar

(Pauwels ve ark., 2008).

Bitkilerde fenolik asitlerde dahil ikincil metabolitlerin biyosentezi, canli ve
cansiz elisitorlerden etkilenir ve c¢ogunlukla ortaya g¢ikmayanlardan daha yiiksek
seviyelere yol acar. Bu durumdan hareketle elisitér uygulamalarinin bitki ikincil
metabolit diizeyini etkileyecegi, bitki fizyolojik ve biyokimyasal kapasitesini de

degistirebilecegi sdylenebilir (Andig, 2021).

1.4. Celtik ve Yerel Karacadag Celtigi

Piring (Oryza sativa L.) diinya niifusunun yaklagik yarisiin temel gida
kaynagidir ve bircok iilkenin gida giivenliginde 6nemli bir rol oynamaktadir (Sarkar ve
ark., 2018). Tropikal ve iliman bdlgelerde yaygin olarak yetistirilen piring, suda
¢imlenebilen ve suda ¢dziinmiis oksijeni kullanarak gelisen tek tane tiiriidiir. Diinyadaki
sulama suyunun ortalama % 34 - 43' i piring yetistiriciliginde kullanilmaktadir
(Rajwade ve ark., 2018; Tas, 2021).

Celtik (Oryza sativa. L), misir ve bugdaydan sonra 6nemli bir tahil mahsulii
olarak diinyamin cesitli bolgelerinde iiretilmektedir. Insan populasyonundaki artisla
birlikte piring talebi de artmistir (Wu ve ark., 2019). Yerel Karacadag celtik ¢esidi,
cevresel kosullar bakimindan kritik yillar1 basariyla atlatabilmeleri, ayrica yerel tiiketici
isteklerini  karsilayan kalite Ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle vazgegilmez
niteliktedir. Karacadag celtiginin en dnemli 6zelligi rengi, aromasi, lezzeti ile bolge
halkinin en ¢ok aradigi gesit olmasi, bu bolgede yasayan insanlarin damagina hitap
etmesidir. Karacadag Celtiginin kalite 6zelliginin yetistirildigi bolgenin iklim ve toprak

ozelliklerinden ileri geldigi bilinmektedir (Kaya, 2013).

Celtik su istegi fazla olan bir bitki oldugu i¢in 6zellikle de su kaynakli metal
stresine maruz kalir. Bu nedenle Pb ve Cd gibi agir metal stresleri pirin¢ verimliligini
biiyiik ol¢lide sinirlar. Salisilik asit, jasmonatlar, indoleketik asit ve selenyum gibi bazi
ekzojen maddelerin daha once bitkilerde Pb stresini hafifletmede 6nemli sonuglar elde

ettigi bulunmustur (Gillani ve ark., 2021). Bitkiler, fitohormonlarinin seviyelerini



degistirerek metal ve metaloid kaynakli abiyotik stresle basa cikarlar. Abiyotik stres
kosullar1 altinda, kok hiicreler fitohormonlarin hizli sentezini uyarabilir (Zhang ve ark.,
2023). Hormon uygulanmasi bitkilerde metallerin birikimini azaltir, bitki biiylimesi ve

gelisimi de fitohormonlar tarafindan diizenlenebilmektedir (Verma ve ark., 2020).

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda da literatiire katki saglamak i¢in Oryza sativa
L. Hazro populasyonu bitkisinin kursun kirlenmesinin ardindan kullanilan iki farkl
elisitor (Salisilik asit ve Metil jasmonat) uygulamasi yapilarak fotosentetik pigment,
toplam protein, prolin, Pb, MDA igerigi ve toplam fenolik ile flavonoid igerikleri

analizlerine ait verilerin karsilastirmali bir sekilde degerlendirilmeleri amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan agir metal toksisitesi bitkilerin gelisim,
yapisal, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarinda degisimlere neden
olarak olumsuz yonde etkilemektedir. Agir metaller arasinda bulunan kursun, en sik

goriilen kirleticilerden biridir (Sedzik ve ark., 2015).

Zea mays L. gesitlerinin (Neelam ve Desi) yiiksek Pb (0, 10, 20 ve 30 ppm)
stresine maruz kalmasi kokiin bastirilmasina 6nemli derecede neden olmasina ragmen,
toprak {istlii organlarin biiyiimesinde minumum diizeyde etkili olmustur. Yiiksek Pb
konsantrasyonunda, Neelam cinsinde fotokimyasal verimlilik daha fazla etkilenmistir.
Aragtirict ¢esitlere gore degisen bu sonuclarin Pb birikimi ile ilgili oldugunu belirtmistir

(Ghani, 2010).

Pb’ nin, Elaeagnus angustifolia L. ¢eliklerinde kambiyum islevi iizerinde farkli
hormon kombinasyonlarmin etkileri arastirilmistir. Pb stres faktoriine maruzbirakilan
bitkiler ile kiyaslandiginda hormon uygulanan bitkilerde yapraklarin daha iyi gelistigini
belirtilmistir. Kullanilan hormon karisimlart kambiyum islevi iizerindeki Pb hasarlarini

onemli 6l¢iide iyilestirmistir (Gok, 2010) .

Cinko (Zn) ve Pb’ nin karalahana ve pazi bitkilerindeki etkilerinin aragtirilmis
oldugu ¢alismada, Zn verilen bitkilerin koklerinde fazla Zn birikimi meydana gelirken,
Pb uygulanan bitkilerin farkli dokularinda onemsenecek kadar birikim olmamuistir.
Uygulanan agir metalin cinsi ve yogunluguna bagli olarak yapraklarda klorozlar
meydana gelmistir. Ayrica tiim bitkilerde klorofil miktarinda da azalmalar olmustur

(Safak, 2011).

Farkli konsantrasyonlardaki kursunun misir (Zea mays L.) bitkisinin biiylimesi
izerine etkisinin incelendigi ¢aligmada; ¢imlenme, erken fide biiyiimesi, kok—siirgiin
uzunlugu, kok siirgiin taze ve kuru agirliklari, toplam protein igeriklerinde azalmalarin

meydana geldigi saptanmistir (Hussain ve ark., 2013).

Farkli yogunluklardaki kursunun bugday (Triticum aestivum L.) bitkisi
tizerindeki etkileri incelendiginde, siirgiin/kdk uzunlugu, siirgiin taze/kuru agirliklari,
filiz sayist gibi morfolojik gostergelerin azaldigi belirtilmistir. Ayrica uygulamada
kursunun, klorofil a ve b gibi fotosentetik pigmentlerin ve Na®, K" iyon igeriginin

azalmasina, fakat karoten iceriginin artmasina neden oldugu belirtilmistir. Kursunun



bugday bitkisinin biiylime ve gelismesi iizerinde hasar verici etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (Bhatti ve ark., 2013).

Su siimbiiliiniin (Eichhornia crassipes) kursun toleransi ile ilgili yapilan
uygulamada, kursunun zehirleyici etkisinin palizat ile siinger parankimasinin
kalinliginda ve stomada degisiklikler meydana getirdikleri goriilmiistiir. Kursunun
zehirleyici etkisi, kok anatomisinde herhangi bir etki meydana getirmezken, ksilem ve
floemde olumlu farkliliklar meydana getirmenin yani sira apoplastik yollarda engellerin
artmasini saglamistir. Ayrica kursun, yapraklarda tiim antioksidan enzimlerin artmasina

neden olmustur (Pereira ve arkadaslari, 2014).

Kursun (Pb) ve ¢inkonun (Zn) bir yasindaki Altuni Fener agac1 (Koelreuteria
paniculata) ve Zelkova agaci (Zelkova schneideriana) geng bitkilerinin biiyiimesi
tizerindeki etkisini arastirilmistir. Bitki organlarindaki Pb ve Zn igerikleri Olciilmiis,
sonuglar metal stresinin bitkideki fotosistem II (PS II)' nin fotokimyasal sondiirmesini
ve kuantum verimliligini azalttigini gostermistir. Ayni1 zamanda, maksimum net
fotosentetik oran, maksimum kuantum kullanim verimliligi ve organ biyokiitlesinin

azaldig1 saptanmistir (Huang ve ark., 2019).

Pb, bitki biiylimesine ve verimliligine zarar veren toksik bir agir metaldir. JA ve
SA gibi fitohormonlar ve prolin (Pro) gibi ozmoprotektanlar bitkilerin fizyolojik ve
biyokimyasal siireglerinde 6nemli bir rol oynar. Yapilan bir ¢aligmada JA, SA, Prolinin
ekzojen uygulamalarinin ve bunlarin kombinasyonunun misirda Pb stresi toleransi
tizerindeki etkileri arastirmistir. Pb maruziyeti musir bitkisinin biiylimesini, iriin
verimini, fotosentetik pigment igeriklerini ve mineral besin maddelerini (azot, fosfor ve
potasyum) azaltirken elektrolit sizintisinin ve malondialdehit (MDA) birikiminin,
ozmolitlerin, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin arttigi saptanmigtir.
Buna karsin JA, SA, Prolin ve bunlarin kombinasyonlarinin bitki biiylimesini ve
pigment biyosentezini arttirdigi ve elektrolit sizintisini, MDA birikimini ve Pb

konsantrasyonunu azalttigi rapor edilmistir (Sofy ve ark., 2020).

Piring (Oryza sativa L.) bitkileri ile kursun-metil jasmonatin (MJ) neden oldugu
molekiiler hiicre dinamikleri arasindaki etkilesimi incelemek i¢in bitkileri hidroponik
olarak tek basina veya kombinasyon halinde Pb ve MeJA uygulamasina maruz
birakilmistir. MeJA uygulamasi PCS1, PCS2 ve ABCCI genlerinin ekspresyonunu

modiile etmis, prolin ve klorofil metabolizmasini ayarlayarak kursun stresli pirincin



biiylimesini ve verimini arttirmigtir. Ayrica MeJA uygulamasi, antioksidan enzimlerin
aktivitesini artirarak ve MDA, hidrojen peroksit endojen seviyelerini azaltarak Pb
toksisitesine maruz kalan piring bitkilerinin oksidatif stresini hafifletmistir. Arastiricilar
calisma sonuclarinin, kursunla kirlenmis alanlarda saglikli gida iiretmek i¢in umut verici
bir stratejinin gelistirilmesi i¢in molekiiler bir anlayis ve hiicresel etkilesim semasi

saglayabildigi sonucuna varmiglardir (Salavati ve ark., 2021).

Salisilik asitin farkli konsantrasyonlarda (0, 0.1 ve 0.5 mM) ii¢ ekmeklik bugday
cesidindeki biyokimyasal 0Ozellikleri iizerindeki etkisini arastirmak i¢in ¢alisma
yapmistir. Pb konsantrasyonunun 0 ila 1,5 mM arasinda arttirilmasi, klorofil ve
karotenoidlerde azalmalara neden olmus, Pb seviyelerindeki artis ile protein, ¢oziiniir
seker igerigi ve prolin miktar1 da artmistir. Dolayisiyla SA uygulamalar1 ekmeklik
bugday (T. aestivum L.) ¢esitlerinin biyokimyasal ozelliklerini gelistirerek Pb' nin
etkisini 6nemli 6l¢iide azaltmigtir. Maksimum iyilesme 0,5 mM SA konsantrasyonunda
saglanmis ve SA uygulamasimin Pb'nin bugdaydaki olumsuz etkisini en aza indirmek

icin uygun oldugu sonucuna varilmistir (Gillani ve ark., 2021).

Uc agir metal olan kadmiyum (Cd), bakir (Cu) ve kursun (Pb) 'un ii¢ farkli
konsantrasyonda (100, 200 ve 300M) Mercan koskii (Origanum majorana L.) ve
Uzerlik otu (Peganum harmala L.) iizerindeki etkisini incelenmistir. Agir metallerle
kirlenmis toprakta ¢cimlenme ve antioksidan enzim aktiviteler 6l¢iilmiistiir. Glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve siiperoksit dismutazin aktivitesi her iki bitkide de
artmustir. Kok biyokiitlesi, kontrole kiyasla her iki bitki i¢in de stres altinda azalmis ve
koklerin siirgiinlerden daha fazla agir metal stresinden etkilendigi belirtilmistir.
Aragstiricilar her iki bitkinin de Cd, Cu ve Pb'nin neden oldugu oksidatif strese karsi
koruyan etkili bir antioksidan sisteme sahip oldugunu belirtmislerdir (Elallem ve ark.,
2022).

0.1 mM Pb (PbClI>) toksisitesine maruz kalan bugday bitkilerine yapraktan 0, 10
mM, 20 mM ve 40 mM olmak iizere 4 farkl asparagin uygulamasinin bitki fizyolojik
gelisimine ve antioksidan savunma sistemine olan etkilerini incelemek amaciyla yapilan
baska bir ¢alismada Pb toksisitesi bitkinin hidrojen peroksit, malondialdehid igerigini
arttirmis ve asparajin uygulamasi ile hidrojen peroksit ve MDA miktarinda azalma

gozlemlenmistir (Siiriicii, 2022).
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Ucg bezelye ¢esidini Cd stresine (0, 50, 100 pm) maruz birakmis ve 2 hafta
boyunca MeJA (0, 1, 5, 10 um) uygulanmistir. Kadmiyum stresi her ii¢ bezelye
cesidinin de fotosentetik pigment igerikleri azalirken Cd konsantrasyonundaki artis lipit
peroksidasyonunda 6nemli Olglide artisa yol agmistir. MeJA'nin eksojen uygulamasi,
antioksidan enzimlerde (sliperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz) aktivitesini,
fotosentetik pigmentleri ve PSII verimliligini arttirmistir. MeJA uygulamasi siirgiin ve
koklerin taze ve kuru agirliklarinin arttirarak bezelye cesitlerinin daha iyi biiylimesini

saglamistir (Manzoor ve ark., 2022).

Pb’nin fasulye (Vicia faba L.) bitkilerinde fizyolojik ve kimyasal etkisini
incelemek i¢in, Kursun Nitratin [Pb(NO3).] farkli dozlarimi (200, 500, 1000, 2000 ppm)
kum ve komposttan (50 / 100) olusan kiiltiir substratin1 eklenmistir. Bu ¢alismalarinin
sonucunda fasulye bitkilerinin kuru agirliginda, nispi su miktarinda ve klorofil pigment
iceriklerinde azalma oldugu goriilmiistiir. Ayrica koklerde ve saplarda sodyum (Na)' da

onemli bir azalma saptanmistir (Bouziani ve ark., 2023).

Pb stresi uyguladiklar1 misir bitkilerinin ekimden 40 giin sonra, kursun stresi
uygulanmayan musir bitkilerine oranla yaprak sayilarinda 6nemli Ol¢iide azalma

oldugunu saptanmistir (Alhammad ve ark., 2023).

Bakir (Cu) ve Kursun (Pb) tuzlarinin farkli konsantrasyonlarinin (200, 500 ve
1000 ppm) kis bugday bitkilerinde tohum ¢imlenmesi lizerindeki etkisini aragtirilmistir.
Agir metal stresinin PAL (Fenilalanin Amonyum Liyaz) enzimlerinin aktivitesinde ve
fenolik bilesiklerin birikiminde bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica
arastiricilarin yaptiklar1 calismada, toplam fenol ve flavonoidlerin en yiiksek igerigi,
genellikle test edilen agir metallerin en diisiik konsantrasyonunda (200 ppm)

gozlenmistir (Janczak-Pieniazek ve ark., 2022).

Kadmiyum stresi altinda 'Tiannong 9' (kadmiyuma toleransli) ve 'Fenghe 6'
(kadmiyuma duyarl1) misir ¢esitlerinde Hemin'in siikroz ve nitrojen metabolizmasi ile
endojen hormonlar {izerindeki etkilerini arastirilmistir. Sonuglar Hemin'in kadmiyum
stresi altinda misir yapraklarinda sakkaroz igeriginin ve NO3™ igeriginin artmasina,
NH4" igeriginin ise azalmasina isaret etmektedir. Kadmiyum stresi altinda yaprak ve
koklerdeki IAA ve GA igerikleri artmis, ABA, MeJA ve SA azalmistir. Arastiricilar

Hemin'in sakkaroz ve nitrojen metabolizmasini artirarak ve endojen hormonlari
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diizenleyerek misirdaki kadmiyum stresini hafifletebildigini ifade etmislerdir (Zhao ve
ark., 2023).

MeJA’ nin Se ile Cd stresi altinda aci1 biber biiylimesi tizerindeki birlesik
etkilerini incelenmistir. Sonuglar, Cd'nin toplam klorofil ve karotenoid birikimini
baskiladigini, fotosentezi azalttigini, nitrik oksit (NO) ve hidrojen peroksit (H202) gibi
endojen sinyal molekiillerinin icerigini arttirdigini gostermistir. Ayrica MeJA ve Se'nin
birlikte uygulanmasi, malondialdehit (MDA) birikimini 6nemli Olgliide azaltmis ve
antioksidan enzimlerin ve savunmayla ilgili enzimlerin aktivitelerini gelistirmistir

(Zhang ve ark., 2023).

Farkli Pb konsantrasyonlarina (0, 600, 800 mg/kg) maruz birakilan iki farkl
salkim fasulye ¢esidinde (RGC 1055 ve RGC 1066), metil jasmonatin (0, 10, 30 ve 50
uM) biiylime, antioksidan enzimler ve Pb alimi iizerindeki etkileri degerlendirilmistir.
Aragstiricilar MeJA'nin her iki g¢esitte de biliylimeyi, antioksidan enzimlerin aktivitesini
artirarak ve Pb birikimini azaltarak kursunun zararli etkisini arttirdigt sonucuna

varmistir (Sharma ve ark., 2023).

JA, SA, prolinin ekzojen uygulamalarinin ve bunlarin kombinasyonunun misirda
Pb stresi toleransi tizerindeki etkisini arastirilmistir. Pb'ye maruz kalma muisir bitkilerini
ciddi sekilde etkileyerek fotosentetik pigmentleri ve mineral (azot, fosfor ve potasyum)
besin maddelerini azaltmis malondialdehit (MDA) birikimini, ozmolitleri ve enzimatik
olmayan ve enzimatik antioksidanlari ise arttirmistir. JA, SA, prolin ve bunlarin
kombinasyonunun uygulanmasi bitki biiylimesini arttirmis ve pigment biyosentezini
tesvik etmistir. Ayrica MDA birikimi ve Pb konsantrasyonu azalmistir. Tiim
uygulamalar prolin ve toplam ¢oziiniir seker iiretimini, glutatyon, siiperoksit dismutaz,
katalaz, peroksidaz aktivitelerini, fenol ve mineral besin maddelerin miktarini arttirdi.
Arastiricilar uygulamalarin, misir bitkilerinin Pb toksisitesinin neden oldugu oksidatif
hasarin iistesinden gelme yetenegini arttirdigini 6zellikle de kombinasyonun biiylime ve

gelisme i¢in en etkili uygulama oldugunu rapor edilmistir (Sofy ve ark., 2020).

Nitrik oksit (NO) dondrii olan sodyum nitroprussidin (SNP, 0, 50 ve 100 uM)
uygulanmasinin Pb (0, 150 ve 300) altindaki piring bitkilerinin morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler tepkileri Tlzerindeki etkileri hidroponik kosullarda
arastirilmistir. Pb stresi, piring fidelerinde fotosentetik pigmentleri ve nitrojeni (N)

azaltmis ve hidrojen peroksit (H202), metilglioksal (MG), malondialdehit (MDA)
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birikimini arttirmistir. Bununla birlikte, SNP, klorofil ve prolin metabolizmasini
gelistirerek, klorofil ve prolin igerigini arttirmis ve Pb stresli piring fidelerinin

biiyiimesini uyarmistir (Sayyadi ve ark., 2023)

Pb stresi altindaki kenaf bitkilerinde eksojen metil jasmonatin (MeJA) metal
alimi lizerindeki etkileri ve metal toksisitesini azaltma yetenegi arastirilmistir. Sonuglar,
MeJA 6n uygulamalarinin test edilen tiim konsantrasyonlarda bitki kuru agirligini, bitki
boyunu ve kok yapisini onemli Olclide arttirdigini ortaya cikardi. Ancak MeJA
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte siirgiindeki biyoakiimiilasyon faktorii baslangigta
azalmis ve daha sonra artmigtir. MeJA 6n uygulamasi, enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar1 da artirarak lipid peroksidasyonunu, O2" ve H2O: birikimini azaltmis ve

Pb stresi altinda fotosentetik pigment icerigini de geri kazandirmistir (Mubeen ve ark.,
2024).

Kursunun bitkiler izerindeki toksik etkilerini ve buna bagli olarak Pb' ye
toleransh bitkiler gelistirmek i¢in birden fazla farkli teknolojilerin (biyoinformatik,
biyoteknoloji) bir aradaki etkileri arastirilmistir. Bu baglamda yiiksek seviyelerde
kursuna maruz kalan bitkilerde, oksijen iireten kompleks, organel biitiinliigli, fotosistem
II baglantist ve elektron tagima zinciri dahil ¢ok sayida temel metabolik faaliyetin
bozuldugunu saptanmistir. Ayrica, biyoinformatik ile entegrasyonun ve biyoteknolojik
araglarin  kullanimimin Pb' ye toleransli mahsullerin gelistirilmesine yardime1

olabilecegini rapor edilmistir (Ilyas ve ark., 2024).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Bu ¢alisma Batman Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Arastirma Laboratuar1 ile Merkezi Laboratuvar Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde
yiritilmistir. Calismada, baslangig materyali olarak, yerel {ireticilerden temin edilmis
olan yerel Karacadag celtik ¢esidinin Hazro popiilasyonuna ait olgun tohumlar

kullanilmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Karacadag celtik ¢esidi (Hazro popiilasyonu) tohumlarinin genel goriiniimi

Karacadag celtiginin silirgiin boyu ortalama 104 cm’ dir. Yaprak durumu
horizontal olup salkimlar1 yere yatiktir. Celtik taneleri sar1 renkli ve uzun olup 1000
tane agirh@gr 28 g’ dir. 135 giinde olgunlasan Karacadag celtigi, 500-600 kg/da verim
potansiyeline sahip, piring randimani % 60 olan bir ¢esittir (Anonim, 2015).

Celtik Bitkisinin Takson Hiyerarsisi:

Alem: Plantae

Boliim: Angiosperms
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Simif: Monocots
Takim: Poales
Aile: Poaceae
Cins: Oryza

Tiir: Oryza sativa L.

3.2. Yontem

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

7a Hoagland (Hoagland ve Arnon, 1938) besin ¢ozeltisi i¢in; litre basina toz haldeki
“Hoagland’s No. 2 Basal Salt Mixture”’den 0.4 gram (g) tartilarak toplam hacim 1 It
olacak sekilde distile suda eritildi.

100 ppm kursun ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; hassas terazide 0,1658 g kursun nitrat
[Pb(NOs),] tartildi. Kursun nitrat 100 mL' lik volumetrik siseye aktarildi. Damitilmis su
eklenerek sise yaklasik 3/4'tine kadar doldurulup, ¢6zelti tamamen ¢oziinene kadar sise

vortekslendikten sonra damitilmis su ile 100 mL' ye tamamland.

400 ppm kursun ¢ozeltisi hazirlamak igin; hassas terazide 0,6632 g tartilan kursun
nitrat [Pb(NO3).], 100 mL' lik volumetrik siseye alindi. Bir miktar distile su eklenerek
vortekslendikten sonra distile su ile sise 100 mL' ye kadar tamamlanarak ¢ozelti hazir

hale getirildi.

2 mM Salisilik Asit ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; hassas terazide 0.27624 g salisilik asit
tartildi. Tartilan salisilik asit bir karistirma kabina aktarilip, az miktarda distile su ile
tamamen c¢Ozlinene kadar iyice kanstirildi. Coziinmiis salisilik asit balon jojeye
aktarilip, distile su ile 100 ml’ ye kadar tamamlandi. Daha sonra ¢ozelti homojen hale

gelene kadar iyice karistirilip, ¢ozelti hazir hale getirildi.

20 mM Salisilik Asit ¢dzeltisi hazirlamak i¢in; hassas terazide 5,5248 g miktarinda
tartilan salisilik asit az miktarda distile su ile tamamen ¢6ziinene kadar vortekslendi.
Daha sonra balon jojeye aktarilip, distile su ile 100 ml’ ye kadar tamamland1 ve ¢ozelti

hazir hale getirildi.
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20 uM Metil Jasmonat ( MeJA ) ¢dzeltisi hazirlamak i¢in; yogunlugu 1,03 olan %
95’ lik safliktaki ¢ozeltinin once molaritesi hesaplandi. Hesaplanan molariteye gore,
cozeltiden 0,045 ml alinarak distile su ile hacim 100 ml’ ye tamamlandi. Daha sonra bu

karisim vortexlenerek, ¢ozelti hazir hale getirildi.

100 uM Metil Jasmonat ( MeJA ) ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; yogunlugu 1,03 olan %
95 lik safliktaki ¢ozeltiden 0,225 ml alinarak distile su ile hacim 100 ml’ ye

tamamlandi. Daha sonra bu karisim vortexlenerek, ¢ozelti hazir hale getirildi.

3.2.2. Celtik Bitkilerinin Yetistirilmesi

Diyarbakir Karacadag yerel celtiginin benzer dolgunluk ve biiylikliige sahip
tohumlar1 %5°lik sodyum hipokloritte (NaOCI) 3 dakika bekletildikten sonra steril saf
su ile ¢alkalanarak NaOCI’den arindirildi. Yiizey sterilizasyonu saglanan tohumlar,
imbibisyon islemi i¢in yaklasik 24 saat siire ile distile su igerisinde bekletildi.
Sterilizasyon ve imbibisyon islemlerinden sonra tohumlar, torf, perlit ve toprak (3:3:1
oraninda) igeren saksilara ekilerek, bitki biiyiime odasinda gelismeye birakildi. 4
haftalik gelisim siirecinde haftada 2 defa olmak suretiyle 4 Hoagland besin soliisyonu

ile sulandi1 (Sekil 3.2. ve 3.3.).

Celtik tohumlarinin ¢imlendirilmesi, gelisimi, kursun stresi ve elisitor
uygulamalarinin tiimii optimum kosullarin saglandigi biiyiime odasinda yapilmistir.
Biiyiime odas1; 30-60 pm/m?2s! 1s1k siddetine sahip civali Fliioresan lambalar (400 W,
MBFR/U, Thorn) ve ortam sicakligini 25+£2°C de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi
bulunmaktadir. Ayrica biiylime odasinin 151k periyodu 16 saat aydinlik 8 saat karanlik
olacak bigimde ayarlanmistir (3000-5000 Liix).
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Sekil 3.2 Celtik tohumlarinin ekimden sonra 1  Sekil 3.3 Celtik tohumlarinin kimden sonra 4
haftalik goriiniimii haftalik goriiniimii

3.2.3.Kursun Stresi ve Elisitor Uygulamalari

4 haftalik gelisim peryodundan sonra Pb stresinin olusturulmasi i¢in fidelere farkl
konsantrasyonlarda (0, 100 ve 400 ppm) kursun nitrat [Pb(NO3),] uygulamasi 14 giin
(haftada 2 defa) siiresince yapildi. Daha sonra bitkiler Tablo 3.1.’de belirtildigi sekilde
gruplara ayrild1 (Tablo 3.1.) ve 14 giin boyunca farkli konsantrasyonlardaki elisitor
(Salisilik Asit ve Metil Jasmonat) ile kursun stresi uygulanmaya devam edildi. (Sekil
3.4ve3.b5)

N

Sekil 3.4. 400 ppm Pb uygulamasina maruz Sekil 3.5. 400 ppm Pb+2mM SA+20 uM MeJA
birakilan  ¢eltik  bitkilerinin 14 uygulamasindaki ¢eltik Dbitkilerinin
giinliik gelisimi 14 giinliik gelisimi
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Tablo 3.1. Elisitor ve kursun stresi uygulamalari

Kontrol- 0 ppmPb(NO3z),uygulamasi

100 ppm Pb(NO3),uygulamasi

400 ppm Pb(NO3),uygulamasi

100 ppm Pb(NO3),+ 2 mM SA uygulamasi

100 ppm Pb(NOs), + 20 mM SA uygulamasi

100 ppm Pb(NOs), + 20 uM MeJA uygulamasi

100 ppm Pb(NO3), + 100 uM MeJA uygulamasi

400 ppm Pb(NO3), + 2 mM SA uygulamasi

400 ppm Pb(NO3), + 20 mM SA uygulamasi

10. 400 ppm Pb(NO3), + 20 uM MeJ A uygulamasi

11. 400 ppm Pb(NO3), + 100 uM MeJA uygulamasi

12. 100 ppm Pb(NOs3), + 2 mM SA + 20 uM MeJA uygulamasi
13. 400 ppm Pb(NO3), + 2 mM SA + 20 uM MeJA uygulamasi

CoNOOR~LNE

Salisilik asit, metil jasmonat ve iki elisitoriin birlikte uygulandigi denemeler
yapraktan piiskiirtme seklinde yapildi ve tiim uygulamalar ii¢ tekrarli olarak yiiriitiildii
(Sekil 3.4).

T ——

raz2

Sekil 3.6. Celtik bitkilerine kursun stresi ve elisitor uygulamalari

14 giinliik elisitor ve kursun stresi uygulamasi sonrast, her bir uygulamadan alinan
yaprak Ornekleri kurutulup toz haline getirildikten sonra yapilacak analizlere gore serin
ve kuru bir ortamda ve/veya sivi azotta Ogiitiilerek derin dondurucuda (-42 °C)

saklanmak suretiyle hazir hale getirildi (Sekil. 3.5. ve 3.6.).
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Sekil 3.7. Hasat sonrasi sivi azot ile Orneklerin Sekil 3.8. " Hasat sonrasi orneklerin
muhafazaya hazirlanmasi kurutulmaya birakilmasi

3.2.4. Olciim ve analizler

3.2.4.1. Fotosentetik pigment iceriklerinin belirlenmesi

Klorofil a, klorofil b ve karotenoid igerigi Olglimleri Arnon (1949)' a gore
yapilmugtir. Rastgele alinan 0.25 g taze yaprak 6rnekleri 2 mL % 80'likasetonla havanda
homojenize edilmistir. Homojenat filtre kagidindan siizdiiriilerek daha sonra % 80’lik
aseton ile 5 mL' ye tamamlanmistir. Ekstraktlar 5000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilerek,
absorbans degerleri spektrofotometrik olarak klorofil a 663, klorofil-b645 ve karotenoid
480 nm’ de alinmistir. Fotosentetik pigment miktar 6lgiim caligmalart 3 tekerriirlii

olarak, agsagidaki formiile gore hesaplanmistir:
mg klorofil-a / g doku = [AA663 x 12.70 — A A645 x 2.69] (V/1000xW)
mg klorofil-b / g doku =[AA645 x 22.90 — A A663 x 4.68] (V/1000xW)

mg karotenoid / g doku = [AA480 +AAG663 x 0.114 — AA645 x 0.638/112.50]
(V/1000XW)
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Esitliklerde; A, ekstraktin belirtilen dalga boyundaki absorbans degerini; V, % 80’
lik asetonun ml olarak son hacmini; W, ekstre edilen dokunun g olarak yas agirligini

gostermektedir.

3.2.4.2. Malondialdehit (MDA) Miktarinin Belirlenmesi

Celtik yapraginin dokularinda olusan hiicre membran hasarmi 6lgmek i¢in lipit
peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA miktar1 tiyobarbitiirik asit (TBA) testi ile
belirlendi. Lipit peroksidasyonunun 6lgiisii olan MDA igerigi Ohkawa ve ark. (1979)’
na gore belirlenmistir. 100 mg' lik Ornekler tartilarak, iizerine 2 ml %5' lik
trikloroasetikasit (TCA) eklenerek homojenizasyon saglanmistir. Hazirlanan bu karisim
25 °C 12000 rpm' de 20dakika siire ile santrifiij edilmistir. 0.4 pl siipernatant ve i¢inde
% 0.5 oraninda tiyobarbitiirik asit (TBA) bulunan 0.4 pl %20'lik TCA ¢ozeltisi i¢eren
reaksiyon karisimi, 95 °C' lik sicak su banyosunda 1 saat tutulduktan sonra reaksiyonu
durdurmak amaciyla buz banyosuna konulmus ve 10000 rpm 10 dakika santrifiijlenerek
karisimlarin absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometre yardimiyla 532 nm dalga
boyunda kore karst okunmustur. Yaprak dokularindaki MDA miktari, standart 1,1,3,3-
Tetracthoxypropane (MDA) grafiginden elde edilecek esitlik kullanilarak

hesaplanmuistir.

y = 0,0023x + 0,0241
R? = 0,991 e

Absorbans (532 nm)
®

Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.9. MDA standart egrisi
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3.2.4.3. Prolin iceriginin belirlenmesi

Prolin miktar1 spektrofotometrik olarak Asit Ninhidrin metodu ile belirlenmistir
(Bates ve ark., 1973). 100 mg taze yaprak ornegi % 40’lik 2 ml metanol ile ekstrakte
edilerek 1 ml ekstrakt, 1 ml glasiyal asetik asit ve 6 M ortofosforik asitten (3:2 v/v)
olusan karigim iizerine 25 mg ninhidrin ilave edilerek 1 saat siire ile 100 °C de
inkiibasyona birakilmistir. Sonraki asamada ise karisimlarin bulundugu tiipler
sogutularak 5 ml toluen ilave edilmistir. Yaprak Orneklerinin prolin miktarmin

belirlenmesi i¢in tiiplerin iist kisminda olugsan fazin absorbans degeri 528 nm dalga

boyunda dl¢ililmiistiir.
0,12
0,1 y=0,3313x+0,0191 °

- R2=0,9445 &

£ 008 [T e @

£ N T

w 006 | e

For - .

5 0,04 X

0 .. _____

o

< 002 @

0e
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Konsantrasyon (mM)

Sekil 3.10. L-Prolin standart egrisi

3.2.4.4. Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde iceriklerinin Belirlenmesi

Toplam fenolik igerigi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmak {izere gallik asite es
deger olarak tespit edilmistir (Slinkard ve Singleton, 1977). Ekstrelerin 1000 ppm
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanarak 100 pg ekstre igeren 6rnek ¢ozeltileri distile su
ile 4.6 mL’ ye tamamlanarak, bu karisima 100 pL Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) ve 3
dakika sonra %?2’lik Na2COs ¢ozeltisinden 300 pL ilave edilerek oda sicakliginda iki
saat boyunca inkiibe edilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltileri i¢in de
ayni islem wuygulanarak inkiibasyon sonrasinda 760 nm dalga boyunda

spektrofotometrik l¢tim alinmistir.
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Sekil 3.11. Galik asit standart egrisi

Toplam flavonoid miktarlart kersetine esdeger olarak aliiminyum nitrat yontemi ile
belirlenmistir (Moreno ve ark., 2000).1000 ppm’ lik kersetin ¢6zeltisi hazirlanmis ve bu
¢ozeltiden 0,25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 ve 200 pL alinarak hacimleri % 80’ lik
etanol ile 4.8 mL’ ye tamamlanmistir. Daha sonra karisimin iizerine 0.1 mL 1 M
potasyum asetat ve bir dakika sonra 0.1 mL %10’luk aliiminyum nitrat ilave edilecek ve
40 dakika inkiibasyon siiresinden sonra 415 nm’ de kontrole karsi UV

spektrofotometresinde absorbanslar: okunmustur.

0,4
035 y = 0,1269x - 0,0112 g
R?=0,9951
0,3 '
E o025 e
9 02 .
ol
@ 0,15 L~ e
£ .
2 0,1
2
£ 005 .
N
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Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 3.12. Kersetin standart egrisi
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3.2.4.5. Toplam Protein iceriginin Belirlenmesi

Celtiklerin kok ve yesil aksamlarinin protein analizi Lowry ve ark. (1951)’nin
yontemine gore yapilmistir. 0,5 gram taze materyal 0,1 M fosfor tamponunda (pH 7)
homojenize edildikten sonra 12000 rpm’de 10 dakika santifriij edilmistir.
Stipernatanttan 0,3 mL alinmis, iizerine alkali ¢ozelti ilave edilip 15 dakika oda
sicakliginda belirtilmistir. Daha sonra Folin-Ciocalteu ayiraci eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda bekletilmis ve 750 nm dalga boyunda absorbans okunmustur. Standart

olarak bovin serum albumin (BSA) kullanilmistir.

3.2.4.6. Kursun Derisimlerinin Belirlenmesi

Kursun (Pb) derisimlerini belirlemek i¢in kurutularak ogitiilmiis Orneklerin
tizerine yogunlastiritlmis HNO3 ilave edilmis ve oda sicakliginda bekletilmistir. Daha
sonra 1s1s1 ayarlanabilen 1sitici tabla lizerinde renkli buharlar kayboluncaya kadar yavas
yavas 1sitilmistir. Orneklerin tiimii buharlastiktan ve dipteki tortu kuruduktan sonra HCI
ile sulandirilan 6rneklerdeki Pb derisimleri atomik absorbsiyon spektrofotometresi

kullanilarak belirlenmistir (Colak 2009).



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Fotosentetik Pigment iceriklerinin Belirlenmesi

Pb stresinin fotosentetik pigment
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igerikleri iizerinde meydana getirdigi

degisimlerin belirlenmesi amaciyla yerel Karacadag celtik (O. sativa L.) ¢esidindeki

klorofil-a, klorofil-b ve toplam karotenoid igerigi incelenmis ve sonuglar Tablo 4.1 ve

Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. O. sativa L. bitki ekstrelerinin fotosentetik pigment igeriklerinde meydana gelen degisimler*

Elatreler Koo Kiorofd g

(mg/g TA)
Kontrol 1,207+0,466" 0,517+0,051° 3,769+1,235¢
100ppm Pb 1,355+0,1824 0,494+0,494 3,720+1,336°
400ppm Pb 1,238+0,222f 0,452+0,452K 3,068+1,010f
100ppm Pb+2mM SA 1,451+0,058° 1,051+0,517° 4,312+0,215°
100ppm Pb+20mM SA 1,016+0,050' 0,427+0,427% 3,099+0,156F
100ppm Pb+20uM MeJA 1,150+0,069k 0,390+0,390' 3,722+0,637¢
100ppm Pb+100uM MeJA 1,237+0,033f 0,461+0,461" 3,706+0,137¢
400ppm Pb+2mM SA 0,996+0,342! 0,369+0,369' 3,45740,153¢

400ppm Pb+20mM SA
400ppm Pb+20uMMeJA
400ppm Pb+100uM MeJA

1,259+0,210f
1,320+0,355°¢
1,389+0,331°¢

0,560£0,560°
0,619+0,619°
0,9700,450°

3,713+0,070¢
4,112+1,029¢
4,681+0,710°

100ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA
400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA

1,179+0,564K"
1,536+0,100?

0,450+0,450%"
2,737+0,6072

3,871+0,677¢
5,528+0,767%

*Degerler 3 paralel dlgiimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmis olup, ayni siitundaki farkls

harfler ortalamalar arasindaki 6nemi ifade etmektedir (p<0.05).

Klorofil-a igerigi i¢in sonuglar incelendiginde;

100 ve 400 ppm Pb

uygulamasinda kontrol grubuna gore bir artis oldugu ve bu artigin istatistiksel olarak da

anlamli oldugu goriilmiistiir. Pb toksisitesine yanit olarak kontrole gore meydana gelen

bu artig, bitkinin klorofil-a icerigi bakimindan stresten etkilenmedigini gostermektedir

(Tablo 4.1). 100 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi sonucu, klorofil-a igerigi

bakimindan en fazla yiikselme 2 mM SA eklenen deney grubunda (1,451 mg/g TA) elde

edilmistir. 400 ppm Pb toksisitesinde ise elisitér eklenmesi sonucu klorofil-a i¢eriginde

genel olarak (2 mM SA haric) artislar gézlenmis ve dolayusyla Pb stres faktoriine karsi
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celtik bitkilerinde iyilestirmeler oldugu sonucuna varilmistir. Klorofil-a igerigi
bakimindan en yiiksek artis 1,536 mg/g TA degeri ile 400 ppm Pb+2 mM SA+20 uM
MelJA uygulanan deney grubunda olmus ve Pb toksisitesini iyilestirici etki gosterdigi

gorilmistir (Sekil 4.1).

Klorofil-b  igerigi i¢in  sonuglar  degerlendirildiginde, Pb’nin  iki
konsantrasyonunda da kontrol grubuna gore azalmanin oldugu ve dolayisiyla bitkinin
klorofil-b igerigi bakimindan Pb toksisitesinden etkilendigi goriilmiistiir (Tablo 4.1).
100 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi ile en fazla klorofil-b igerigi
yiikselmesinin 2 mM SA eklenen deney grubunda (1,051 mg/g TA), en diisiikk miktarin
ise 20 uM MeJA (0,390 mg/g TA) eklenen grupta oldugu goriilmiistiir. Genel olarak
100 ppm Pb toksisitesinde 2mM SA eklenen grup haricinde diger gruplarda klorofil-b
iceriginde diisiis goriilmiistiir. 400 ppm Pb toksisitesinde ise, elisitorlerin eklenmesi ile
en fazla klorofil-b igerigi yiikselmesinin 2,737 mg/g TA ile 2 mM SA+20 uM MeJA
uygulanan deney grubunda oldugu goriilmiistiir. 400 ppm grubunda en fazla diisiislin 2
mM SA uygulamasinda (0,369 mg/g TA) oldugu, diger deney gruplarinda ise yiikselis
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1).

100 ile 400 ppm Pb stres faktoriine maruz birakilan geltik bitkilerinde toplam
karotenoid miktarlar1 bakimindan kontrole gore azalmanin goriildiigii ve dolayisiyla
bitkilerin stresten etkilendigi sonucu ¢ikarilmigtir (Tablo 4.1). Elisitorlerin ayr1 ayri
uygulanmasi 100 ppm Pb toksisitesindeki gruplarda diisiik konsantrasyonlarda
karotenoid igeriginde artisa, yiiksek konsantrasyonlarda ise diisiise yol agmistir. Yani
tek basina uygulamada, elisitor konsantrasyonu arttikca toplam karotenoid igeriginde
diistis gozlenmistir. En fazla artis 2 mM SA eklenen deney grubunda (4,312 mg/g TA)
olmus ve en diisikk miktar 20 mM SA (3,099 mg/g TA) eklenen grupta elde edilmistir.
400 ppm Pb toksisitesinde elisitor uygulamasi tiim gruplarda toplam karotenoid
igerigini arttirmis ve istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Klorofil-a ve klorofil-b
iceriginde oldugu gibi toplam karotenoid igeriginde de en yiiksek artis iki elisitdriin
birlikte uygulandigi (2 mM SA+20 uM MeJA) gruptan elde edilmis ve bu grupta Pb

stresini iyilestirici etki gosterdigi goriilmistiir (Sekil 4.1).
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. m Kontrol ®mH1 wH2 mH3 mH4 »H5 mH6 mH7 mH8 mH9 mH10 mH11 mH12

0 I h I|I||I

Klorofil-a igerigi Klorofil-b igerigi Toplam karotenoid igerigi

w H (6]

Fotosentteik pigment igerigi (mg/g TA)
N

Sekil 4.1. O. sativa L. bitki ekstrelerinin fotosentetik pigment iceriklerinde meydana gelen
degisimler (H1: 100ppm Pb; H2: 400ppm Pb; H3: 100ppm Pb+2mM SA; H4: 100ppm Pb+20mM SA,;
H5: 100ppm Pb+20uM MeJA; H6: 100ppm Pb+100uM MeJA; H7: 400ppm Pb+2mM SA; H8: 400ppm
Pb+20mM SA; H9: 400ppm Pb+20uMMeJA;H10: 400ppm Pb+100uM MelJA; H11: 100ppm Pb+2mM
SA+20uM MeJA; H12: 400ppm Pb+2mM SA+20uM MelA)

4. 2. Malondialdehit (MDA) Miktarinin Belirlenmesi

Bitkilerde biyotik ya da abiyotik streslerin oncelikli etkilerinden biri olarak
gosterilen lipid peroksidasyonu yani yaglarin yiikseltgenmesi sonucu bozulmasi
neticesinde ortaya ¢ikan son friinlerinden biri olan MDA analizleriyle Karacadag
celtiklerinin Hazro popiilasyonunda stresin oOncelikli hedefi olan membranlardaki

etkileri deneylenip sonuglar arastirilmistir (Tablo 4.2 ve Sekil 4.2).



Tablo 4.2. O. sativa L. bitki ekstrelerinin MDA igeriklerinde meydana gelen degisimler

Ekstreler

Lipid peroksidasyonu
Derecesi (umol/g TA)
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Kontrol

1,224+0,037™

100ppm Pb
400ppm Pb

2,078+0,070°
3,700+0,034%

100ppm Pb+2mM SA
100ppm Pb+20mM SA
100ppm Pb+20pM MeJA

1,593+0,014k
3,541+0,046°
1,958+0,042f

100ppm Pb+100uM MeJA 2,421+0,0319
400ppm Pb+2mM SA 2,736+0,032°¢
400ppm Pb+20mM SA 1,53620,094
400ppm Pb+20uM MeJA 2,423+0,0424

400ppm Pb+100uM MeJA

1,107+0,057"

100ppm Pb+2mM SA+20puM MeJA
400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA

1,842+0,040"
0,537+0,078°

* Degerler 3 paralel dlgiimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmis olup, ayn1 siitunda
gosterilen farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi ifade etmektedir (p<0.05).

Kontrole gore (1,224 pmol/g TA) 100 ppm Pb uygulamasinda MDA diizeyinin
yaklagik 2 katartarak 2,078 pmol/g TA oldugu, 400ppm’ de ise yaklasik 3 kat artarak
3,700 pumol/g TA oldugu gozlenmistir (Tablo 4.2). Dolayisiyla deney gruplarinda lipit
peroksidasyonunu en fazla artirarak bitki hiicrelerine en fazla zarar veren grubun 400
ppm Pb toksisitesi ile olusturulan uygulamada oldugu gorilmistir. Bu da Pb
toksisitesinin geltik bitkilerinde lipit peroksidasyonuna sebep olup, strese yol agtigini
gostermektedir. 100 ppm Pb toksisitesine maruz kalan bitkilerde diisiik SA ve MeJA
uygulamasi lipid peroksidasyonunda diisiise, yliksek uygulamalar ise artisa yol agmuistir.
En fazla MDA miktar1 20 mM SA eklenen deney grubunda (3,541 pumol/g TA), en
diigiik miktar 2 mM SA (1,593 umol/g TA) eklenen grupta olmustur (Tablo 4.2).

400 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi ile olusturulan gruplar diisiik
MDA igerigi gostermis ve bu diisiisler istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur
(Tablo 4.1). En fazla MDA miktarlar1 azalmasinin 0,537 pmol/g TA ile 2 mM SA+20
uM MeJA uygulanan deney grubunda oldugu goriilmiistiir. Bu durum, bu uygulamada
lipit peroksidasyonun engellendigini ve Pb stresine karsi koyarak MDA igerigini
diisiirdiigii sonucu ¢ikarilmasina yol agmustir. Bu durum, hiicre membran zararinda
ortaya ¢itkan MDA miktarin1 azaltip, lipit peroksidasyonunu azaltan ve boylelikle Pb
stresine karst direnci ortaya c¢ikaran SA ve MeJA elisitorlerinin kombine etkisidir

(Tablo 4.2 ile Sekil 4.2).



27

m Kontrol mH1 mH2 mH3 mH4 " H5 mH6 mH7 mH8 mH9 mH10 mH11 mH12

3,5

w

2,5

0 II|I|IIIIIII.

Sekil 4.2. O. sativa L. bitki ekstrelerinin MDA iceriklerinde meydana gelen degisimler (H1: 100ppm
Pb; H2: 400ppm Pb; H3: 100ppm Pb+2mM SA; H4: 100ppm Pb+20mM SA; H5: 100ppm Pb+20uM
MeJA; H6: 100ppm Pb+100uM MeJA; H7: 400ppm Pb+2mM SA; H8: 400ppm Pb+20mM SA; H9:
400ppm Pb+20uMMeJA;H10: 400ppm Pb+100uM MeJA; H11l: 100ppm Pb+2mM SA+20uM MelA;
H12: 400ppm Pb+2mM SA+20uM MelA)

N

1

€]

Lipid peroksidasyonu derecesi (umol/g TA)

0
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4. 3. Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde I¢eriklerinin Belirlenmesi

Bitkilerde bulunan fenolik ve flavonoid bilesikler, 6zellikle stres durumlarinda
ortaya ¢ikan sekonder metabolitlerin basinda gelir. Bu bilesikler basta zararli canlilara
kars1 dogal savunma mekanizmalarint olusturmalarinin yaninda abiyotik stres
kosullarinda da ortaya ¢ikmaktadir. Karacadag celtiginin Pb agir metali toksisitesine
kars1 uygulanan elisitorlere (SA ve MelJa) gosterdigi degisimler toplam fenolik ve
flavonoid madde miktarlar1 bakimindan incelenmis ve bu degisimler Tablo 4.3 ile Sekil

4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.3. O. sativa L. bitki ekstrelerinin toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinde meydana gelen

degisimler*®
Ekstreler Toplam Fenolik Icerigi Toplam Flavonoid igexigi
(ng GAEs/mg ekstre) (ng QEs/mg ekstre)™
Kontrol 71,584+1,224¢ 226,565+2,080"
100ppm Pb 56,024+0,190" 243,383+1,969™
400ppm Pb 61,858+0,138™ 391,363+0,811¢

100ppm Pb+2mM SA
100ppm Pb+20mM SA
100ppm Pb+20pM MeJA
100ppm Pb+100puM MeJA

66,741£1,017%
45,525+1,034°
67,974+2,034"
61,858+1,069™

487,323+1,696"
310,040+1,744"
452,979+1,077°
299,141+2,249%

400ppm Pb+2mM SA
400ppm Pb+20mM SA
400ppm Pb+20uM MeJA
400ppm Pb+100uM MeJA

70,110+1,085°
74,750+2,048°¢
72,860+2,010°
83,251+1,328

357,020+0,956°
229,343+1,686"
314,141+2,249f
285,575+1,235'

100ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA
400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA

66,136+2,051'
92,249+1,1212

301,414+1,811F
553,030+1,6492

“Degerler 3 paralel dlgiimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmis olup, farkli harfler
ortalamalar arasindaki 6nemi ifade etmektedir (p<0.05). ii Gallik asite esdeger toplam fenolik madde
miktari. iii Kersetine esdeger toplam flavonoid madde miktari

4.3.1. Toplam Fenolik Bilesiklerin Degisimi

Kursun stresine maruz kalan celtik bitkilerinin yapraklarindaki toplam fenolik
bilesik miktarlar1 Pb’ nin iki konsantrasyonda da (100 ppm ve 400 ppm) kontrol

grubuna gore azalmanin oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.3).

100 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi toplam fenolik madde
igeriginde genel anlamda artisa yol agmistir (20 mM SA harig). 100 ppm Pb
toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi ile en fazla fenolik igerigin yilikselmesinin 20 uM
MeJA eklenen deney grubunda (67,974 ug GAEs/mg), en diisiik miktarin ise 20 mM
SA (45525 pg GAEs/mg) eklenen grupta oldugu gorilmiistir (Tablo 4.3). Pb
toksisitesinde elisitér eklenmelerinin ardindan bahsedilen iyilesmelerin gergeklesmesi,
SA ve MeJA’nin toksisiteye kars1 bitkiyi korudugu sonucunun ¢ikarilmasma yol

acmistir.

400 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi ile toplam fenolik madde

miktarinin arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak da anlamli oldugu goriilmistiir. 400
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ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi ile 2 mMM SA eklenen grup hari¢ tim
uygulamalarda artis olmus ve en yiiksek artis 92,249 ng GAEs/mgile 2 mM SA+20 uM
MeJA uygulanan deney grubunda oldugu goriilmiistiir(Tablo 4.3).Sonug olarak toplam
fenolik iceriginde 400 ppm agir Pb toksisitesinde g¢eltik bitkilerine elisitorlerin
eklenmesi ile genel olarak iyilestirici etki gosterdigi goriilmiistiir. En ¢ok iyilesmenin de

iki elisitoriin birlikte uygulandig1 grupta oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 O. sativa L. bitki ekstrelerinin toplam fenolik madde iceriklerinde meydana gelen
degisimler (H1: 100ppm Pb; H2: 400ppm Pb; H3: 100ppm Pb+2mM SA; H4: 100ppm Pb+20mM SA;
H5: 100ppm Pb+20uM MeJA; H6: 100ppm Pb+100uM MeJA; H7: 400ppm Pb+2mM SA; H8: 400ppm
Pb+20mM SA; H9: 400ppm Pb+20uMMeJA;H10: 400ppm Pb+100uM MelJA; H11: 100ppm Pb+2mM
SA+20uM MeJA; H12: 400ppm Pb+2mM SA+20uM MelA)

4.3.2. Toplam Flavonoid Bilesiklerin Degisimi

Kursun stresine maruz kalan ¢eltik bitkilerinin yapraklarindaki toplam flovanoid
madde miktarlart kontrol grubu ile kiyaslandiginda, hem 100 hem de 400 ppm Pb
konsantrasyonunda artmanin goriildiigli, dolayisiyla Pb toksisitesinden flavonoidmadde

igeriginin ¢ok fazla etkilenmedigi goriilmiistiir (Tablo 4.3).
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100 ppm Pb uygulamasinda eklenen elisitorler toplam flavonoid madde igerigini
arttirmig ve bu artis istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Hem SA hem de MeJA
uygulamalar1 i¢in konsantrasyon arttikca flavonoid madde igeriginde diisiis
gozlenmistir. Toplam flavonoid madde igerigi yoniinden 100 ppm Pb uygulamalarinda
en yiiksek artis 2 mM SA eklenen deney grubunda (487,323 ug GAEs/mg) olurken en
diisiik miktar 100 uM MeJA (299,141 pg GAEs/mg) eklenen gruptan elde edilmistir.
Elisitorlerin diislik konsantrasyondaki ayr1 ayr1 uygulanmasi, birlikte uygulamadan daha
yiiksek flavonoid madde igerigine sahip olup, stresin iistesinden gelmede daha etkili

olmustur.

400 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin tek tek eklenmesi ile flavonoid madde
iceriklerinin kendi kontroliine gore (400 ppm Pb stresi uygulamasi) genel olarak
azaldigr gorilmistir. Bu durum, Pb toksisitesine karsi elisitorlerin ayr1 ayri
eklenmesinin, genel anlamda toplam flavonoid madde igerigi yoniinden c¢ok fazla
iyilestirici etkide bulunamadigi sonucunun g¢ikarilmasina yol agmustir. En fazla
flovanoid igerigin yiikselmesinin 553,030 pg GAEs/mg ile 2 mM SA+20 mM MelA
eklenen deney grubunda(Tablo 4.3), en az artisin ise 20 mM SA eklenen uygulamada
(229,343 pg GAEs/mg) oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.1). Sonug olarak, 400 ppm Pb+2
mM SA+20 mM MeJA uygulanan grup,toplam flavonoidmadde igerigi bakimimdanPb

stresini en fazlaiyilestirici etkiyi gostermistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.4 O. sativa L. bitki ekstrelerinin toplam flavonoid madde iceriklerinde meydana gelen
degisimler (H1: 100ppm Pb; H2: 400ppm Pb; H3: 100ppm Pb+2mM SA; H4: 100ppm Pb+20mM SA;
H5: 100ppm Pb+20uM MeJA; H6: 100ppm Pb+100uM MeJA; H7: 400ppm Pb+2mM SA; H8: 400ppm
Pb+20mM SA; H9: 400ppm Pb+20uMMeJA;H10: 400ppm Pb+100uM MeJA; H11: 100ppm Pb+2mM
SA+20uM MeJA; H12: 400ppm Pb+2mM SA+20uM MelA)
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o

4.4. Prolin Iceriginin Belirlenmesi

Bitkilerde bulunan prolin, 6zellikle de stres altindaki bitkilerde protein
biitiinliigiiniin saglanmasi ve enzimlerin aktive edilmesinde gorev yapan Onemli bir
ozmoregiilatordiir. Ayrica prolin, bitkilerde strese karsi tolerans arttirici, antioksidan,
ozmolit ve sinyal molekiilii olarak da gorev yapabilir. Pb agir metali stresi altindaki
celtik bitkilerinde, uygulanan elisitorler (SA ve MeJA) varliginda gosterilen degisimler
prolin igerigi bakimindan incelenmis ve bu degisimler Tablo 4.4 ve Sekil 4.5’te

verilmigtir.
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Tablo 4.4 O. sativa L. bitki ekstrelerinin toplam prolin igeriklerinde meydana gelen degisimler*

Ekstreler Prolin icerigi

(mmol/g TA)
Kontrol 2,064+0,126"
100ppm Pb 1,913+0,193!
400ppm Pb 0,857+0,021"
100ppm Pb+2mM SA 2,517+0,309¢
100ppm Pb+20mM SA 1,762+0,103™
100ppm Pb+20uM MeJA 3,573+0,344¢
100ppm Pb+100uM MeJA 1,611+0,110"
400ppm Pb+2mM SA 2,366+0,066
400ppm Pb+20mM SA 2,970+0,373¢
400ppm Pb+20uM MeJA 4,083+0,434°
400ppm Pb+100uM MeJA 1,970+0,089k
100ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA 1,008+0,076°
400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA 5,592+0,1612

* Degerler 3 paralel dl¢iimiin ortalamas: ve standart sapmas: seklinde verilmis olup, aymi
stitunda gosterilen farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi ifade etmektedir (p<0.05).

Kursun stresine maruz kalan celtik bitkilerinin yapraklarindaki prolin igerigi
kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Pb’ nin iki konsantrasyonda da (100 ppm ve 400
ppm) azalmanin gorildiigii, dolayisiyla Pb toksisitesinden prolin igeriginin etkilendigi

yani strese girdigi goriilmiistiir (Tablo 4.4).

100 ppm Pb stres faktoriine maruz birakilan ¢eltik bitkilerinde elisitor
uygulamasi konsantrasyona bagli olarak degisen sekillerde prolin igerigini etkilemistir.
Tek basina uygulamalarda konsantrasyon arttikca hem SA hem de MeJA i¢in prolin
iceriginde diisiis olmus ve bu diisiisler kendi kontrollerinden (100 ppm Pb) de diisiik
olmustur. 100 ppm Pb stresine yanit olarak elisitdrlerin ayr1 ayr1 uygulamasi sonucu
olusturulan gruplar ile kiyaslandiginda, birlikte uygulama (2 mM SA+20 uM MelA)
1,008mmol/g TA ile en diisiik prolin icerigine yol acarak stresin listesinden gelmeyi
bagaramamustir. 100 ppm’lik Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi ile en fazla prolin
iceriginin en fazla yiikselmesinin 100 ppm Pb+20 uM MeJA eklenen deney grubunda
(3,573 mmol/g TA) oldugu gorilmiistiir. En diisiik miktarin ise 100 ppm Pb+100 uM
MeJA (1,611 mmol/g TA) eklenen grupta oldugu gorilmiistiir.

400 ppm Pb stresine yanit olarak elisitér uygulamalar1 prolin igeriginde artisa
yol agmistir. SA uygulamalarinda konsantrasyon artist prolin igerigini arttirirken, MeJA

uygulamalarinda konsantrasyon arttikga prolin miktari 6nemli oOlgiide diigsmiistiir.
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Elisitorlerin birlikte etkisinin incelendigi 2 mM SA+20 mM MeJA uygulamasi 5,592
mmol/gTA ile en yiiksek prolin igerigine sahip olmustur (Sekil 4.4). 400 ppm grubunda
en az artigin ise100 uM MeJA uygulamasinda (1,970mmol/g TA) oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4.1). Sonug olarak prolin igeriginde en ¢ok 400 ppm Pb+2 mM SA+20 mM
MeJA uygulanan grupta Pb stresini iyilestirici etki gosterdigi goriilmiistiir (Sekil 4.4).

®Kontrol ®H1 ®H2 “H3 mH4 NHS5 nH6 mH7 NH8 RHY WHI0 NHI11 ®HI12
6

0 l

Sekil 4.5 O. sativa L. bitki ekstrelerinin prolin iceriklerinde meydana gelen degisimler (H1: 100ppm
Pb; H2: 400ppm Pb; H3: 100ppm Pb+2mM SA; H4: 100ppm Pb+20mM SA; H5: 100ppm Pb+20uM
MeJA; H6: 100ppm Pb+100uM MeJA; H7: 400ppm Pb+2mM SA; H8: 400ppm Pb+20mM SA; H9:
400ppm Pb+20pMMeJA;H10: 400ppm Pb+100puM MeJA; H11: 100ppm Pb+2mM SA+20uM MelA;
H12: 400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA)

(W8]

Prolinicerigi (mmol/g TA)
(o]

4.5. Toplam Protein Miktarindaki Degisimler

Bitkilerde ozellikle stres durumlarinda toplam protein miktarlar1 diiser.
Karacadag celtiginin Hazro popiildsyonunun kursun nitrat toksisitesindeki toplam
protein miktar1 ve bu kirlenmeye kars1 uygulanan elisitorlerle (SA ve MeJA) beraber

gosterdigi degisimleri Tablo 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.5 O. sativa L. bitki ekstrelerinin toplam protein igeriklerinde meydana gelen degisimler*

Toplam Protein icerigi

Ekstreler (mmol/g TA)
Kontrol 4,916+0,990f
100ppm Pb 1,084+0,329°
400ppm Pb 0,923+0,871"
100ppm Pb+2mM SA 2,167+1,022™
100ppm Pb+20mM SA 2,064+0,721"
100ppm Pb+20pM MeJA 4,966+0,531°
100ppm Pb+100uM MeJA 3,201£0,969"

400ppm Pb+2mM SA
400ppm Pb+20mM SA
400ppm Pb+20uM MeJA
400ppm Pb+100uM MeJA

3,621+1,950"
5,354+1,479¢
5,542+1,701¢
6,005+1,141°

100ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA
400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA

3,547+0,878%
8,325+1,202%

* Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmis olup, aym siitundaki
farkli harfler ortalamalar arasindaki 6nemi ifade etmektedir (p<0.05).

Kursun stresine maruz kalan celtik bitkilerinin yapraklarindaki toplam protein
icerigi kontrol grubu ile kiyaslandiginda, sadece Pb stres faktoriine maruz birakilan
uygulamalarda (100 ppm ve 400 ppm) azalmanin oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.5).

100 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi ile protein igeriginde artig
olmusve bu artis istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Elisitorlerin ayr1 ayri
eklendigi gruplarda, konsantrasyon artisi protein iceriginde diislise yol agmistir. SA
uygulanan gruplardan daha yiiksek toplam protein igerigine sahip olan MeJA
uygulamalari, prolin icerigi bakimindan strese karsi koymada daha etkili olmustur.En
fazla artis 20 uM MeJA eklenen deney grubunda (4,966 mmol/g TA) olurken, bu
gruptaki toplam protein igerigi degeri iki elisitoriin birlikte uygulandig1 gruptan daha
yiiksek olmustur. Bu baglamda 100 ppm Pb toksisitesine bagli olarak elisitorlerin
ozellikle de MeJA’nin eklenmesi ile toplam protein miktarinin artmasi Pb stresini

azaltmastir.
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400 ppm Pb toksisitesinde elisitorlerin eklenmesi toplam protein
icerigindednemli oranda artisa yol agmistir. Hem SA hem de MeJA’nin ayr ayrn tek
baslarina uygulamalarinda; konsantrasyon artis1 toplam protein igeriginde artisa yol
agmis ve artislarda MeJA daha etkili bulunmustur. Hem 400 ppm hem de tiim
uygulamalar igerisinde toplam protein igerigi yoniinden en yiiksek artis 8,325 mmol/g
TA ile 400 ppm Pb+2 mM SA+20 uM MeJA uygulanan deney grubunda elde
edilmig(Tablo 4.5) ve bu grupta yine toplam protein miktar1 bakimindan en yiiksek

lyilesme saglanmstir.

lrgontrol mHl »mH2 mH3 mH4 »H5 mH6 mH7 mH8 mH9 mH10 mH11 mH12

8

0 I. II IIIIII|

Sekil 4.6 O. sativa L. bitki ekstrelerinin toplam protein iceriklerinde meydana gelen degisimler (H1:
100ppm Pb; H2: 400ppm Pb; H3: 100ppm Pb+2mM SA; H4: 100ppm Pb+20mM SA; H5: 100ppm
Pb+20uM MeJA; H6: 100ppm Phb+100uM MeJA; H7: 400ppm Pb+2mM SA; H8: 400ppm Ph+20mM
SA; H9: 400ppm Pb+20uMMeJA;H10: 400ppm Pb+100uM MelJA; H11: 100ppm Pb+2mM SA+20uM
MeJA; H12: 400ppm Pb+2mM SA+20uM MelA)

Toplam protein icerigi (mmol/g TA)
N w B~ (2]

[N

4.5. Pb iceriginin Belirlenmesi

MeJA ve SA elsitorlerinin ¢eltik bitkilerinin yaprak dokularindaki Pb igerigi
tizerinde meydana getirdigi degisimler incelenmis ve degisimler Tablo 4.6’da

gosterilmistir.
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Hazro popiilasyonuna ait yerel Karacadag ¢eltik bitkilerinin Pb icerigi sonuglari
degerlendirildiginde, en yiiksek degerin 5,089 mg/kg ile 400 ppm Pb uygulamasinda
oldugu gézlenmistir. 100 ppm ve 400 ppm’ lik Pb toksisitesinde elisitdr uygulamasi ile
beraber Pb iceriginde diisiisler gozlenmis ve meydana gelen bu diisiisler, genelde
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Bu da 100 ppm ve 400 ppm’lik Pb
toksisitede eklenen elisitorlerin iyilesmeye sebep oldugu goriilmiistir. Kursun
kirlenmesine karsi, elisitorlerin tek tek ya da kombine uygulamalarinda da

gorilmiistiir(Tablo 4.6).

400 ppm Pb uygulamalarinda, elisitor eklenmesi kursun igeriginde Onemli
diisiislere yol agmis ve bu diisiisler istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur.
Elisitorlerde ayr1 ayr1 tek uygulamada konsantrasyon arttikca Pb iceriginde diisiis olmus
ve bu diisiislerde MeJA daha etkili olmustur. Elisitérlerin birlikte uygulamasi, tiim
uygulamalar igerisinde2,091mg/kg degeri ile en diisiik Pb igerigine sahip olmus ve

toksisiteye karsi koymustur(Tablo 4.6).

Tablo 4.6 O. sativa L.bitki ekstrelerinin toplam Pb igeriklerinde meydana gelen degisimler*

Ekstreler Pb icerigi (mg/kg)
Kontrol 0+0,00
100ppm Pb 3,637+0,70°
400ppm Pb 5,089+0,922
100ppm Pb+2mM SA 2,444+0,65
100ppm Pb+20mM SA 3,771+0,51¢
100ppm Pb+20pM MeJA 2,698+0,77¢
100ppm Pb+100pM MeJA 3,701+0,53¢
400ppm Pb+2mM SA 4,116+0,35°
400ppm Pb+20mM SA 3,973£0,21°
400ppm Pb+20uMMeJA 2,897+0,82¢
400ppm Pb+100pM MeJA 2,431x0,37f
100ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA 2,533+0,69°
400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA 2,091+0,12"

*Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamas: ve standart sapmasi seklinde verilmis olup, ayni siitundaki farkls
harfler ortalamalar arasindaki 6nemi ifade etmektedir (p<0.05).
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Sekil 4.7. O. sativa L. bitki ekstrelerinin Pb iceriklerinde meydana gelen degisimler (H1: 100ppm Pb;
H2: 400ppm Pb; H3: 100ppm Pb+2mM SA; H4: 100ppm Pb+20mM SA; H5: 100ppm Pb+20uM MelA,;
H6: 100ppm Pb+100uM MeJA; H7: 400ppm Pb+2mM SA; H8: 400ppm Pb+20mM SA; H9: 400ppm
Pb+20pMMeJA; H10: 400ppm Pb+100puM MeJA; H11l: 100ppm Pb+2mM SA+20uM MelJA; H12:
400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA)

Agir metallerin toprakta asir1 birikmesi bitkiler dahil tiim organizmalar igin
biiyiik bir tehdit unsurudur. Arsenik, kursun, kadmiyum ve civa gibi farkli metaller ve
metaloidlerin bitkiler i¢in gerekli olmadig1 ve oldukc¢a da zararli oldugu rapor edilmistir
(Rizwan ve ark., 2019). Kursun, arsenikten sonra, ikinci toksik agir metal olarak
bilinmektedir. Kursun toksisitesi fide gelisimini, kok uzamasini, klorofil iiretimini,
transpirasyon ve hiicre boliinmesini etkileyerek bitki biiylimesini engeller. Bu etkiler
bitki tiirline, Pb konsantrasyonuna, maruz kalma siiresine ve bitki gelisim asamasina
bagli olarak degisiklik gostermektedir (Natasha ve ark., 2020). Yapilan ¢alismalarda
agir metal stresine maruz kalan bitkilerde stresin olumsuz etkilerinin {listesinden gelmek
icin kullanilan ABA, TAA, SA, JA gibi bitki hormonlarinin agir metal toksisitesinin
iyilestirilmesinde 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (Emamverdian ve ark., 2015).
Tim bu nedenlerden 6tiirii, bu tez ¢alismasinda farkli konsantrasyonlardaki (0, 100, 400
ppm) Pb’ ye maruz kalan ¢eltik (Oryza sativa L.) fidelerinde elisitor (SA ve MeJA)

uygulamalarinin, klorofil a ve b ile toplam karetonoid, toplam fenolik ve flavonoid



38

bilesikler, MDA miktari, Pb, prolin ve toplam protein igerikleri lizerindeki etkileri

incelenmistir.

Fotosentez, bitki biiyiimesinin ve gelisiminin temelidir ve fotosentetik
pigmentlerin igerigi, fotosentezin yogunlugunu dogrudan etkilemektedir (Wu ve ark.,
2020). Bitkiler agir metal stresine karsi hassastir. Metal toksisitesi bitkilerde hiicre
boliinmesine, hormonal homeostazise, fotosentez aktivitelerine, besin alimina miidahale
ederek ve oksidatif stresi arttirarak bitki biiyiimesini engeller (Huang ve ark., 2019;
Dobrikova ve ark., 2021). Pb’ ye en duyarli fizyolojik silireglerden biri olan fotosentez,
kloroplastin pigment seviyelerindeki azalmalar nedeniyle olumsuz etkilenir (Lin ve ark.,
2012). Bu tez ¢alismasinda da farkli mahsul tiirleriyle yapilan daha onceki calismalara
benzer sekilde (Ilyas ve ark., 2024; Bouziani ve ark., 2023; Alhammad ve ark., 2023),
Pb’ye maruz birakilan yerel Karacadag celtigi bitkilerinin biiylimesi baskilanmistir. Aci
biber bitkileri {izerine yapilan bir c¢alismada karotenoid igeriginin, Cd
konsantrasyonunun artmastyla birlikte kademeli olarak azaldigi, bu durumun, Cd'nin
fotosentetik pigment sentezini bozdugunu ve kloroplastlarin fonksiyonunu etkiledigini
gostermistir (Zhang ve ark., 2023). Mevcut tez ¢alismasinda da, 100 ile 400 ppm Pb
stresi klorofil-b ve toplam karotenoid igerikleri kontrollerine gore azalma gostererek
hasar1 arttirmistir. Elisitorlerin etkisinin arastirildigt piring (Kanu ve ark., 2022) ve
bugday (Alikhani ve Abbaspour, 2019) bitkilerinde yapilan baska arastirmalarda Pb
metal stresi altindaki {irlinlerde bozulmalar kaydedilmistir. MeJA ve Se uygulamasindan
sonra karotenoid igerigi artis gostermis, kombine etkileri (MeJA+Se) tek basina etkiden
daha anlamli olmustur. Lin ve ark. (2012) ve Dai ve ark. (2021), Se'nin Oryza sativa'da,
Wei ve ark. (2021) Solanum lycopersicum bitkisinde silikon (Si) ve MeJA'nin sinerjik
kullaniminin Cd agir metali birikimini azalttigin1 bildirmistir. Mevcut ¢alismada da
MeJA ve SA uygulamasi, Hazro popiilasyonunda Pb birikimini uygulamalara gore
degisen sekillerde azaltabilmis ve kombine uygulamada (MeJA +SA) Pb birikimini
azaltict etkisi iki ayr1 uygulamaya gore daha anlamli olmustur. Toksik etkiler MeJA ve
SA ilavesi ile telafi edilmistir. MeJA'nin Mentha arvensis (Zaid ve Mohammad, 2018)
ve Triticum aestivum'da (Kaya ve ark., 2021) fotosentezle ilgili 6zellikleri iyilestirdigi
rapor edilmistir. Ayrica klorofil-a, klorofil-b ve toplam klorofil igerigi, Pb stresi altinda
MelJA ile 6n isleme tabi tutulan bitkilerde, 6nemli 6lgiide artmistir (Mubeen ve ark.,
2024). Bu calismada, MeJA ve SA'nin Pb stresli bitkilere uygulamasi, fotosentetik

pigmentlerin seviyelerinde iyilesme saglayarak tolerans seviyesini biiylik oranda
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arttirmis fakat bu oran hem stresin hem de elisitorlerin konsantrasyonuna bagli olarak

degiskenlik gostermistir.

Fosfolipitlerdeki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu nedeniyle stres
kosullar1 altinda MDA diizeyi artar ve artan MDA reaktif oksijen tlirevleri (ROT)
miktarin1 da indiiklemektedir. Dolayisiyla bitkilerde olusan stres derecesinin
belirlenmesinde kullanilan MDA diizeyi, yapilan arastirmalarda dnemli bir parametre
olarak kullanilmistir (Rizwan ve ark., 2019; Huang ve ark., 2019). Sharma ve ark.
(2023) farkli Pb konsantrasyonlarina maruz birakilan iki farkli salkim fasulye ¢esidinde
MDA igerigi Pb stresi altinda artmig, ancak MeJA uygulamasi, MDA igerigini azaltarak
Pb'in toksik etkisini azaltmistir. Ayn1 arastirmada eksojen olarak uygulanan MeJA’ nin
biyolojik membran1 koruyup, lipit peroksidasyonunu diislirerek Pb stresine karsi
tolerans1 arttirdigi sonucuna varillmistir. Bu g¢alismada 100 ve 400 ppm Pb stres
faktoriine yanit olarak ¢eltik bitkisinde MDA miktarinda 3 kat kadar bir artig gézlenmis
bu da bu durumun bitkide dnemli 6lgiide strese yol agtigini gostermektedir. Ancak SA
ile MeJA uygulamalarina bagli olarak bu hasar derecesinin azaldigi goriilmistiir.
Dolayisiyla, sadece Pb’ nin oldugu uygulama ekstresinde MDA miktarinin diger
gruplara gore daha yiliksek c¢ikmasi ve MeJA ile SA’ nin ayr1 ayri veya birlikte
uygulandigi ekstrelerde ise daha diisiik ¢ikmasi; ¢alismada kullanilan her iki elisitoriin
de celtik bitkisinde Pb stresine kars1 iyilesme sagladigi sonucunu isaret etmektedir. Yine
benzer sekilde bakir, kadmiyum ve arsenik stresi kosullarinda fasulye (Hanaka ve ark.,
2016) ve piring (Mousavi ve ark., 2020) bitkilerinde yapilan baska ¢alismalarda eksojen
MeJA uygulamasinin MDA igerigini azalttig1 rapor edilmistir. Pb ile muamele edilmis
Trifolium pratense (Meng ve ark., 2022)'nin yaprak dokularinda yiiksek seviyelerde
ROS ve MDA iiretimi rapor edilmistir. Bu durum Pb stresinin, lipit peroksidasyonuna
ve membran hasarma yol agan oksidatif hasar ile iligskilendirilmistir. Pb stresi altindaki
kenaf bitkilerinde eksojen MeJA enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
artirarak lipid peroksidasyonunu azaltmistir (Mubeen ve ark., 2024). MeJA'nin,
ozellikle de yliksek konsantrasyonunun, oksidatif stres gostergeleri iizerinde dnemli bir
engelleyici etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu tez calismasinda da yiiksek Pb
konsantrasyonundaki yiiksek MeJA uygulamasi MDA igeriginde 6nemli oranda diisiise

yol acarak oksidatif hasar lizerinde engelleyici etki yarattig1 sonucu ¢ikarilabilir.

Bitkiler, abiyotik stresle basa ¢ikmak i¢in ¢esitli fizyolojik siirecleri kontrol eden

cesitli organik c¢oziinenler (prolin, protein, c¢oziiniir sekerler, vb.) fretir. Pb
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toksisitesinin, biber (Capsicum annuum L.) bitkisi iizerindeki etkileri arastirildiginda,
artan Pb yogunluguna bagli olarak MDA ve prolin iceriginin arttig1 goriilmiistiir (Britto
ve ark.,, 2011). MeJA ve SA’nin bitkilere eksojen uygulamasinin osmolitlerde,
antioksidan enzimlerde ve karotenoidlerde birikime yol acarak agir metallerin toksik
etkilerini minimize edebildigi rapor edilmistir (Rosa ve ark., 2009; Poonam ve ark.,
2013). Mevcut calismada Pb stresi altindaki celtik bitkileri, kontrol bitkilerine kiyasla
daha diisiik diizeyde prolin ve protein icerigi gostermis ancak MeJA ve SA
uygulandiginda prolin ve protein konsantrasyonunda artiglar olmustur. Benzer sekilde
yapilan bir ¢alismada Pb stresi altinda MeJA on isleminden sonra miktar1 artan
osmolitler (prolin, protein ve nigasta) hiicresel homeostaziyi yeniden saglamis ve kenaf
bitkilerinde toleransi iyilestirmistir (Mubeen ve ark. 2024). Diisik MeJA ve SA
konsantrasyonlarinin yalnizca Pb stresli bitkilere kiyasla bu ¢alismada, prolin ve protein
icerigini Onemli Olclide arttirdigini gostermistir. Piring bitkilerinde yapilan baska bir
calismada, bitkiler hidrofonik olarak tek basina veya kombine halinde Pb ve MeJA’ya
maruz birakilmig. MeJA ilavesi, prolin metabolizmasin1 ayarlayarak, fitoselatin
birikimini arttirmis ve kursun stresli pirincin biiyiimesini gelistirmistir (Salavati ve ark.,
2021). Sofy ve ark. (2020) JA, SA ve prolinin ekzojen uygulamalarinin ve bunlarin
kombinasyonunun misir bitkilerinde Pb toksisitesinin neden oldugu oksidatif hasarin
iistesinden gelme yetenegini arttirdigini 6zellikle de kombinasyonun biiylime ve gelisme
icin en etkili uygulama oldugunu rapor etmislerdir. Bu g¢aligmada da yiiksek Pb
konsantrasyonunda MeJA+SA’nin kombin uygulamasi prolin igerigini yaklasik 5 kat
arttirarak, protein igerigini ise yaklasik 8 kat artirarak toleransi gelistirdigi sonucuna
vartlmigtir. Stresli kosullarda prolin, ROS temizlemede, hiicresel ozmolaritenin
korunmasinda, redoks homeostazisinin ve protein fonksiyonlarinin iyilestirilmesinde
onemli bir rol oynar (Ghorbani ve ark., 2018; Ghasemi-Omran ve ark., 2021). Sharma
ve Dubey (2005), bir protein stabilizatorii ve metal selatorii olarak prolinin, agir metal
toksisitesi altinda bitki toleransini arttirdigin1  belirtmistir. Bu nedenle bu tez
caligmasindda elisitor uygulanan bitkilerde prolin ve protein birikiminin artmasi, stresli

kosullara uyum saglamak i¢in bitki savunma mekanizmasinin uyarildigini gosterebilir.

Bitkiler, oksidatif stresin zararli etkilerinin {istesinden gelmek i¢in karmasik bir
antioksidan sistemden faydalanir ve serbest radikallerin neden oldugu zararlar1 en aza
indirmek i¢in sekonder bilesikleri biriktirir ve boylece daha diisiik lipid peroksidasyonu

ve hiicre zar1 hasarlarina neden olur (Kumar ve Sharma, 2018). Yapilan bircok
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arastirmada da, ¢evresel streslerin etkisinde kalan bitkilerde fenolik ve flavonoid bilesik
miktarlarinda artiglarin meydana geldigi rapor edilmistir. Lajayer ve ark. (2017), fenolik
bilesiklerin enzimatik olmayan antioksidan sistemin onemli bir parcasi oldugunu ve
bitkinin abiyotik stresle basa ¢ikmasina yardimei oldugunu bildirmislerdir. Sentezi artan
sekonder bilesikler ile kursun ve kadmiyumun neden oldugu metalik stres arasindaki
dogrudan iliski Chen ve ark. (2019), Zoufan ve ark. (2020) tarafindan da rapor
edilmistir. Kursun uygulanan farkli arpa (Hordeum wvulgare L.) c¢esitlerinde
yapraklardaki toplam fenolik madde igeriklerinin, kursun konsantrasyonunun artmasi ile
arttig1 saptanmistir (Gezer, 2011). Elisitorler, 6zellikle de MeJA ve SA, sinyal iletim
yolunda flavonoidler, terpenoidler, fenilpropanoidler ve alkaloidler dahil olmak {izere
ikincil metabolitlerde yer alan biyosentetik genleri aktive eder ve bitki savunma
yanitlarinda 6nemli bir rol oynar (Cappellari ve ark., 2019; Miladinova-Georgieva ve
ark., 2023). Bali ve ark., (2019) Pb stresi altindaki domates fidelerine uygulanan JA nin
ikincil metabolitlerin (toplam fenoller, polifenoller, flavonoidler ve antosiyanin)
icerigini ve bunlara bagli bazi genlerin ekspresyonunu arttirarak Pb toksisitesini
azalttigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde MeJA tedavisinin, arsenik stresi altinda
Brassica napus' un fenilalanin amonyak liyaz ekspresyonunu arttirdigi rapor edilmistir
(Farooq ve ark., 2016). Bu tez ¢alismasinda da kursun stresine bagli olarak celtik (O.
sativa L.) fidelerinin toplam fenolik miktarinin azaldigi ve flavonoid bilesik
miktarlarmin arttigi goriilmiis, elisitor kullaniminin bu fenolik madde miktarindaki
azalmay tolere ettigi belirlenmistir. Ozellikle de fenolik igerik bakimindan MeJA, SA’

ya gore daha etkili bulunmustur.

Bitki hiicrelerindeki yiiksek Pb konsantrasyonu, Pb'min hiicre vakuolleri i¢inde
boliimlenmesine ve dislanmasina, hiicre duvari ve hiicre zarinda ¢6ziinmeyen Pb
fraksiyonunun olusmasina neden olmaktadir (Bassegio ve ark., 2020; Shakoor ve ark.,
2014). Son zamanlarda jasmonatlarin agir metallerin tagima sistemlerini diizenleme
yetenegine sahip oldugu, boylece birikimlerini sinirlandirdigi ve toleranslarini arttirdigi
gosterilmistir (Mousavi ve ark., 2020; Verma ve ark., 2020). Salavati ve ark. (2021)
piring bitkilerinde uygulanan MeJA’ nin tiim bitkide Pb alimi iizerinde 6nemli bir etkiye
sahip olmamasma ragmen, siirgiinlerdeki Pb birikimini azalttigin1 bildirmistir.
Aragtiricilar bu durumun MeJA’ nin kokteki Pb' yi hareketsiz hale getirerek, toprak {istii
organlara translokasyonunu azalttigin1 gosterdigini belirtmislerdir. Mevcut ¢aligmada

Pb igerigi sonuglar1 degerlendirildiginde, en yliksek deger 400 ppm Pb uygulamasinda
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elde edilirken MeJA ve SA uygulanmasi yaprak dokularinda Pb igerigini 6nemli 6l¢iide
degistirmistir. Sharma ve ark. (2023) Pb stresi altinda MeJA' nin eksojen uygulamasi
sonucu iki farkl fasulye ¢esidinin farkli dokularinda (kok, siirgiin, yaprak) Pb aliminda
onemli oranda azalislar oldugunu belirtmislerdir. MeJA' nin biiylimeyi, antioksidan
enzimlerin aktivitesini artirarak ve Pb birikimini azaltarak kursunun zararl etkisini
azalttig1 sonucu ¢ikarilmistir. Ayrica MeJA uygulamasiyla Pb (Bali ve ark. 2018;
Piotrowska ve ark., 2009), Cd (Ahmad ve ark., 2016) ve As (Farooq ve ark., 2018;
Mousavi ve ark., 2020) aliminin azalmasina iliskin benzer sonuglar daha 6nce de elde
edilmistir. Yapilan ¢alismalarda elisitorlerden 6zellikle de jasmonatlarin, agir metal
tagiyict protein ekspresyonunu azaltabilecek ve sonugta metal alimini azaltabilecek bir
sinyal molekiilii gibi davranabildigi vurgulanmistir. Mevcut tez ¢alismasinda da yiiksek
Pb konsantrasyonunda, Pb aliminin azaltilmasinda MeJA uygulamalar1 SA’ya gore daha
iyilestirici sonuglarin olugmasina yol agmistir. Bu nedenle, onceki caligmalarda da
belirtildigi tizere, MeJA uygulamasi agir metal toksisitesinin indiiklenmesinde etkili bir

yontem olarak degerlendirilebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Bu tez calismasinda Karacadag celtik ¢esidinin Hazro popiilasyonu i¢in Pb
stresinin ve MeJA ile SA uygulamalarinin fotosentetik pigment icerikleri, MDA, Pb
igerigi, prolin, toplam protein, toplam fenolik ve flavonoid madde igerikleri {izerinde

meydana getirdigi degisimler incelenmis ve asagidaki sonuglara ulagilmistir:

. Klorofil-a igerigi i¢in sonuclar degerlendirildiginde, en diisiik miktarin
100 ppm Pb+20 mM SA ile 400 ppm Pb+2 mM SA uygulamalarinda oldugu, en yiiksek
miktarin 400 ppm Pb+2 mM SA+20 mM MeJA uygulanan deney grubunda oldugu

goriilmiistiir.

. Klorofil-b i¢in en diisiik miktarin sirasiyla 400 ppm Pb+2 mM SA ve 100
ppm Pb+20 uM MeJA uygulamalarinda oldugu, en yiiksek miktarin ise 400 ppm Pb+2
mM SA+20 pM MeJA ve sonrasinda 100 ppm Pb+2 mM SA gruplarinda oldugu

gOriilmiistiir.

. Kursun uygulamasina bagli olarak c¢eltik yapraklarindaki toplam
karotenoid miktarlar1 i¢in sonuglar incelendiginde; en diisiik miktarlar 400 ppm ile
100ppm Pb+20mM SA uygulamalarinda, en yiiksek miktarn 400 ppm Pb+2 mM
SA+20 pM MeJA konulan deney grubunda oldugu saptanmustir.

. Deney gruplarinda lipit peroksidasyonunu en fazla artirarak bitki
hiicrelerine en fazla zarar veren grubun 400 ppm Pb kirlenmesi ile olusturulan
uygulamada oldugu goriilmistiir. Lipit peroksidasyonunu ve dolayistyla membran
hasarmi en fazla artiran ikinci deney grubu ise 100 ppm Pb+20 mM SA uygulamasi
olmustur. Kontrol grubundan daha az lipit peroksidasyonuna sebep olan deney gruplari
ise, 400 ppm Pb+2 mM SA+20 uM MelJA grubu ile 400 ppm Pb+100 uM MeJA
eklenen grup oldugu gorilmiistiir.

. Kursun stresine maruz kalan celtik bitkilerinin yapraklarindaki toplam
fenolik bilesik miktarlar1 kiyaslandiginda, 100 ppm Pb+20 mM SA eklenen deney

grubunda en diisiik degerde oldugu goriilmiistiir. Fenolik bilesiklerin en ¢ok arttigi
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deney grubunun ise 400 ppm Pb+2 mM SA+20 uM MelJA uygulamasinda oldugu

gorilmiistir.

. Kursun stresine maruz kalan c¢eltik bitkilerinin yapraklarinda toplam
flavonoid madde miktarlar1 i¢in sonuglar incelendiginde tiim uygulamalarin kontrolden
yiiksek icerige sahip oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, en az
artisin 400 ppm Pb+20uM MeJA eklenen deney grubunda oldugu, en fazla artisin ise
400 ppm Pb+2 mM SA+20 uM MelJA ve 100 ppm Pb+2 mM SA uygulamalarinda

oldugu saptanmistir.

. Kursun stresine maruz kalan g¢eltik bitkilerinin prolin miktarinda
meydana gelen degisimler kontrol grubuyla kiyaslandiginda, en fazla azalisin 400 ppm
Pb deney grubunda oldugu, en fazla artig 400 ppm Pb+2 mM SA+20 pM MelJA

uygulamasinda kaydedilmistir.

. Toplam protein miktarlar1 i¢in sonuglar incelendiginde; uygulamaya
bagli olarak, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, en fazla azalisin 400 ppm’lik Pb
kirlenmesinde oldugu goriilmiistiir. Elisitorlerin eklendigi deney gruplarinda ise en az
tyilesmenin 100 ppm Pb+20 mM SA eklenen deney grubunda, en fazla iyilesmenin 400
ppm Pb+2 mM SA+20 uM MeJA eklenen grupta oldugu goriilmiistiir.

. Celtik bitkilerinde elisitor uygulamasi ile beraber Pb igeriginde diislisler
gbzlenmis ve en diisiik deger 400ppm Pb+2mM SA+20uM MeJA uygulamasindan elde

edilmistir.

5.2. Oneriler

Kursun, ikinci en toksik agir metaldir ve bitkilerde herhangi bir biyolojik role
sahip degildir. Volkanik patlamalar ve orman yanginlar1 gibi dogal faktorler ile tekstil
atik sularindan yakit ve boya endiistrisine kadar bir¢ok antropojenik faaliyetler, kursun
kontaminasyonuna neden olmaktadir. Tarim topraklarinda 150-300 mg kg, bitkilerde
ise 2 mg kg? civar1 kursun konsantrasyonu, toksisite i¢in esik degeri olarak kabul
edilmektedir. Bu konsantrasyon seviyeleri asildiginda, tohum ¢imlenmesi ve biyokiitle
iiretimi siirlanmakta, besin alimi1 dengesi bozulmakta, klorofil degredasyonu artmakta,

fotosentetik hizda azalma ve membran hasart meydana gelmektedir (Zulfigar ve ark.,
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2019). Bircok enzim aktivitesinin inhibisyonuna neden olan kursun, su dengesini de
bozmakta, fotosentetik pigmentlerin igerigini azaltmakta ve hidrojen peroksit, MDA,
seviyelerini artirmaktadir (Okant ve Kaya, 2019). Bu tez c¢alismasinda, elisitérlerin
(MeJA ve SA) eksojen uygulamasi, konsantrasyona bagli olarak degisen sekillerde,
Pb’nin klorofil ve karotenoid igerigi tizerindeki zararli etkilerini azaltmistir. Pb stresi
altinda piring bitkilerinde, stres toleransini arttirabilen, osmolitlerin igerigi artmis
boylelikle Pb toksisitesine karsi toleransa aktif katilim olmus olabilecegi ve hiicresel

homeostazi yeniden saglanabildigi sonucuna varilmistir.

Calisma sonuglari, elisitdrlerin fotosentetik pigmentleri, toplam proteini, prolini
ve sekonder metabolitleri (toplam fenolik, flavonoid) iyilestirip, MDA miktarini
azaltarak Pb'nin toksik etkisini modiile etmis olabilecegi ve bdylece biiylime ve gelisme
parametreleri iizerinde iyilestirici etki gdsterdigini ortaya koymustur. Ayrica dzellikle
yilksek Pb konsantrasyonunda (400 ppm) MeJA ve SA’nin birlikte uygulamalar
incelenen tiim ozellikler yoniinden en iyi sonuclarin elde edilmesine yol a¢cmustir.
Dolayisiyla mevcut ¢aligmada, MeJA veya SA'nin agir metal toksisitesini hafifletmek
icin daha Once yapilan ¢alismalardan farki, piring bitkilerinde Pb stresini azaltmak icin
yiiksek konsantrasyonda birlikte kullanilmasindan yatmaktadir. Elisitorlerin 6zellikle
sinerjik etkisinin sagladigi bu iyilesme, Pb birikiminin azalmasi ve dolayisiyla ROS

tiretiminden kaynaklanan zararin en aza indirilmesi nedeniyle olmus olabilir.

Mevcut sonuclar, Pb toksisitesine maruz kalan bitkilerde MeJA ve SA’nin
birlikte kullanimi ile ilgili yeni ek bilgiler saglamis, ancak sinerjik etkileri ile
etkinlestirilen ve Pb stresi sirasinda calisan biyokimyasal mekanizmanin daha acik bir
sekilde incelenmesi gerekmektedir. Dolayisiyla gelecekteki caligmalar, Pb kirliliginin
bitki biiyiimesi ve gelisimi lizerindeki etkisini daha iyi anlamak icin MeJA+SA sinerjik
uygulamasinin bitkilerde Pb alimi ve birikiminin molekiiler siire¢lerini anlamaya

odaklanmalidir.
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