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Öz 

Sistein (Cys), kükürt metabolizmasının ilk organik kükürtlü bileşiğidir. Cys dahil kükürt metabolizmasının 

ürünleri, bitkilerin ağır metal ve oksidatif strese karşı cevaplarında biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Bu 

nedenle bu araştırmada, mısır (Zea mays L. cv. Bora) fidelerinin yapraklarında Cys'in krom (Cr) stresinin 

etkilerini hafifletme üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Hidroponik olarak yetiştirilen fidelerin köklerine 7 

gün süreyle Cr stresi (100 μM) ve Cr ile kombine şekilde Cys (500 μM) uygulanmıştır. Cr stresi büyümede 

azalma, kloroz ve yapraklarda kıvrılma gibi toksisite semptomlarına neden olmuştur. Cr stresi, bağıl su 

içeriğini (BSİ), -aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD) aktivitesini, klorofil ve protein içeriklerini 

azaltmıştır. Diğer taraftan, Cr yapraklarda süperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitelerini 

azaltırken, peroksidaz (POD) aktivitesini artırmıştır. İlaveten, Cr malondialdehit (MDA) birikimi ve sistein 

içeriğini arttırmıştır. Kök ortamına dışsal Cys uygulaması, büyümedeki Cr teşvikli inhibisyonu azaltmıştır. 

Dışsal Cys uygulaması Cr stresi koşullarında klorofil birikimini ve sistein içeriğini artırmıştır. Ayrıca Cys 

uygulaması, SOD ve CAT aktivitelerini arttırmış ve Cr teşvikli MDA birikimini önemli düzeyde azaltmıştır. 

Bu sonuçlar, dışsal Cys uygulamasının Cr stresinin neden olduğu oksidatif stresin olumsuz sonuçlarını 

azalttığını göstermektedir. 

 

Effects of Exogenous Cysteine Application on Maize Exposed to 
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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 

subjected to Cr stress (100 μM) and in combination with Cys (500 μM) for 7 days. Cr stress resulted in 

toxicity symptoms such as reduced growth, chlorosis, and rolling in leaves. Cr stress decreased the 

relative water content (RWC), -aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) activity, and chlorophyll and 

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

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

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. Giriş 

Artan endüstriyel faaliyetler, çevreye aşırı 

miktarlarda toksik metallerin yayılmasına neden 

olmakta ve bu durum tarımsal alanların 

kirlenmesine yol açmaktadır. Krom (Cr) tarımsal 

topraklarda en çok bulunan ikinci inorganik 

kirleticidir ve bitkiler için son derece toksiktir (Zhao 

et al. 2016). Mutajenik ve kanserojenik özellikleri 

nedeniyle, tarımsal toprakların Cr ile kirlenmesi 

önemli bir çevresel problem haline gelmiştir (Seth 

et al. 2012). Birçok bitki türünde Cr stresi, bitki 

büyümesini azaltmakta, yapraklarda kloroza neden 

olmakta ve verimde inhibisyona neden olmaktadır 

(Ali et al. 2015, Cai et al. 2019). Cr'un bitkilerde 

neden olduğu stres kısmen reaktif oksijen türlerinin 

(ROT) artmasıyla ilişkilidir (Pandey et al. 2009). 

Diğer taraftan, bitkiler antioksidan metabolit ve 

enzimlerden oluşan bir antioksidan savunma 

sistemi geliştirmişlerdir (Noctor et al. 2012). 

Yüksek derecede toksik olan Cr kısa sürede 

gıda zincirine dahil olmakta ve böylece insan sağlığı 

için önemli risk oluşturmaktadır. Bu nedenle, 

kirlenmiş çevresel koşullarda daha güvenli gıda 

üretimi büyük endişe konusudur. Bu nedenle, ürün 

verimliliğini artırmak ve Cr stresinin etkilerini 

azaltmanın yanı sıra sağlık risklerini en aza 

indirmeye yardımcı olabilecek şekilde bitkilerdeki 

Cr içeriğini azaltmak için farklı yaklaşımlara 

gereksinim vardır. Bu bağlamda, ağır metal 

stresinin üstesinden gelmek için farklı bileşiklerin 

kullanılması uygun yollardan biri olabilir. Örneğin 

bazı bitki türlerinde selenyum, silikon ve 

glisinbetain gibi uygulamaların Cr stresinin olumsuz 

etkilerini hafiflettiği bildirilmiştir (Qing et al. 2015, 

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

Sistein (Cys), bitkilerdeki kükürt 

özümlemesinin ilk organik bileşiğidir (Takahashi et 

al. 2011) ve bitkilerde ağır metal toleransında rol 

oynayan glutatyon (GSH) ve fitoşelatinler (PC’ler) 

gibi çok sayıda biyomolekül için fonksiyonel bir 

öncü görevi görmektedir (Noctor et al. 2012). 

Birçok çalışmada, çeşitli abiyotik ve biyotik streslere 

karşı bitki toleransını arttırmada Cys'in yanı sıra 

GSH gibi kükürt özümlemesi ile ilgili bileşiklerin 

yararlı rolü olduğu gösterilmiştir (Qiu et al. 2013, 

Fang et al. 2016). Krom stresinin bitkiler üzerindeki 

etkileri kapsamlı şekilde araştırılmış olmasına 

karşın, bitkilerde Cys ve Cr etkileşimi ile ilgili daha 

fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. Ekonomik önemi ve 

geniş üretim alanı nedeniyle mısır (Zea mays L.) 

dünyadaki en önemli tarımsal bitkilerden biridir 

(Shiferaw et al. 2011). Mısır bitkilerinde Cr alımının 

yanı sıra fizyolojik özellikleri ve antioksidatif 

savunma mekanizmaları üzerindeki etkilerini 

araştıran birkaç çalışma bulunmasına karşın (Anjum 

et al. 2017, Adhikari et al. 2020), dışsal Cys 

uygulamasının etkilerini araştıran bir çalışma 

bulunmamaktadır. Bu nedenle, bu çalışmada Cr 

stresine maruz kalan mısır fidelerinde dışsal Cys 

uygulamasının etkisinin fizyolojik ve biyokimyasal 

verilerle değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

 

2. Materyal ve Metot 

2.1 Bitki materyali ve yetiştirme koşulları  

Mısır (Zea mays L. cv. Bora) tohumları ticari 

firmadan (MAY Tohumculuk) temin edilmiştir. 

Tohumlar %1 sodyum hipoklorür içeren çözeltide 

10 dakika boyunca steril edilmiş ve 5 kez steril 

dH2O ile yıkanmıştır. Steril edilmiş tohumlar, 

içerisinde dH2O ile ıslatılmış iki kat filtre kağıdı 

bulunan çimlendirme kaplarında 48 saat karanlıkta 

çimlendirilmiştir. Homojen fideler, modifiye 

Hoagland besin çözeltisi (pH 6.0) bulunan polietilen 

kaplara transfer edilmiştir. Daha sonra fideler, 

kontrollü iklim kabininde (231 C, %60 bağıl nem, 

250 mol foton m-2 s-1 ve 14:10 fotoperiyot) 3 gün 

büyütülmüştür. Bu süre sonunda fideler potasyum 

dikromat ve/veya Cys uygulamalarına maruz 

bırakılarak 4 farklı uygulama grubu 

oluşturulmuştur: (1) Kontrol (K), sadece besin 

çözeltisi; (2) Cys, 500 mol; (3)  Cr, 100 mol ve (4) 

Cys+Cr, 500 mol Cys +100 mol Cr. Besin 

çözeltileri gün aşırı değiştirilmiştir. Uygulamaların 7. 

gününde bitkiler hasat edilmiş ve analizler için 

kullanılmıştır.   

Yaprakların bağıl su içeriği (BSİ), Hayat vd. 

(2007)’ne göre belirlenmiştir. Bitkiler hasat 

edildikten sonra tamamen gelişmiş ikinci 

yaprakların taze ağırlıkları belirlenmiştir. Daha 

sonra yapraklar 48 saat deiyonize su içerisinde 

inkübe edilmiştir. Bu süre sonunda yaprak 
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yüzeyindeki fazla su alınmış ve turgorlu ağırlık 

belirlenmiştir. Yaprakların kuru ağırlıkları, 48 saat 

80C'de inkübasyondan sonra kaydedilmiş ve BSİ 

aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır: 

BSİ (%) =
Taze ağırlık −Kuru ağırlık

Turgorlu ağırlık −Kuru ağırlık
× 100        

 

2.2 ALAD aktivitesi ve klorofil içeriği  

Yapraklarda -aminolevulinik asit dehidrataz 

(ALAD) ekstraksiyonu, Naito vd. (1980)’ne göre 

gerçekleştirilmiştir. Taze yaprak dokuları, 

ditiyoteritol (DTT) içeren Tris-HCl tamponu (pH 8.2) 

içinde homojenize edilmiştir. Homojenat 

süzüldükten sonra santrifüj edilmiştir. Süpernatant 

ALA, DTT ve MgCl2 içeren Tris-HCl tamponu ile 2.5 

saat 37C'de inkübe edilmiştir. Reaksiyon, 

trikarboksilik asit ilave edilerek sonlandırılmıştır. 

Örnekler soğutulduktan sonra santrifüj edilmiş ve 

süpernatant Ehrlich’in reaktifi ile karıştırıldıktan 

sonra karışımın absorbansı 555 nm'de ölçülmüştür. 

Porfobilinojen (PBG) konsantrasyonu, Mauzerall ve 

Granick (1956)’e göre hesaplanmış ve ALAD 

aktivitesi, 37C'de oluşan PBG nmol/mg protein/2.5 

saat olarak ifade edilmiştir. Protein miktarı 

Bradford (1976)’a göre belirlenmiştir. Yaprak 

dokularından klorofiller metanol ile ekstrakte 

edilmiş ve Wellburn (1994)’e göre analiz edilmiştir. 

 

2.3 Sistein ve MDA içerikleri 

Lipid peroksidasyonu, malondialdehid (MDA) 

oluşumunun ölçülmesiyle belirlenmiştir (Heath and 

Packer 1968). Molar ekstinksiyon katsayısı ( = 155 

mM-1 cm-1) yaprak dokularındaki MDA içeriğinin 

hesaplanması için kullanılmıştır. 

Sistein, pembe renkli bir ürün oluşturmak 

üzere asit ninhidrin ile spesifik olarak reaksiyona 

girmektedir. Bu nedenle, Cys içeriği asit ninhidrin 

ayıracını kullanan Gaitonde (1967)’nin metoduna 

göre belirlenmiştir. Taze yaprak dokuları (500 mg) 

%5 soğutulmuş perklorik asit içerisinde homojenize 

edilmiştir. Santrifügasyondan sonra süpernatantlar 

eşit hacimde ninhidrin ve asetik asit ile 

karıştırılmıştır. Karışımın absorbansı 560 nm’de 

belirlenmiş ve sistein miktarı kalibrasyon eğrisi 

kullanılarak hesaplanmış ve mol g−1 KA olarak 

ifade edilmiştir. 

 

2.4 Antioksidan enzim aktiviteleri 

SOD (süperoksit dismutaz; EC 1.15.1.1) aktivitesi, 

ışıkta nitroblue tetrazolium tuzunun indirgenmesini 

engelleyebilme kabiliyeti izlenerek tespit edilmiştir 

(Beauchamp and Fridovich 1971). Yapraklardaki 

CAT (katalaz; EC 1.11.1.6) aktivitesi, H2O2'nin 

kaybolmasına bağlı olarak 240 nm'de absorbanstaki 

düşüş ölçülerek belirlenmiştir (Aebi et al. 1984). 

Yaprak dokusundaki POD (guaiakol peroksidaz; EC 

1.11.1.7), guaiakol oksidasyonunun ürünü olan 

tetraguaiacol oluşumuna bağlı olarak 470 nm'deki 

absorbans değişikliği ölçülerek belirlenmiştir (Mika 

and Lüthje 2003). 

 
2.5 İstatistiksel analizler 

Deneylerden elde edilen veri ortalamalar SPSS 

paket programı (SPSS ver. 16) kullanılarak tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) ile analiz edilmiştir. 

Kontrol ve diğer üç uygulama arasındaki farklar %5 

olasılık seviyesinde Duncan’ın çoklu karşılaştırma 

testi ile analiz edilmiştir (p < 0.05). 

 

3. Bulgular ve Tartışma 

Mısır yapraklarındaki Cr stresi semptomları büyüme 

ve bağıl su içeriği belirlenerek değerlendirilmiştir 

(Şekil 1). Cr stresi fide büyümesinde önemli bir 

azalmaya neden olmuştur (Şekil 1A) (p < 0.05). Cr 

stresi, BSİ’deki azalma ile gösterildiği gibi 

yapraklardaki su dengesini bozmuştur ve bu 

sonuçlar Gill vd. (2013)’nin bulgularıyla benzerlik 

göstermiştir. Bununla birlikte, Cr stresi altındaki 

fidelere Cys uygulaması BSİ değerlerini arttırmıştır. 

Ayrıca, dışsal Cys uygulamasının tek başına mısır 

yapraklarının BSİ üzerinde önemli bir etkisi 

belirlenmemiştir (Şekil 1B). Dışsal Cys 

uygulamasının Cr toleransı üzerine bu pozitif etkisi 

Arabidopsis fidelerinde de belirlenmiştir (Fang et 

al. 2016). Bu durum Cys’in, bitki dokularında ağır 

metal alımını veya hareketini önleyerek bitki 

savunma sistemini geliştirmesinden 

kaynaklanabilir. 
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Şekil 1. Krom stresi ve dışsal Cys uygulamasının fide 

büyümesi (A) ve yaprak bağıl su içeriği (B) 
üzerine etkisi. Küçük harfler p < 0.05 düzeyinde 
uygulamalar arasında önemli farklılığı 
göstermektedir. 

 

Bitkilerde Cr stresinin genel bir belirtisi 

klorozdur. Cr stresine maruz bırakılan mısır 

yapraklarında klorofil içeriğinde %43.5'lik önemli 

bir azalma belirlenmiştir (p < 0.05). Bitki 

dokularında artan Cr birikimine bağlı olarak 

fotosentetik pigment içeriğinin azaldığı bildirilmiştir 

(Shanker et al. 2005).  Bununla birlikte, 

araştırmamızda dışsal Cys uygulaması Cr’un klorofil 

içeriği üzerindeki bu olumsuz etkisini hafifletmiştir 

(Şekil 2A). Gill vd. (2015), Cr stresinin çeltik 

yapraklarındaki klorofil içeriğini azalttığını ve Cr ile 

ALA birlikte uygulandığında bu olumsuz etkinin 

ortadan kalktığını bildirmiştir.  

Klorofil biyosentezinde aminolevulinik asit 

dehidrataz (ALAD), iki ALA molekülünden 

porfobilinojenin oluşumunu katalize etmektedir. 

Ağır metaller karasal ve sucul bitkilerde ALAD 

aktivitesini azaltır ve bu durum klorofil 

biyosentezinin inhibisyonuna yol açmaktadır 

(Vajpayee et al. 2000). Bununla birlikte, Cr stresinin 

kükürt eksikliğine neden olarak S-

adenozilmetiyonin miktarında ve dolayısıyla klorofil 

içeriğinde azalmaya neden olduğu belirtilmiştir 

(Hoefgen and Nikiforova 2008). Mevcut 

araştırmada, Cr stresi ALAD aktivitesini azaltmış ve 

Cys uygulaması Cr stresinin bu etkisinde önemli bir 

değişikliğe neden olmamıştır (Şekil 2B). Vajpayee 

vd. (2000), ALAD aktivitesinin Cr stresine oldukça 

hassas olduğunu ve 10 M gibi düşük Cr 

konsantrasyonunun ALAD aktivitesini ve klorofil 

içeriğini azalttığını göstermiştir. Dışsal Cys 

uygulaması içsel S metabolizmasını olumlu 

etkilemiş olmasına rağmen, reaktif oksijen 

türlerinin aşırı üretimi, reaksiyon merkezlerinin ve 

enzim aktivitesinin zarar görmesinden sorumlu 

olabilir. 

 

 
Şekil 2. Krom stresi ve dışsal Cys uygulamasının toplam 

klorofil içeriği (A) ve ALAD aktivitesi (B) üzerine 
etkisi. Küçük harfler p < 0.05 düzeyinde 
uygulamalar arasında önemli farklılığı 
göstermektedir. 

 

Cr stresi ve dışsal Cys uygulamasının protein 

içeriği ve içsel Cys içeriği üzerine etkisi Şekil 3’te 

gösterilmiştir. Cr stresi protein içeriğinde önemli 

azalmaya neden olurken (p < 0.05), bu etki Cys 

uygulaması ile değişmemiştir (Şekil 3A). Diğer 

taraftan, Cr stresi ve dışsal Cys uygulamaları içsel 

Cys içeriğinde kademeli bir artışa neden olmuştur 

(Şekil 3B). Bitkilerde önemli bir makro besin 
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elementi olan kükürt ilk olarak Cys’nin yapısında 

özümlenmektedir. Ayrıca Cys ve ondan türevlenen 

GSH, PC'ler ve metallotiyoneinler gibi çeşitli 

biyokimyasal bileşikler ağır metal savunma 

cevaplarında önemli rollere sahiptir (Droux 2004). 

Organik kükürtlü bir bileşik olan Cys sadece 

savunma ile ilişkili moleküllerin öncüsü değil, aynı 

zamanda bitkilerde endojen hidrojen sülfürün (H2S) 

oluşumu için ana substrattır (Takahashi et al. 2011). 

H2S ve Cys arasındaki etkileşim bitkilerin metal 

stresine verdikleri cevaplarda oldukça önemlidir. 

Arabidopsis’te, H2S-Cys sisteminin özellikle 

antioksidan GSH'nin oluşumunu düzenleyerek ve 

ağır metal bağlayıcı peptidlerin (fitoşelatinler ve 

metallotiyoneinler) sentezini teşvik ederek Cr 

toleransını arttırdığı bildirilmiştir (Fang et al. 2016). 

Bu veriler ve bilgiler ışığında araştırmamız 

kapsamında, mısır fidelerinin Cr(VI) toleransında 

sistein biyosentez yollarının önemli bir rolü olduğu 

söylenebilir. 

 

 
Şekil 3. Krom stresi ve dışsal Cys uygulamasının toplam 

protein (A) ve sistein (B) içerikleri üzerine etkisi. 
Küçük harfler p < 0.05 düzeyinde uygulamalar 
arasında önemli farklılığı göstermektedir. 

 

 

Bitki dokularındaki aşırı Cr birikimi, membran 

lipidlerinin peroksidasyonuna neden olan reaktif 

oksijen türlerinin oluşumu arttırmaktadır. MDA 

genellikle lipit peroksidasyonunun bir göstergesi 

olarak tanımlanmaktadır (Singh et al. 2004). 

Mevcut araştırmada, Cr stresi MDA içeriğinde artışa 

neden olurken, dışsal Cys uygulaması bu etkiyi 

tersine çevirmiştir (Şekil 4). MDA içeriğindeki artış, 

Cr stresi altında artan ROT’ların üretimini 

göstermektedir. Bu sonuçlar, yaprak dokularında 

Cys uygulamasının Cr birikimini azaltarak ROT’ların 

üretimini azalttığını göstermektedir. Dışsal Cys’in 

membran lipidleri üzerine bu koruyucu rolü 

Arabidopsis fidelerinde de gösterilmiştir (Fang et al. 

2016). 

 

 
Şekil 4. Krom stresi ve dışsal Cys uygulamasının MDA 

içeriği üzerine etkisi. Küçük harfler p < 0.05 
düzeyinde uygulamalar arasında önemli 
farklılığı göstermektedir. 

 
Reaktif oksijen türlerinin aşırı üretimi, Cr 

dahil farklı stres faktörlerinin ortak bir sonucudur. 

Stres koşulları altında metabolik fonksiyonları 

korumak ve oksidatif hasarı engellemek için, 

ROT’ların üretimi ve temizlenmesi arasında bir 

denge gereklidir. ROT’ların seviyesi, SOD, CAT ve 

POD gibi antioksidan enzimler ve enzimatik 

olmayan düşük moleküler ağırlıklı 

antioksidanlardan oluşan bir antioksidan sistem 

tarafından kontrol edilmektedir (Schutzendubel 

and Polle 2002). Cr stresi altındaki bitkilerde SOD 

aktivitesi azalırken, bu etki dışsal Cys uygulaması ile 

ortadan kalkmıştır (p < 0.05) (Şekil 5A). Dışsal Cys 

uygulaması hem kontrol hem de Cr stresi altındaki 

bitkilerde CAT aktivitesini arttırmıştır (p < 0.05) 

(Şekil 5B). Bununla birlikte, Cr stresi yaprak 

dokularında POD aktivitesini arttırırken, bu fidelere 
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Cys uygulaması POD aktivitesinde azalmaya neden 

olmuştur (p < 0.05) (Şekil 5C). Ağır metallerin 

detoksifikasyonunda hücresel mekanizmalar biri de 

POD'un lokalize olduğu hücre çeperi ve vakuolde 

metal iyonlarının alıkonulmasıdır (Asada 1992). 

Dışsal Cys uygulamasına maruz kalan mısır 

fidelerinde daha düşük Cr birikiminin düşük POD 

aktivitesine neden olduğu ileri sürülebilir. Bu 

sonuçlar, dışsal Cys uygulamasının mısır bitkilerinin 

antioksidan kapasitesini düzenlediği ve dolayısıyla 

Cr stresini azalttığını göstermektedir. 

 

 
Şekil 5. Krom stresi ve dışsal Cys uygulamasının SOD (A), 

CAT (B) ve POD (C) aktiviteleri üzerine etkisi. 
Küçük harfler p < 0.05 düzeyinde uygulamalar 
arasında önemli farklılığı göstermektedir. 

 

 

 

4. Sonuç 

Cys uygulaması ile Cr stresine bağlı oksidatif hasar 

azalmıştır. Bu durum, sistein içeriğindeki artış ve 

antioksidan enzimlerin değişken seviyeleri ile ilişkili 

olabilir. Lipid peroksidasyonundaki azalma ile dışsal 

Cys uygulamasının Cr kaynaklı oksidatif hasarı 

azaltmadaki koruyucu rolü ortaya konmuştur. 

Sonuç olarak, bu çalışma dışsal Cys uygulamasının 

antioksidan sistemi ve oksidatif stresi düzenleyerek 

mısır fideleri üzerinde Cr stresinin olumsuz 

etkilerini iyileştirdiğini göstermektedir. 
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