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0z
Sistein (Cys), kiikirt metabolizmasinin ilk organik kukrtli bilesigidir. Cys dahil kiikiirt metabolizmasinin
Uranleri, bitkilerin agir metal ve oksidatif strese karsi cevaplarinda biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Bu

nedenle bu arastirmada, misir (Zea mays L. cv. Bora) fidelerinin yapraklarinda Cys'in krom (Cr) stresinin
etkilerini hafifletme lzerindeki etkileri arastirilmistir. Hidroponik olarak yetistirilen fidelerin koklerine 7
giin stireyle Cr stresi (100 uM) ve Cr ile kombine sekilde Cys (500 uM) uygulanmistir. Cr stresi blylimede
azalma, kloroz ve yapraklarda kivrilma gibi toksisite semptomlarina neden olmustur. Cr stresi, bagil su
icerigini (BSI), 8-aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD) aktivitesini, klorofil ve protein iceriklerini
azaltmistir. Diger taraftan, Cr yapraklarda stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitelerini
azaltirken, peroksidaz (POD) aktivitesini artirmistir. ilaveten, Cr malondialdehit (MDA) birikimi ve sistein
icerigini arttirmistir. K6k ortamina dissal Cys uygulamasi, buytmedeki Cr tesvikli inhibisyonu azaltmistir.

Anahtar kelimeler
Antioksidan enzimler;
Krom stresi; Misir;
Sistein; Tolerans

Digsal Cys uygulamasi Cr stresi kosullarinda klorofil birikimini ve sistein igerigini artirmistir. Ayrica Cys
uygulamasi, SOD ve CAT aktivitelerini arttirmis ve Cr tesvikli MDA birikimini 6nemli diizeyde azaltmstir.
Bu sonuglar, digsal Cys uygulamasinin Cr stresinin neden oldugu oksidatif stresin olumsuz sonuglarini
azalttigini géstermektedir.

Effects of Exogenous Cysteine Application on Maize Exposed to
Chromium Stress

Abstract
Cysteine (Cys) is the first organosulfur compound of sulfur metabolism. The products of sulfur

metabolism including Cys have biological functions in responses to heavy metal stress and oxidative
stress. In this study, therefore, the effects of Cys on alleviating chromium (Cr) toxicity in the leaves of
maize (Zea mays L. cv. Bora) seedlings were investigated. Hydroponically grown seedlings were
Keywords subjected to Cr stress (100 uM) and in combination with Cys (500 uM) for 7 days. Cr stress resulted in
Antioxidant enzymes; toxicity symptoms such as reduced growth, chlorosis, and rolling in leaves. Cr stress decreased the

Chromium stress: relative water content (RWC), 3-aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) activity, and chlorophyll and

protein contents. On the other hand, Cr decreased activities of superoxide dismutase (SOD) and

Maize; Cysteine;
catalase (CAT) in leaves, while increased the activity of peroxidase (POD). In addition, Cr increased the

Tolerance
accumulation of malondialdehyde (MDA) and cysteine contents. Exogenous application of Cys to

rooting media alleviated Cr-induced growth suppression. Exogenous Cys promoted the chlorophyll
accumulation and cysteine content under Cr stress. Moreover, application of Cys increased the
activities of SOD and CAT, and markedly diminished Cr-induced MDA accumulation. These results
suggest that the exogenous application of Cys reduced the negative consequences of oxidative stress
caused by Cr stress.
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1. Giris

Artan gevreye  asir
miktarlarda toksik metallerin yayilmasina neden

endustriyel  faaliyetler,

olmakta ve bu durum tarimsal alanlarin
kirlenmesine yol agmaktadir. Krom (Cr) tarimsal
topraklarda en c¢ok bulunan ikinci inorganik
kirleticidir ve bitkiler i¢in son derece toksiktir (Zhao
et al. 2016). Mutajenik ve kanserojenik ozellikleri
nedeniyle, tarimsal topraklarin Cr ile kirlenmesi
6nemli bir cevresel problem haline gelmistir (Seth
et al. 2012). Birgok bitki tiiriinde Cr stresi, bitki
blylmesini azaltmakta, yapraklarda kloroza neden
olmakta ve verimde inhibisyona neden olmaktadir
(Ali et al. 2015, Cai et al. 2019). Cr'un bitkilerde
neden oldugu stres kismen reaktif oksijen tirlerinin
(ROT) artmasiyla iliskilidir (Pandey et al. 2009).
Diger taraftan, bitkiler antioksidan metabolit ve
antioksidan

enzimlerden olusan bir savunma

sistemi gelistirmislerdir (Noctor et al. 2012).

Yiiksek derecede toksik olan Cr kisa siirede
gida zincirine dahil olmakta ve boylece insan saghgi
icin Oonemli risk olusturmaktadir. Bu nedenle,
kirlenmis cevresel kosullarda daha givenli gida
Uretimi buyilk endise konusudur. Bu nedenle, riin
verimliligini artirmak ve Cr stresinin etkilerini

azaltmanin yani sira saglk risklerini en aza
indirmeye yardimci olabilecek sekilde bitkilerdeki
azaltmak yaklasimlara

Cr igerigini icin farkli

gereksinim vardir. Bu baglamda, agir metal
stresinin Ustesinden gelmek icin farkli bilesiklerin
kullanilmasi uygun yollardan biri olabilir. Ornegin
bazi  bitki
glisinbetain gibi uygulamalarin Cr stresinin olumsuz
etkilerini hafiflettigi bildirilmistir (Qing et al. 2015,

Ali et al. 2015, Tripathi et al. 2015).

(Cys), bitkilerdeki kikart
o6zimlemesinin ilk organik bilesigidir (Takahashi et

tirlerinde selenyum, silikon ve

Sistein

al. 2011) ve bitkilerde agir metal toleransinda rol
oynayan glutatyon (GSH) ve fitoselatinler (PC'ler)
gibi cok sayida biyomolekil icin fonksiyonel bir
oncl gorevi gormektedir (Noctor et al. 2012).
Bircok calismada, cesitli abiyotik ve biyotik streslere
karsi bitki toleransini arttirmada Cys'in yani sira
GSH gibi kikirt 6zimlemesi ile ilgili bilesiklerin
yararh roll oldugu gosterilmistir (Qiu et al. 2013,
Fang et al. 2016). Krom stresinin bitkiler Gzerindeki

etkileri kapsamh sekilde arastirilmis olmasina
karsin, bitkilerde Cys ve Cr etkilesimi ile ilgili daha
fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir. Ekonomik énemi ve
genis Uretim alani nedeniyle misir (Zea mays L.)
diinyadaki en onemli tarimsal bitkilerden biridir
(Shiferaw et al. 2011). Misir bitkilerinde Cr aliminin
yani sira fizyolojik oOzellikleri ve antioksidatif

savunma mekanizmalari  Gzerindeki etkilerini
arastiran birkag ¢alisma bulunmasina karsin (Anjum
et al. 2017, Adhikari et al. 2020), dissal Cys
arastiran bir ¢alisma

bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada Cr

uygulamasinin etkilerini

stresine maruz kalan misir fidelerinde digsal Cys
uygulamasinin etkisinin fizyolojik ve biyokimyasal
verilerle degerlendirilmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1 Bitki materyali ve yetistirme kosullari

Misir (Zea mays L. cv. Bora) tohumlari ticari
(MAY Tohumculuk) temin edilmistir.
Tohumlar %1 sodyum hipoklorir iceren ¢ozeltide

firmadan

10 dakika boyunca steril edilmis ve 5 kez steril
dH,0 Steril
icerisinde dH,O ile islatilmis iki kat filtre kagidi

ile yikanmistir. edilmis tohumlar,
bulunan ¢cimlendirme kaplarinda 48 saat karanlikta

cimlendirilmistir.  Homojen fideler, modifiye
Hoagland besin ¢ozeltisi (pH 6.0) bulunan polietilen
kaplara transfer edilmistir. Daha sonra fideler,
kontrolli iklim kabininde (23+1 °C, %60 bagil nem,
250 pumol foton m? s ve 14:10 fotoperiyot) 3 giin
blyltalmastlr. Bu siire sonunda fideler potasyum
dikromat ve/veya Cys uygulamalarina
birakilarak 4 farkh
olusturulmustur: (1) Kontrol (K), sadece besin
¢ozeltisi; (2) Cys, 500 umol; (3) Cr, 100 pumol ve (4)
Cys+Cr, 500 pumol Cys +100 pmol Cr.

cOzeltileri glin asin degistirilmistir. Uygulamalarin 7.

maruz

uygulama grubu

Besin

glnldnde bitkiler hasat edilmis ve analizler igin
kullanilmistir.

Yapraklarin bagil su icerigi (BSi), Hayat vd.

(2007)'ne gore belirlenmistir. Bitkiler hasat
edildikten sonra tamamen gelismis ikinci
yapraklarin taze agirlklan belirlenmistir. Daha

sonra yapraklar 48 saat deiyonize su igerisinde

inkibe edilmistir. Bu slre sonunda yaprak

375



Krom Stresine Maruz Kalan Misirda Dissal Sistein Uygulamasinin Etkileri, Terzi ve Yildiz

ylzeyindeki fazla su alinmis ve turgorlu agirhk
belirlenmistir. Yapraklarin kuru agirliklari, 48 saat
80°C'de inkiibasyondan sonra kaydedilmis ve BSI
asagidaki formile gore hesaplanmistir:

Taze agirhik —Kuru agirhik

Cor) —
BSI (/0) Turgorlu agirhik —Kuru agirlik 100

2.2 ALAD aktivitesi ve klorofil igerigi

Yapraklarda 8-aminolevulinik asit dehidrataz

(ALAD) ekstraksiyonu, Naito vd. (1980)'ne gore
gerceklestirilmistir. Taze yaprak dokulari,
ditiyoteritol (DTT) iceren Tris-HCI tamponu (pH 8.2)
icinde homojenize edilmistir. Homojenat
stzlildlikten sonra santrifiij edilmistir. Sipernatant
ALA, DTT ve MgCl, iceren Tris-HCI tamponu ile 2.5
saat 37°C'de

trikarboksilik asit ilave edilerek sonlandiriimistir.

inklibe  edilmistir.  Reaksiyon,
Ornekler sogutulduktan sonra santrifiij edilmis ve
sipernatant Ehrlich’in reaktifi ile karistinldiktan
sonra karisimin absorbansi 555 nm'de 6l¢llmustar.
Porfobilinojen (PBG) konsantrasyonu, Mauzerall ve
Granick (1956)’'e gore hesaplanmis ve ALAD
aktivitesi, 37°C'de olusan PBG nmol/mg protein/2.5
saat olarak Protein miktari
Bradford

dokularindan klorofiller

ifade edilmistir.
(1976)’a gore belirlenmistir. Yaprak
metanol ile ekstrakte

edilmis ve Wellburn (1994)’e gore analiz edilmistir.

2.3 Sistein ve MDA igerikleri

Lipid peroksidasyonu, malondialdehid (MDA)
olusumunun olgilmesiyle belirlenmistir (Heath and
Packer 1968). Molar ekstinksiyon katsayisi (¢ = 155
mM? cm™) yaprak dokularindaki MDA igeriginin
hesaplanmasi icin kullaniimistir.

Sistein, pembe renkli bir Griin olusturmak
Gzere asit ninhidrin ile spesifik olarak reaksiyona
girmektedir. Bu nedenle, Cys icerigi asit ninhidrin
ayiracini kullanan Gaitonde (1967)'nin metoduna
gore belirlenmistir. Taze yaprak dokulari (500 mg)
%5 sogutulmus perklorik asit icerisinde homojenize
edilmistir. Santrifiigasyondan sonra stipernatantlar
esit hacimde ninhidrin ve asetik asit ile
karistirilmistir.  Karisimin absorbansi 560 nm’de
belirlenmis ve sistein miktar kalibrasyon egrisi
kullanilarak hesaplanmis ve pumol g KA olarak

ifade edilmistir.

2.4 Antioksidan enzim aktiviteleri

SOD (stperoksit dismutaz; EC 1.15.1.1) aktivitesi,
Isikta nitroblue tetrazolium tuzunun indirgenmesini
engelleyebilme kabiliyeti izlenerek tespit edilmistir
(Beauchamp and Fridovich 1971). Yapraklardaki
CAT (katalaz; EC 1.11.1.6) aktivitesi, H20;'nin
kaybolmasina bagli olarak 240 nm'de absorbanstaki
disls olcllerek belirlenmistir (Aebi et al. 1984).
Yaprak dokusundaki POD (guaiakol peroksidaz; EC
1.11.1.7), guaiakol oksidasyonunun (rini olan
tetraguaiacol olusumuna bagl olarak 470 nm'deki
absorbans degisikligi olgllerek belirlenmistir (Mika
and Lithje 2003).

2.5 istatistiksel analizler

Deneylerden elde edilen veri ortalamalar SPSS
paket programi (SPSS ver. 16) kullanilarak tek yonli
(ANOVA)
Kontrol ve diger li¢ uygulama arasindaki farklar %5

varyans analizi ile analiz edilmistir.
olasilik seviyesinde Duncan’in ¢oklu karsilastirma

testi ile analiz edilmistir (p < 0.05).

3. Bulgular ve Tartisma

Misir yapraklarindaki Cr stresi semptomlari bliyime
ve bagil su icerigi belirlenerek degerlendirilmistir
(Sekil 1). Cr stresi fide biylimesinde 6nemli bir
azalmaya neden olmustur (Sekil 1A) (p < 0.05). Cr
BSi’deki
yapraklardaki

stresi, azalma ile gosterildigi gibi

su dengesini bozmustur ve bu
sonuglar Gill vd. (2013)'nin bulgulariyla benzerlik
gostermistir. Bununla birlikte, Cr stresi altindaki
fidelere Cys uygulamasi BSi degerlerini arttirmistir.
Ayrica, dissal Cys uygulamasinin tek basina misir
etkisi

Dissal Cys

Uzerinde o6nemli bir
(Sekil 1B).
uygulamasinin Cr toleransi izerine bu pozitif etkisi

yapraklarinin  BSi
belirlenmemistir

Arabidopsis fidelerinde de belirlenmistir (Fang et
al. 2016). Bu durum Cys’in, bitki dokularinda agir
metal alimini

veya hareketini Onleyerek bitki

savunma sistemini gelistirmesinden

kaynaklanabilir.
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Sekil 1. Krom stresi ve digsal Cys uygulamasinin fide
blyimesi (A) ve yaprak bagil su icerigi (B)
Gzerine etkisi. Kiguk harfler p < 0.05 diizeyinde

uygulamalar  arasinda onemli  farkhhg
gostermektedir.
Bitkilerde Cr stresinin genel bir belirtisi

klorozdur. Cr stresine maruz birakilan misir
yapraklarinda klorofil igeriginde %43.5'lik 6nemli
(p < 0.05). Bitki

birikimine bagh

bir azalma belirlenmistir

dokularinda artan Cr olarak
fotosentetik pigment iceriginin azaldigi bildirilmistir
(Shanker et al. 2005). birlikte,

arastirmamizda dissal Cys uygulamasi Cr'un klorofil

Bununla

icerigi Gzerindeki bu olumsuz etkisini hafifletmistir
(Sekil 2A). Gill vd. (2015), Cr stresinin celtik
yapraklarindaki klorofil icerigini azalttigini ve Cr ile
ALA birlikte uygulandiginda bu olumsuz etkinin
ortadan kalktigini bildirmistir.

Klorofil biyosentezinde aminolevulinik asit
dehidrataz  (ALAD), iki ALA
porfobilinojenin olusumunu katalize etmektedir.

molekilinden

Agir metaller karasal ve sucul bitkilerde ALAD
klorofil
acmaktadir
(Vajpayee et al. 2000). Bununla birlikte, Cr stresinin
kikart eksikligine
adenozilmetiyonin miktarinda ve dolayisiyla klorofil

aktivitesini azaltir ve bu durum

biyosentezinin  inhibisyonuna yol

neden olarak S-

iceriginde azalmaya neden oldugu belirtilmistir

(Hoefgen and  Nikiforova  2008). Mevcut
arastirmada, Cr stresi ALAD aktivitesini azaltmis ve
Cys uygulamasi Cr stresinin bu etkisinde 6nemli bir
degisiklige neden olmamistir (Sekil 2B). Vajpayee
vd. (2000), ALAD aktivitesinin Cr stresine oldukga
disik Cr
konsantrasyonunun ALAD aktivitesini ve klorofil
Digsal  Cys
S metabolizmasini
reaktif  oksijen

tirlerinin asiri Uretimi, reaksiyon merkezlerinin ve

hassas oldugunu ve 10 uM gibi

icerigini  azalttigini  gdstermistir.

uygulamasi icsel olumlu

etkilemis olmasina ragmen,
enzim aktivitesinin zarar gormesinden sorumlu

olabilir.

(A) 250
a
200 .
g b
5< 1504 [
E -
c 2 i d
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o
[
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(B)
= 25+
C
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(o)
- 2 204 L
L2 b
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Lo
® 0
[a g 10
33
<a gl
o
€
= 0 T T T
Kontrol Cys Cr Cys + Cr
Uygulamalar

Sekil 2. Krom stresi ve digsal Cys uygulamasinin toplam
klorofil icerigi (A) ve ALAD aktivitesi (B) Gzerine
etkisi. Kagik harfler p < 0.05 dizeyinde
uygulamalar  arasinda onemli farklihg
gostermektedir.

Cr stresi ve dissal Cys uygulamasinin protein
icerigi ve i¢sel Cys icerigi Gzerine etkisi Sekil 3'te
gosterilmistir. Cr stresi protein igeriginde 6nemli
azalmaya neden olurken (p < 0.05), bu etki Cys
uygulamasi ile degismemistir (Sekil 3A). Diger
taraftan, Cr stresi ve dissal Cys uygulamalari igsel
Cys iceriginde kademeli bir artisa neden olmustur
(Sekil 3B).

Bitkilerde o6nemli bir makro besin
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elementi olan kukirt ilk olarak Cys’nin yapisinda
O0ziimlenmektedir. Ayrica Cys ve ondan tirevlenen
GSH, PC'ler cesitli
biyokimyasal savunma

ve metallotiyoneinler gibi
bilesikler agir metal
cevaplarinda énemli rollere sahiptir (Droux 2004).
Organik kikartli bir bilesik olan Cys sadece
savunma ile iliskili molekillerin éncisit degil, ayni
zamanda bitkilerde endojen hidrojen siilfiirin (H.S)
olusumu icin ana substrattir (Takahashi et al. 2011).
H,S ve Cys arasindaki etkilesim bitkilerin metal
stresine verdikleri cevaplarda olduk¢a 6nemlidir.
Arabidopsis'te,  H,S-Cys ozellikle
antioksidan GSH'nin olusumunu diizenleyerek ve

sisteminin

agir metal baglayic peptidlerin (fitoselatinler ve
metallotiyoneinler) sentezini tesvik ederek Cr
toleransini arttirdig) bildirilmistir (Fang et al. 2016).
Bu veriler ve

bilgiler 1s1ginda

kapsaminda, misir fidelerinin Cr(VI) toleransinda

arastirmamiz

sistein biyosentez yollarinin énemli bir rolii oldugu

soylenebilir.
(A) 80
a

T -
2. b b
8%
c \U) 40
£S5
SE
o 204

0 T T T
(B) 8

d

6 T
5 6
8S
—— O 4 -
£3 b
L E
2 =
w ) : |—L‘

0 ‘A‘r_‘ T T T

Kontrol Cys Cr Cys + Cr
Uygulamalar

Sekil 3. Krom stresi ve dissal Cys uygulamasinin toplam
protein (A) ve sistein (B) igerikleri Gizerine etkisi.
Kicguk harfler p < 0.05 diizeyinde uygulamalar
arasinda 6nemli farkhhg) gostermektedir.

Bitki dokularindaki asiri Cr birikimi, membran
lipidlerinin peroksidasyonuna neden olan reaktif
MDA
genellikle lipit peroksidasyonunun bir gostergesi
(Singh et al. 2004).
Mevcut arastirmada, Cr stresi MDA iceriginde artisa

oksijen tirlerinin olusumu arttirmaktadir.

olarak tanimlanmaktadir

neden olurken, dissal Cys uygulamasi bu etkiyi
tersine gevirmistir (Sekil 4). MDA igerigindeki artis,
Cr stresi altinda ROTlarin
gostermektedir. Bu sonuglar, yaprak dokularinda

artan aretimini
Cys uygulamasinin Cr birikimini azaltarak ROT’larin
Uretimini azalttigini goéstermektedir. Digsal Cys’in
membran lipidleri Gzerine bu koruyucu roli
Arabidopsis fidelerinde de gosterilmistir (Fang et al.

2016).

25+
c
—L
20
o
5 $ 154 ab b
oo a
©
SE 10
=2
5 -
0 T T T
Kontrol Cys Cr Cys + Cr
Uygulamalar

Sekil 4. Krom stresi ve dissal Cys uygulamasinin MDA
icerigi Uzerine etkisi. Kiiclik harfler p < 0.05
dizeyinde uygulamalar arasinda 6nemli
farkhhgi gostermektedir.

Reaktif oksijen tirlerinin asiri Gretimi, Cr
dahil farkli stres faktorlerinin ortak bir sonucudur.
Stres kosullari altinda metabolik fonksiyonlar
korumak ve oksidatif hasari engellemek igin,
ROTlarin Uretimi ve temizlenmesi arasinda bir
denge gereklidir. ROT’larin seviyesi, SOD, CAT ve
POD gibi
olmayan

antioksidan enzimler ve enzimatik

disuk molekiler agirhkl
antioksidanlardan olusan bir antioksidan sistem
tarafindan kontrol edilmektedir (Schutzendubel
and Polle 2002). Cr stresi altindaki bitkilerde SOD
aktivitesi azalirken, bu etki dissal Cys uygulamasi ile
ortadan kalkmistir (p < 0.05) (Sekil 5A). Dissal Cys
uygulamasi hem kontrol hem de Cr stresi altindaki
bitkilerde CAT aktivitesini arttirmistir (p < 0.05)
(Sekil 5B). yaprak
dokularinda POD aktivitesini arttirirken, bu fidelere

Bununla birlikte, Cr stresi
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Cys uygulamasi POD aktivitesinde azalmaya neden
olmustur (p < 0.05) (Sekil 5C). Agir metallerin
detoksifikasyonunda hiicresel mekanizmalar biri de
POD'un lokalize oldugu hiicre ceperi ve vakuolde
metal iyonlarinin alikonulmasidir (Asada 1992).
Dissal Cys uygulamasina maruz kalan misir
fidelerinde daha disiik Cr birikiminin disiik POD
aktivitesine neden oldugu ileri sirtlebilir. Bu
sonuglar, dissal Cys uygulamasinin misir bitkilerinin
antioksidan kapasitesini diizenledigi ve dolayisiyla

Cr stresini azalttigini gostermektedir.
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el =
& 20
0 T T T
Kontrol Cys Cr Cys + Cr
Uygulamalar

Sekil 5. Krom stresi ve digsal Cys uygulamasinin SOD (A),
CAT (B) ve POD (C) aktiviteleri (izerine etkisi.
Kicguk harfler p < 0.05 diizeyinde uygulamalar
arasinda 6nemli farkhhg) gostermektedir.

4. Sonug

Cys uygulamasi ile Cr stresine bagl oksidatif hasar
azalmigtir. Bu durum, sistein icerigindeki artis ve
antioksidan enzimlerin degisken seviyeleri ile iligkili
olabilir. Lipid peroksidasyonundaki azalma ile dissal
Cys uygulamasinin Cr kaynakli oksidatif hasari
azaltmadaki koruyucu rolii ortaya konmustur.
Sonug olarak, bu calisma dissal Cys uygulamasinin
antioksidan sistemi ve oksidatif stresi diizenleyerek
Uzerinde Cr

etkilerini iyilestirdigini gbstermektedir.

misir fideleri stresinin olumsuz
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