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OZET

KADMIiYUM STRESINE MARUZ BIRAKILAN SOYA FASULYESI
FIDELERINDE 24-EPiBRASSINOLID’iN BUYUME VE ANTIOKSIDAN SiSTEM
UZERINE ETKILERI

Furkan DEMIREL
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilimdali Tezi
Danigman: Dog. Dr. Yonca SURGUN ACAR
20/06/2023, 69

Agir metaller bitkiler lizerinde negatif etkilere sahiptir. Bu metallere karsi bitki
savunma sisteminin yani sira bu sisteme destek saglayacak hormonlarin kullanimi son
yillarda artis gostermektedir. Onemli bir hormon grubu olan brassinosteroid (BR)’ler bitki
bliylime ve gelisiminde 6nemli roller oynamakla birlikte, cevresel stresler karsisinda da bitki
toleransini arttirmaktadir. Bu ¢alismada, kiiresel dlgekte en fazla ekimi yapilan doérdiindii
kiiltir bitkisi olan soya fasulyesi [Glycine max (L.) Merril] fidelerinin yapraklarinda toksik
ve toprakta varligi giderek artan kadmiyum (Cd) agir metalinin meydana getirdigi strese
karsi BR hormon grubundan olan, 24-Epibrassinolid (EBL)’in etkileri molekiiler ve
fizyolojik diizeyde arastirilmistir. Yapilan ¢aligsmada, soya fasulyesi fideleri 10 giin boyunca
hidroponik sistemde 20 ve 40 mg L™ igeren kadmiyuma maruz birakilmis ve 2 giin
araliklarla yapraklara spreyleme yontemi ile EBL (1 uM) uygulanmistir. Soya fasulyesi
fidelerinde Cd konsantrasyonundaki artisa bagli olarak biiylime parametreleri (gévde ve kok
yas ve kuru agirliklari, kok ve govde uzunluklari) ve pigment iceriginde azalma tespit
edilirken, yaprak dokusunda Cd miktarinda artig belirlenmistir. Kadmiyum ile birlikte
yapilan EBL uygulamalar1 govde yas ve kuru agirligi, govde uzunlugu ve pigment
seviyesinde kontrole gore artis meydana getirmistir. Kadmiyum uygulamalar1 antioksidan
enzimlerin (SOD, CAT, APX ve POD) aktivitelerinde artmaya neden olurken, 20 mg L Cd
ile birlikte yapilan EBL uygulamalari kontrole ve tek basma yapilan 20 mg L* Cd
uygulamasina kiyasla enzim aktivitelerin daha da artmasina neden olmustur. Hidrojen

peroksit ve malondialdehit (MDA) seviyesi Cd uygulamalar ile artarken, Cd ve EBL nin



kombine uygulamasi s6z konusu stres indikatorlerinin azalmasina neden olmustur.
Kadmiyum stresi altinda EBL uygulamasi soya fasulyesi yapraklarinda prolin, toplam
fenolik ve flavonoid igeriklerinin kontrol ve Cd uygulamalarina kiyasla daha fazla artmasina
neden olmustur. Kadmiyum stresine maruz birakilan fidelerin yapraklarinda antioksidan
sistem 1ile ilgili baz1 genlerin (GmCSD5, GmFSD3, GmMSD1, GmCAT1, GmAPX1 ve
GmPOD) ekspresyon seviyeleri tizerine EBL’nin etkileri arastirilmigtir. Kadmiyum ve EBL
uygulamalar1 GmCSD5 geni hari¢ ekspresyon seviyesi arastirilan genleri pozitif regiile
etmistir. Sonuglar Cd stresi altinda soya fasulyesi fidelerinin yapraklarinda spreyleme
yontemi ile uygulanan EBL hormonunun antioksidan sistemi biyokimyasal ve molekiiler

diizeyde regiile ettigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Soya fasulyesi, kadmiyum, 24-Epibrassinolid, antioksidan

sistem, gen ekspresyonu



ABSTRACT

EFFECTS OF 24-EPIBRASSINOLIDE ON GROWTH AND ANTIOXIDANT
SYSTEM IN SOYBEAN SEEDLES EXPOSED TO CADMIUM STRESS

Furkan DEMIREL
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yonca SURGUN ACAR
20/06/2023, 69

Heavy metals have negative effects on plants. In addition to the plant defense system
against these metals, the use of hormones to support this system has increased in recent years.
Brassinosteroids (BR), an important group of hormones, play important roles in plant growth
and development, and increase plant tolerance against environmental stresses. In this study,
the effects of 24-Epibrassinolide (EBL) which is a brassinosteroid hormone group against
the stress caused by cadmium (Cd) heavy metal, which is significantly toxic in the leaves of
soybean [Glycine max (L.) Merril] seedlings, which is the fourth crop plant globally, were
investigated at the molecular and physiological levels. In the study, soybean seedlings were
exposed to Cd containing 20 and 40 mg L* in a hydroponic system for 10 days and the EBL
(1 uM) was applied to the leaves by spraying method at 2-day intervals. Depending on the
increase in Cd concentration in soybean seedlings, a decrease was detected in growth
parameters (stem and root fresh and dry weights, root and stem lengths) and pigment
contents, while an increase in the amount of Cd was determined in leaves. The EBL
applications with Cd caused an increase in stem fresh and dry weight, stem length and
pigment levels compared to the control. While Cd applications caused an increase in the
activities of antioxidant enzymes (SOD, CAT, APX and POD), the EBL applications with
20 mg L Cd caused more increase in the activities compared to the control and 20 mg L*
Cd application alone. While hydrogen peroxide and malondialdehyde (MDA) levels
increased with Cd applications, the combined application of Cd and EBL caused a decrease

in the mentioned stress indicators. EBL application under Cd stress caused a higher increase

vi



in proline, total phenolic and flavonoid contents in soybean leaves. The effects of the EBL
on the expression levels of some genes related to the antioxidant system (GmCSDS5,
GmFSD3, GmMSD1, GmCAT1, GmAPX1 and GmPOD) in the leaves of seedlings exposed
to cadmium stress were investigated. Cadmium and EBL treatments positively regulated the
genes whose expression level was investigated, except for the GmCSD5 gene. As a result,
the EBL hormone applied by spray method on the leaves of soybean seedlings under Cd

stress regulated the antioxidant system at the biochemical and molecular levels.

Keywords: Soybean, cadmium, 24-Epibrassinolide, antioxidant system, gene

expression
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Sekil 12

Sekil 13

Sekil 14

Sekil 15

Sekil 16

Sekil 17

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi fidelerinin gévde yas (A) ve kuru agirliklar1 (B)
tizerine etkisi. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg
L-1 Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L-1 Cd uygulamasi. Duncan
coklu aralik testi kullanilmig (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir
(n=10-12).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi fidelerinin kok yas (A) ve kuru agirliklar (B). K:
Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L' Cd
uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan coklu
aralik testi kullanmilmig (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir
(n=10-12).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi fidelerinin gévde (A) ve kok uzunluklar (B). K:
Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cdl: 20 mg L-1 Cd
uygulamasi, Cd2: 40 mg L-1 Cd uygulamasi. Duncan g¢oklu
aralik testi kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir
(n=10-12).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda toplam klorofil (A) ve karotenoid
(B) miktarlar1. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg
Lt Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan
coklu aralik testi kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir

(n=3).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda SOD (A) ve CAT (B) enzim
seviyeleri. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L*
Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu
aralik testi kullanilmig (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir
(n=3).

Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda APX (A) ve POD (B) enzim
aktiviteleri. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L
! Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L™* Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu
aralik testi kullanilmig (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir

(n=3).
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Sekil 18

Sekil 19

Sekil 20

Sekil 21

Sekil 22

Sekil 23

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda H2O2 (A) ve MDA (B) seviyeleri.
K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1l: 20 mg L' Cd
uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan coklu
aralik testi kullanilmig (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir

(n=3).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda prolin miktari. K: Kontrol, EBL:
24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L Cd uygulamas1, Cd2: 40 mg
L? Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu aralik testi kullanilmis
(P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki
farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda toplam fenolik (A) ve toplam
flavonoid igerikleri. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1:
20 mg L Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi.
Duncan ¢oklu aralik testi kullanilmis (P<0,05, + standart hata
degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile
gosterilmistir (n=3).

Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda SOD genlerinin ekspresyon
seviyesi. GmCSD5 (A), GmMSD1 (B) ve GmFSD3 (C)
genlerinin ekspresyon seviyeleri. K: Kontrol, EBL: 24-
Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L Cd uygulamas1, Cd2: 40 mg L
Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu aralik testi kullanilmis (P<0,05,
+ standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar
harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda GmCAT1 geninin ekspresyon
seviyesi. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L*
Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu
aralik testi kullanilmig (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gdsterilmistir
(n=3).

Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda GmAPX1 geninin ekspresyon
seviyesi. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L
Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu
aralik testi kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir

(n=3).

XV

45

46

47

48

49

50



Sekil 24

Farkl1 konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin
soya fasulyesi yapraklarinda GmPOD geninin ekspresyon
seviyesi. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L
Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L™ Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu
aralik testi kullanilmig (P<0,05, + standart hata degeri) ve
ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir

(n=3).
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BIiRINCi BOLUM
GIRIS

Yiiksek verimi ve zengin besin igerigi nedeniyle soya fasulyesi [Glycine max (L.)
Merrill] diinyadaki en énemli kiiltiir bitkilerinden biridir (Liu vd., 2020). Orijini Cin olan
soya fasulyesi, Asya, Orta Amerika, Giliney Amerika, Avrupa ve Afrika olmak iizere
diinyanin bir¢cok bolgesine yayilmistir (Giiler, 2013). Soya fasulyesi diinyada en ¢ok
yetistiriciligi yapilan baklagillerden biridir ve bugday (Triticum aestivum L.), misir (Zea
mays L.) ve geltikten (Oryza sativa L.) sonra ekimi en fazla yapilan dordiincii bitki tiirtidiir
(Fried vd., 2019). Kiiresel 6lgekte soya fasulyesi tiretimi 339 milyon tondur (Neto vd., 2021).
Diinyada soya fasulyesi iireticileri sirasiyla Amerika Birlesik Devletleri (%33), Brezilya
(%32), Arjantin (%16), Cin ve Hindistan’dir (Ciampitti vd., 2018; Neto vd., 2021). Ulkemiz
soya fasulyesi liretiminde 32. sirada olup, soya tarimina ilk kez 1. Diinya savasi yillarinda
baslanilmistir (Artik, 1987). Tiirkiye’de 1961 yilinda 4.600 hektar alanda 9.783 ton yapilan
soya liretimi, 2020 yilinda 35 bin hektar alanda 44.180 tona ulasmistir (FAO, 2022).

Topraktaki agir metal kirliligi son yillarda endise verici derece artmis ve tiim canlilar
icin potansiyel bir risk haline gelmistir. (Shanmugaraj vd., 2019). Agir metal kirliligi, hizla
biiyliyen endiistriyel bolgeler, madencilik, endiistriyel atiklarin bertaraf edilmemesi, tarimsal
arazilerde tekrarlanan giibre ve pestisit uygulamalari, kompost giibreler ve atik su sulama
uygulamalari neticesinde biiyiik oranda risk olusturmaktadir. Fizyolojik kosullar altinda agir
metaller, organizmalar i¢in esansiyel ve esansiyel olmayan elementler olarak
smiflandirilmaktadir (Tchounwou vd., 2012). Bu simiflandirma igerisinde ¢inko (Zn), bakir
(Cu), kobalt (Co) ve manganez (Mn) gibi esansiyel metaller, redoks tepkimelerinde ve ligand
etkilesimlerinde kofaktér olarak organizmalarin fizyolojik siireclerinde 6nemli rollere
sahiptirler, ancak arsenik (As), kadmiyum (Cd), krom (Cr), kursun (Pb), ve civa (Hg) ise
esansiyel olmayip reaktiviteleri nedeniyle enzimatik reaksiyonlar: olumsuz etkileyerek
fizyolojik siireglere miidahale edebilmektedirler (Dubey vd., 2018). Agir metaller igerisinde
Cd, atom agirligl1 112,411 g olan, periyodik tablonun 12. grubuna ait bir gecis elementidir
ve dogada oldukga reaktif olmasini saglayan *2 degerlik elektronuna sahiptir (Shahzad vd.,
2018). Fiziksel ve kimyasal ozelliklerinden dolayr Cd, kereste, paslanmaz c¢elik
endiistrilerinde ve nikel (Ni)-Cd pil iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Diinya

capinda yillik kullanim1 30.000 ton olan Cd son derece zehirli bir element olmakla birlikte
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bitkilerden besin zinciri yoluyla insan ve hayvanlar i¢in de biiyiik bir risk olusturmaktadir
(Qin vd., 2020). Bitkiler yiiksek konsantrasyonda agir metale maruz kaldiklarinda tolerans
veya detoksifikasyon igin ¢esitli savunma yollar1 izlemektedir. ilk olarak, agir metale maruz
kalan bitkiler topraktan metal alinimini1 kisitlayarak stresin baglamasini engellemek ve koke
metal girisini 6nlemeye ¢alismaktadir (Emamverdian vd., 2015). Bu savunma stratejisinin
basarisiz olmast durumunda bitkiler ikinci adim olarak hiicre igerisindeki bolmelerden
(vakuol), prolin, organik asitler gibi ¢esitli maddeleri serbest birakarak metal iyonlarinin
hiicre igerisinde komplekslesmesini ve hiicre duvarina baglanmasini engellemeye
calismaktadir. Tiim 6nlemlerin sonugsuz kalmasi halinde bitkiler agir metalin toksisitesi
altinda kalirsa antioksidan savunma mekanizmalarinin aktivasyonunu gergeklestirmektedir

(Emamverdian vd., 2015).

Bitkilerde agir metal stres toleransina karsi alternatif olarak bitki biiyiime
diizenleyicileri (hormon)’nin kullanim1 son yillarda biiyiik 6nem kazanmistir (Bari ve Jones,
2008). Bitki hormonlar1 bitkilerde biliyiime ve gelisimi diizenlemede Onemli roller
oynamaktadir (Li vd., 2020). Bitkiler tarafindan iiretilen baslica hormonlar; oksinler,
giberellinler, sitokininler, absisik asit (ABA), etilen (ET), salisilik asit (SA), jasmonatlar
(JA), brassinosteroid (BR)’ler ve strigolaktonlardir (Verma vd., 2016). Brassinosteroidler
metabolik ve fizyolojik siireclerde etkili rollere sahip dogal ve biyolojik olarak
pargalanabilen polihidroksillenmis steroidlerdir (Li vd., 2020). Bitki biiyiime ve geligsimini
tesvik etme konusunda giiclii bir yetenege sahip olan BR’ler ve analoglarinin, bitkilerde
biyotik ve abiyotik stresler dahil olmak {izere ¢esitli streslerin hafifletilmesinde 6nemli rol
oynadigi bilinmektedir. (Bhandari ve Nailwal, 2020). Hiicre yiizeyinde bulunan 16sin
bakimindan zengin reseptorlerce BR’nin algilanmasi bir dizi fosforilasyon ve
defosforilasyon iglemlerini baslatmakta ve farkli fizyolojik mekanizmalarda karmagik olan
cok sayida genin diizenlenmesine biiyilk katki saglamaktadir (Basit vd., 2021).
Brassinosteroidler koklerden agir metal alinimini azaltmakla birlikte agir metal birikimi
yoluyla indiiklenen reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkilerini hafifleten antioksidan

enzimlerin etkinligini arttirmaktadir (Basit vd., 2021).

Bu ¢alismada, onemli bir kiiltiir bitkisi olan soya fasulyesinde toprakta mevcudiyeti

giderek artan Cd’nin etkilerinin yani sira aktif bir BR analogu olan 24-Epibrassinolid



hormonunun farkli Cd konsantrasyonlari altinda biiyiime ve antioksidan sistem iizerine

etkileri biyokimyasal ve molekiiler diizeyde aragtirilmigtir.

1.1. Soya Fasulyesi [Glycine max (L.) Merr.] ve Abiyotik Stres Faktorleri

Soya fasulyesi [Glycine max (L.) Merr.] Magnoliopsida (iki ¢enekli) smifinin
Fabaceae (baklagiller) familyasinin Faboideae alt ailesinin Glisin cinsine ait tek yillik bir
sicak iklim bitkisidir. Soya fasulyesi besin icerigi ve ekonomik degerinden dolay1 benzersiz
bir baklagil olup, altin fasulye ve mucize bitki olarak da adlandirilir. Tarihsel kayitlara gore
5000 wyildir kullanilmakta olan soya fasulyesinin gilinlimiizde kiiresel bir Onemi

bulunmaktadir (Ferguson ve Gresshoff, 2009; Bijarania vd., 2021).

Ulkemizde en ¢ok Adana (%57,6) ve Mersin (%25,1) illerinde iiretimi yapilan soya
fasulyesi tiiylii yapraklar1 ve baklalariyla 1,5 metre uzunluga kadar ulasabilmektedir (Forde
ve Lorenzo, 2001; Ugum, 2021). Olgunluk asamasindaki soya fasulyesinin yapraklari oval
mizrak seklindedir ve hafif sariya doniik yesil bir renge sahiptir. Cesidine bagl olarak beyaz
veya mor renkte ¢icekleri bulunmaktadir. Soya fasulyesi baklalar1 3-5 cm uzunlukta, 1 cm
kalinliginda, igerisinde 2 ila 4 adet tohum bulunduran genellikle yesil renkli meyvelerdir
(Palomo vd., 2011). Yass1 ya da yuvarlak sekildeki tohumlar kahverengi tonlarindadir.
Derinligi bir metreye kadar uzanabilen kok sisteminde, yan kokler ve ortalama 40-50
santimetre uzunlugunda ana kok bulunmaktadir. Cigeklenme déneminden itibaren kazik ve
sacak koklerde olusmaya baslayan ¢ok sayida yumrular bulunmaktadir. Bu yumrular soya
fasulyesinin ekimi sirasinda kullanilan Rhizobium bakterileri (Rhizobium japonicum) ile
havadaki azotu igerisinde depo ederek hem soya fasulyesi i¢in hem de sonrasinda ekilecek

tirlin igin azot kaynagi olusturmaktadir (Sulieman vd., 2022).

Protein, B vitamini, lipit ve temel elementler bakimindan olduk¢a zengin bir bitki
olmas1 soya fasulyesini insanlar ve hayvanlar i¢in 6nemli bir besin kaynagi haline
getirmektedir (Svubova vd., 2021). Yiiksek kalitede hayvan yemi olan soya fasulyesinin,
endiistriyel olarak kullanimi da bulunmaktadir (Hymowitz ve Newell, 1981; Medic vd.,
2014; Pagano ve Miransari, 2016). Birim alandan en ¢ok protein alinan bitki olan soya
fasulyesi bat1 kiiltiiriinde esas olarak soya kiispesi ve tohum yagi seklinde islenmektedir.

Asya Kkiiltiirlerinde ise soya fasulyesinden siit, sos ve ezme gibi bir¢ok gida iiretimi
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yapilabilmektedir (Medic ve Hurburgh, 2014; Pagano ve Miransari, 2016). Hayvansal
yaglarin iiretiminin az olmasi ve maliyetinin fazla olmasi1 nedeniyle diinya yag {iretiminin
%80-90’1 bitkilerden saglanmaktadir (Meijaard vd., 2020). Soya fasulyesi bu konuda 6nemli
bir yagli tohum bitkisidir ve diinya ¢apinda talep gormektedir (Randeniya ve De Groot,
2015). Soya fasulyesi yagi kiiresel ¢apta bitkisel yag tiiketiminin %28’ini kargilamaktadir
(Silva vd., 2021). Soya yagi insan besini olarak lipid metabolizmasini diizenleyen yag
asitlerini igermesinden dolay1 olduk¢a O6nemli bir besindir (Maheshwari ve Kovalchuk,
2016). Soya linolenik asit olarak adlandirilan omega-3, y-linolenik olarak bilinen omega-6
ve oleik asit olarak bilinen omega-9 bakimindan olduk¢a zengin bir bitkidir (Silva vd.,
2021). Bununla birlikte, yag1 alindiktan sonra bol miktarda protein igeren soya kiispesi ise
hayvan yemi olarak 6zellikle kanatlilarda kullanilmaktadir (Meijaard vd., 2020). Endiistriyel
olarak soya; miirekkep, plastik, boya, bocek ilaci, tutkal ve sabun gibi iiriinlerin yapiminda

da kullanilmaktadir (Maheshwari ve Kovalchuk, 2016).

Bitki biiylimesi ve dagilimi ¢evre ile sinirlidir. Herhangi bir cevresel faktor ideal
durumdan farkli bir hale gelirse, bitki biliylimesine sinirlayict faktor olarak
isimlendirilmektedir. (Hasanuzzaman vd., 2016). Soya fasulyesi, gesitli ¢evresel kosullar
altinda yetistirilebilir bir bitki olmasina ragmen biiylime ve gelisimi sel, kuraklik, tuzluluk,
yiiksek sicaklik ve agir metal gibi cesitli abiyotik stres faktorlerinden biiyiik Olglide
etkilenmektedir (Hossain vd., 2013; Hasanuzzaman vd., 2016). Tuz stresi altinda soya
fasulyesi fidelerinde ROS {iretimi ve lipid peroksidasyonunda artis bildirilmis, buna bagh
olarak oksidatif hasar meydana gelmis ve antioksidan sistemin aktif olmasina neden
olmustur (Egbichi vd., 2013). Diger bir ¢alismada, tuz stresi soya fasulyesi fidelerinde
potasyum (K) ve sodyum (Na) alimin1 etkilemistir. Bu durum, Na/K oranini artirarak iyonik
olarak toksisiteye sebep olmustur (Simaei vd., 2012). Benzer sekilde kuraklik, ¢evresel
sinirlayicilar igerisinde ana faktor olarak kabul edilmektedir. Bitkilerde kuraklik stresi ¢esitli
biyokimyasal ve fizyolojik etkilere neden olmakla birlikte ¢cimlenme yiizdesi ve klorofil (a
ve b) oraninda azalmalara, lipid peroksidasyonuna, protein bozulmasina ve niikleik asit
hasaria neden olan ROS iiretiminin artisina neden olmaktadir (Fanaei vd., 2015). Bunlara
ek olarak, fotosentezin tiim ana bilesenlerini bozarak artan karbonhidrat ve su dengesinin
degisimiyle fotosentez mekanizmasinin zarar gérmesini saglamaktadir. Soya fasulyesi
tohumlarinin ¢imlenmesi, Ozellikle kurak ve yart kurak bolgelerde biiylik Olglide

engellenmektedir (Barbosa vd., 2004). Soya fasulyesi i¢in bir diger stres ¢esidi olan sel,



kiiresel ¢apta soya fasulyesinin verimini etkileyen en 6nemli ikinci strestir. Su baskin1 ya da
tagkin gibi olaylarda 6ncelikle kok hasarlari, nodiil gelisiminde azalma, fotosentez ve karbon
asimilasyonu neticesinde de kloroz ve bitki 6liimii meydana gelmektedir (Chandra vd.,
2022). Ayrica, su basmasi soya fasulyesi tohumlarinin ¢imlenmesinde de etkilidir (Chandra
vd., 2022). Wu vd., (2017) 24 saat siireyle sel stresinin soya fasulyesi ¢imlenmesini %50
azalttigin1 belirtmistir. Fazla su, oksijen yoklugu ile solunumu azaltarak toprak kaynakli
hastaliklara da sebep olmaktadir (Chandra vd., 2022). iklim degisiminin kaginilmaz bir
sonucu olan sicaklik, her 10 yilda bir 0.3 °C artmaktadir. Artan sicakliklarin soya
fasulyesinde de olumsuz etkilere neden olacagi 6ngoriilmektedir (Zhao vd., 2017). Yapilan
caligmalarda soya fasulyesinin kisa ya da uzun siireli 1s1iya maruz birakilmasi sonucunda
verim disiislerinin meydana geldigi bildirilmistir (Hatfield ve Dold, 2019; Thomey vd.,
2019).

Bitkiler tarafindan yiiksek miktarda toksik metal alimi bitki besin elementlerinin
absorpsiyonunu, translokasyonunu ve fotosentetik siireclerini bozarak bitkinin normal
biiylimesine zarar verebilecek bazi fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlara neden
olmaktadir. Soya fasulyesinin yasam dongiisii boyunca metallerden olumsuz etkilendigi
ortaya koyulmustur (Hasanuzzaman vd., 2016). Kadmiyum, Pb ve As streslerinin artan
seviyelerinin ¢imlenme yiizdesini azaltti§i ve metal konsantrasyonunun artmasiyla
¢imlenmeyi engelledigi belirtilmistir (Luan vd., 2008). Soya fasulyesinin geng yapraklarinda
koyu renkteki lekeler ve yaprak damarlar1 arasindaki kloroz, agir metaller ile kirlenmis
topraklarda gozlemlenmektedir. Koklerde ise nodiillasyonda azalmayla birlikte azot
fiksasyonu olumsuz etkilenmektedir. Sonug olarak, soya fasulyesi iizerinde agir metal stresi

bodur biiyiime ve verim diisiisii gibi 6nemli etkilere neden olmaktadir (Chmielowska-Bak
vd., 2014).

1.2. Kadmiyumun Bitkiler Tarafindan Alinimi ve Tasinimi

Son yillarda farkl bitkilerde agir metallerin topraktan alinmasi ve bitkinin ¢esitli
kisimlarina taginmasi ile ilgili biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler diizeylerde gesitli
calismalar gerceklestirilmistir (Dubey vd., 2018). Kadmiyum diisiik konsantrasyonlarda
dahi hem hayvanlar hem de bitkiler i¢in potansiyel toksisitesinden dolayr endise kaynagi
haline gelmistir (Shah vd., 2010). Agirlikli olarak fosfatli giibrelerin kullanimi, endiistriyel
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faaliyetler ve kanalizasyon ¢amuru uygulamasi gibi faaliyetler yoluyla tarim topraklarina
giren Cd, toprakta da son derece hareketli bir elementtir. Asidik topraklarda yetistirilen
bitkiler i¢in oldukg¢a erisilebilir halde topragin {ist kisminda toplanan Cd’nin bu 6zelligi,
bitki tarafindan alinmasina (Sekil 1) ve diger bitki organlarina kolaylikla tasinmasina olanak
saglamaktadir (Abbas vd., 2017; Ackova, 2018; Shanmugaraj vd., 2019). Bitki yapisi, yast
ve kok ylizey alan1 gibi 6zellikler bitkilerde metal aliniminda veya birikiminde biiyiik
etkilere sahiptir (El Rasafi vd., 2020). Bununla birlikte Cd toprak ¢ozeltisinden bitki kokleri
ile hem pasif tagima (difiizyon) hem de aktif tasima yoluyla alinabilmektedir (Gallego vd.,
2012; Sebastian ve Prasad, 2018). Kadmiyum iyonlari, Ca®*, Fe?*, Mg?*, Cu®* ve Zn?**’nin
aliminda rol alan membran tasiyicilart [membran tasima proteinleri ve ATPaz (ATP
Fosfohidrolaz)] araciligiyla bitkinin kok hiicrelerine girmektedir (DalCorso vd., 2008; Riaz
vd., 2021). Celtikte bugiine kadar dokuz ATPaz geni tespit edilmistir. Bu genler arasinda,
Oryza sativa heavy metal ATPase 2 (OsHMAZ2), plazma zar1 lizerinde bulunur ve Cd ve
Zn'nin taginmasinda rol oynamaktadir (Riaz vd., 2021). Metal tasiyici olarak, Arabidopsis
thalina’da bulunan Arabidopsis thaliana iron uptake transporter 1 (AtIRT1), hiicre
membranina lokalize sekilde bulunan metal tasiyicidir (Qin vd., 2020). AtIRT1’in koke Fe
aliminda birincil yol olarak tanimlanmasinin yani sira 6nemli miktarda Cd’yi1 de tasiyabildigi

Korshunova vd., (1999) tarafindan yapilan ¢alismada bildirilmistir.

Kadmiyumun koke girisine dair bir diger tasima sistemi ise onemli bir metal tastyici
grubu olan ve Arabidopsis’te hem siirgiin hem de koklerde sentezlenen ZIP (ZRT ve IRTlike
protein) ailesidir (DalCorso vd., 2008). Sonuglar, ZIP grubunun membran boyunca iki
degerlikli katyonlarin tasinmasinda yer aldiklarim1 gostermektedir. Bitkilerde topraktan kok
hiicrelerine Cd aliniminda ve kokten siirgiine taginiminda rol aldigi 6ne stiriilmiistiir (Qin
vd., 2020). Natural resistance-associated macrophage protein (NRAMP) metal tagiyict grup
ise metal tasinmasinda ve homeostazda yer alan bir diger transmembran protein grubudur
(Riaz vd., 2021). Arabidopsis’te NRAMP grubunun ii¢ iiyesi (AtANRAMP1, AtNRAMP3 ve
AtNRAMP4), Fe, Mn ve Cd alimina aracilik etmektedir (Qin vd., 2020). Sonug olarak, Cd
cesitli yollar araciliiyla koke girer ve apoplastik veya simplastik yolla ksileme ulagmaktadir
(Riaz vd., 2021). Ksilem igerisinde Cd, bitkinin terleme neticesinde meydana getirdigi
kuvvet ile siirgiinlere dogru hareket etmektedir ve ksilem 6zsuyundan yapraklarda mezofil
hiicre bosluklarina taginmaktadir. Ksilem 6zsuyunda Cd tasinmasi floem 6zsuyuna gore

daha kolay gerceklesmektedir. Bunun nedeni ksilem 6zsuyunun, 5-6 arasinda degisen pH



degeri, kimyasal bilesimi ve organik bilesik konsantrasyonudur. Ksilem 6zsuyundaki sistein,
fitogelatinler, glutatyon ve diger amino asitler Cd’nin kdkten siirgline tasinmasinda énemli
rol almaktadir (Welch ve Norvell, 1999). Ornegin, Senden vd. (1994), domateste yaptiklari
calismada, Cd ile birlikte bitki koklerine sitrik asit verildiginde Cd aliniminin kokte 2 Kat,

koklerden siirgiine taginiminin ise 6-8 kat arttigini bildirmistir.

1.3. Kadmiyumun Bitkiler Uzerine Etkileri

Kadmiyum maruziyeti bitkilerde kok dokusunu nekrotik, ayrisan ve miisilajli bir yap1
haline getirmekte, boylece koklerin ve siirgiinlerin uzama yetenegini diisiirerek yaprak
kivrilmasina ve kloroza neden olmaktadir. Toprak rizosferinde Cd'nin toksisitesi kokiin
kortikal hiicre katmanlarinda ve epidermisin apikal bdlgesinde anormal genislemeye yol
acmakta, yan koklerin olusumunu engellemekte ve ana kokiin sert, biikiilmiis ve kahverengi
olmasina neden olmaktadir. Ayrica Cd toksisitesi, meristematik hiicrelerin mitotik
boliinmesini ve dolayistyla kdk uzunlugunun ve kuru biyokiitlenin azaltarak kok ¢apinin
artmasina sebep olmaktadir (Haider vd., 2021). Kadmiyumun, baklagil bitkilerinde nodiil
olusumunu azalttigi ve fonksiyonlarinda bozulmalara neden oldugu da bildirilmistir
(Balestrasse vd., 2001; Ausili vd., 2010). Kadmiyum bitkiler i¢in gerekli olmamasina
ragmen bitki biinyesine kolayca alinmakla birlikte kloroplastlarda bir¢ok metabolik
aktiviteyi dogrudan veya dolayli olmak tizere etkilemektedir (Ekmekgi vd., 2008; He vd.,
2017). Klorofil biyosentezi, fotokimyasal reaksiyonlarin isleyisi gibi olaylarda fotosentezin
inhibisyonuna neden olmaktadir (Ekmekgi vd., 2008). Kadmiyum atomu katyon oldugu
durumda bitkide klorofildeki merkez atom olan Mg ile yer degistirebilmektedir ve Rubisco
faaliyetini yiiksek bitkilerde %40 oraninda azaltmaktadir (Ekmekgi vd., 2008; Taiz, 2008).
Sonug olarak, yaprak tizerinde Cd stresinin tipik toksik belirtileri, bodurluk, kloroz, nekroz
ve kurulamalardir (Ekmekgi vd., 2008).

Kadmiyum bitkilerde morfolojik ve fizyolojik etkilerin yan1 sira molekiiler olarak da
bircok degisiklige neden olmaktadir. Kadmiyum toksisitesi, bitkilerde stresle ilgili
proteinlerin ve sinyal molekiillerinin sentezini negatif yonde etkilemekle birlikte
kromozomal anormalliklere de neden olmaktadir (El Rasafi vd., 2020). Kadmiyum agir
metali, protein oksidasyonu, enzim inhibisyonu ve hiicre 6liimiine de neden olmaktadir (Gill

ve Tuteja, 2011). Bitkilerdeki fazla metal iyonlarinin protein ve DNA'ya baglanarak DNA
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hasarma yol agtigi ortaya koyulmustur (El Rasafi vd., 2020). Kadmiyumun bitkiler
tarafindan kolayca alimmasi gen modifikasyonu ve genom degisikligi dahil olmak {izere
gesitli olumsuz etkilere de neden olmaktadir (Gill, 2014). Bununla birlikte Cd, metal
detoksifikasyon mekanizmalariyla (fitoselatinler ve metallotioneinler) ilgili gen ifadesinde
de degisikliklere neden olmaktadir (El Rasafi vd., 2020). Shanmugaraj vd. (2012) farkli Cd
konsantrasyonlarina (50, 100, 150 ve 200 uM) maruz kalan Brassica juncea'da fitoselatin
sentaz geninin ekspresyonunda artis gerceklestigini bildirmistir. Diger bir ¢alismada ise 7
giin boyunca 100 uM CdCl.’ye maruz birakilan arpada rpl16, rpl23 ve rpl12 gibi ribozomal
protein genlerinin ve plastid NADH-plastokinon oksidorediiktazin alt birimi 1'i kodlayan
ndhA geninin transkripsiyonlarinda artis gozlenmistir (Zaripova vd., 2011). Roy vd., (2016)
ise Cd stresi altinda Sorghum bicolor L. (Sorgum) kloroplast, mitokondri, ¢ekirdek,
ribozomlar ve sitoplazmada ifade edilen ve bitkide metabolizma, transkripsiyon ve
translasyon mekanizmalarinda onemli rollere sahip genlerin ekspresyonlarinda degisim
oldugu ortaya koyulmustur. Bitkilerde Cd stresine verilen tepkilerin molekiiler
mekanizmasinin incelenmesi, Cd’ye kars1 savunma stratejilerinin anlagilmasina da olanak
saglamaktadir (El Rasafi vd., 2020). Ornegin, Cd, misir bitkisinde ZmMPK3-1 ve ZmMPK6-
1 genlerini aktive ederek ROS iiretimine neden olmaktadir (Liu vd., 2019). Bununla birlikte
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin ekspresyonunu da diizenlemektedir (Yue vd., 2016).
Farkli bir ¢alismada ise Cd’nin fotosentez ile ilgili genlerin (psbA, psaB, rbcL) ifade diizeyini
etkiledigi ve bitkilerde karbon fiksasyonunu engelledigi yapilan arastirmalarda ortaya
konulmustur (Franic, 2018; Sebastian ve Prasad, 2019).

1.4. Bitkilerde ROS Uretimi ve Antioksidan Sistem

Abiyotik stres faktorlerindeki artis, bitkisel tiretimde ve siirdiiriilebilirliginde tehdit
olusturmaktir. Bu nedenle abiyotik stres faktorlerinin {irlin performansi iizerindeki etkisini
ve bu faktorlerin bitkilerde etkiledigi mekanizmalar1 anlamak olduk¢a 6nem arz etmektedir
(Neeti vd., 2017). Bitkiler, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeydeki
farklilagsmalarla, degisen ¢evreye uyum saglamaya calismaktadir. Cesitli abiyotik stresler,
bitkilerde oldukga reaktif ve bitki hiicrelerinde toksik olan ROS olusumuna yol agmaktadir
(Dumanovi¢ vd., 2021). Reaktif oksijen tiirleri, tuzluluk, UV radyasyon, agir metaller,
sicaklik degisiklikleri, kuraklik, hava kirliligi, besin eksikligi gibi cesitli abiyotik stres

faktorlerinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve lipid peroksidasyonu yani sira DNA, pigment
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ve enzimlerde hasar gibi birgok olaya sebep olan molekiillerdir (Neeti vd., 2017). Baslica
ROS, siiperoksit radikalleri (O27), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikalleri (OH") ve
singlet oksijen (*02)’dir (Bhattacharjee 2019; Garcia-Caparrés vd., 2021).

1.4.1. Bitkilerde Reaktif Oksijen Tiirleri

Siiperoksit radikali (O2") oksijenin (O2) kismen indirgenmesi veya enerjinin O'ye
aktarilmasinin bir sonucu olarak kloroplastlarda siirekli olarak tiretilmektedir. Stres altinda
ilk olusturulan ROS’dur. Siiperoksit radikali tek basina biiyiik bir hasara neden olmamakla
birlikte daha reaktif olan OH" ve O doniiserek lipid peroksidasyonuna neden olabilmektedir
(Sekil 1). Siiperoksit radikali ile perhidroksi (HO2) radikali birbirleriyle reaksiyona
girdiginde biri okside olur digeri ise indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonu neticesinde
molekiiler oksijen ve hidrojen peroksit meydana gelir. Ek olarak, indirgenmis gegis
metallerinin oto oksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir. (Das ve

Roychoudhury, 2014; Garcia-Caparros vd., 2021).

O>
$-0:0-4
Molekiiler oksijen
53

93

< O tO-
Siiperoksit radikali
(stuperoksit anyonu)

r e, 2H"
H>O»
H:O:0:H,
Hidrojen peroksit
r e, H"
H-O + OH"
.Q: H
Hidroksil radikali

l,e-, H*

H-O
Su

Sekil 1. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (Anonim, 2023)
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Bir diger reaktif oksijen tiirii olan hidrojen peroksit (H202) ‘in bitki hiicrelerinde
tiretiminin baslica kaynaklar1 kloroplast, mitokondri, endoplazmik retikulum ve hiicre
zanidir. Hidrojen peroksit (H202), siiperoksitin ¢evresindeki molekiillerden bir elektron
almas1 veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi sonucu,
olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi neticesinde meydana gelir. Hidrojen peroksit
bir serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri (ROS) kapsamina girer ve serbest
radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii gecis metallerinin varliginda Fenton
reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O2") varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu en reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil radikali (OH")’ni olusturmaktadir.
Hidrojen peroksitin bitkilerde hem diisiik hem de yiiksek konsantrasyonu farkli etkilere
neden olmaktadir. Diisiik konsantrasyonlarda, fotosentez ve stoma hareketleri gibi fizyolojik
siireclerde diizenleyici gorevi gormektedir. Yiiksek konsantrasyonda ise apoptozdan
sorumludur (Das ve Roychoudhury, 2014).

Hidroksil radikali (OH"), Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari sonucu hidrojen
peroksitten olugsmaktadir (Sekil 2). Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize olmasi sonucunda
da olusabilmektedir. Hidroksil radikali (OH") bilinen en reaktif ve toksik ROS’dur. Lipid
peroksidasyonu ve protein yikimiyla ve bu yapilardan proton koparip yeni radikallerin
olusmasin1 saglayarak hiicresel bilesenlere zarar verebilmektedir. Bu toksik radikali
temizleyecek mevcut bir enzimatik sistem olmadigindan, agirt OH™ birikimi hiicresel 6liimle

sonuglanmaktadir (Das ve Roychoudhury, 2014).

Fenton Reaksiyonu

Fe’* + HyOy — Fe’" + «OH + OH ™

Haber- Weiss Reaksivonu

O, + H,0, —» HO®+ O, + HO

Sekil 2. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlart sonucu hidroksil olusumu (Zuorro vd., 2023)
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Bitki hiicrelerinde, ROS'un zararli etkilerinden kurtulma ve ayn1 zamanda gesitli
kosullar altinda rollerini sinirlama konusunda genellikle ROS’un {iiretim bolgelerine yakin
bolgelerde bulunan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan sistemler bulunmaktadir
(Sekil 4) (Gupta vd., 2018; Hussain vd., 2019). Farkli hiicre i¢i bolgelerde lokalize sekilde
bulunan enzimatik antioksidanlar, Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GPX) gibi enzimlerdir (Sekil
3). Ek olarak, bitkilerde enzimatik olmayan antioksidanlar ise askorbik asit (C vitamini),
GSH, tokoferoller (E vitamini), prolin ve karotenler (provitamin A)’dir (Dumanovié¢ vd.,
2021). Bu bilesikler bir¢ok reaksiyon yoluyla ROS’un hiicrede yol agtigi zarar1 nlemektedir
(Das ve Roychoudhury, 2014).

Kloroplast Mitokondri
Antioksidan Sistemler
Olusturulan ROS
o m'ru i RO.S ) Askorbat/Glutatyon ——— Stiperoksit radikali O,
Si’lperoksn radikali 0: ' e — Hidrojen peroksit H,0,
Hidrojen peroksit H,0, Karotenoidler — i
Singlet oksijen 10,
e & Siiperoksit Dismutazlar Ana Bélge
tCw/Zn-SOD. sCuw/Zn-SOD Matrix
tFe-SOD, sFe-SOD N Membran
Ana Bilge
Tilakoid zar
A"‘"b‘;l‘,’;(”""d" Antioksidan Sistemler
Askorbat
Glutatyon
Katalaz

Peroksizom Antioksidan Sistemler

Siiperoksit Dismutazlar
Mn-SOD

Olusturulan ROS Askorbat
Siiperoksit radikali O, Glutatyon

Hidrojen peroksit H,0, Katalaz

Askorbat-Glutatyon

Siiperoksit Dismutazlar Déngiisii
Ana Boige Cu.Zn-SOD, Mn-SOD APX, MDAR, GR
Matrix Fe-SOD,

Membran

Askorbat-Glutatyon Dongiisii
APX, MDAR, GR

Sekil 3. Bitki hiicrelerinde farkli organellerde bildirilen ana reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve

antioksidan sistemlerin bulundugu hiicre organelleri (Gupta vd., 2018)
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1.4.2. Bitkilerde Enzimatik Antioksidanlar ve Enzimatik Olmayan
Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), tiim aerobik organizmalarda bulunan bir enzimdir.
Cevresel stresler altinda, SOD, ROS kaynakl1 hasarlara kars1 ilk savunma hattin1 olusturur
ve baglandig1 metal iyonuna gére Mn-SOD, Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD olmak {izere {i¢ izozim
olarak simiflandirilmaktadir. Bu izozimler ¢esitli hiicre organellerinde [mitokondri (Mn-
SOD), kloroplast (Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD) ve peroksizom (Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD)]
lokalize sekilde bulunmaktadirlar (Sekil 4). Hidrojen peroksitin dismutasyonu ile O2™nin
ac1ga ¢ikmasimi katalize etmektedir (Das ve Roychoudhury, 2014; Dumanovi¢ vd., 2021).
Siiperoksit dismutaz enziminin detoksifikasyon reaksiyonu,

202" + 2H" + SOD — H0; + O7 seklindedir.

Soya fasulyesinde, superoxide dismutase (SOD) genlerine dair farkli dokularda 10
SOD izoenzimi bildirilmistir (Wang vd., 2016). Bunlar, saplarda ve tohumlarda bir tane Mn-
SOD izoenzimi, koklerde, yapraklarda, govde ve tohumlarda dért Cu/Zn-SOD izoenzimi ve
son olarak yapraklarda ise bes Fe-SOD izoenzimi seklindedir (Wang vd., 2016). Bunlara ek
olarak, Lu vd., (2020)’nin yaptiklari ¢alismada, soya fasulyesinde potansiyel olarak toplam
13 SOD geni tespit etmislerdir. Bu genlerin diger yapilan ¢alismalardaki gibi
siiflandirildiginda ¢ alt aileye ayrildigi sonuca varilmistir. Calismada tespit edilen soya
fasulyesindeki SOD genleri; Mn-SOD (GmMSD1-2), Fe-SOD (GmFSD1-5), Cu-SOD
(GmCSD1-6) olarak belirlenmistir (Lu vd., 2020).

Apoplastik bolge Cu/ZnSOD
\
/ P——— == \\
Mitokondri // Niikleus \u\
|
MnSOD (\.Antioksidant /
e /\ \gcnl(:f/
Sitozol e —
Cu/ZnSOD /
P — "‘\‘ / Peroksizom \

[ \ \
\

Qﬁ:;;f.’;z;;/y y
4

Sekil 4. Baglandig1 metale ve hiicre i¢i lokalizasyonlarina gére SOD izoenzimleri (Dogru,
2019)
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Katalaz (CAT), H202’nin O2’ye dismutasyonunu katalize etmekten sorumlu bir
enzimdir. Bununla birlikte angiospermlerin ii¢c CAT genine sahip oldugu bildirilmistir. Bu
CAT genleri, CAT1 polen ve tohumlarda, CAT2 agirlikli olarak fotosentetik dokularda ayni
zamanda koklerde ve tohumlarda CAT3'lin ise yapraklarda ve vaskiiler dokularda ifade
edildigi bilinmektedir (Dumanovi¢ vd., 2021). Katalaz enziminin detoksifikasyon
reaksiyonu;

2H20, — 2H20 + O seklindedir.

Aleem vd., (2022a) soya fasulyesi iizerinde catalase (CAT) genlerinin tespiti ve
simiflandirilmasi i¢in bir ¢alisma gergeklestirmistir. Bu ¢alisma neticesinde, soya fasulyesi
genomunda 4 adet CAT1 geni tamimlanmis ve bu genler filogenetik olarak 3 gruba
ayrilmistir. 1. grupta, 4.ve 6. kromozomlarda bulunan GmCATL1, 2. grupta, 17. kromozom
tizerinde GmCATL1 ve 3. grupta, 16. kromozom tizerindeki GmCAT1 olarak bildirilmistir.

Askorbat peroksidaz (APX), katalaz agirlikli olarak H20.'yi peroksizomlarda
temizlerken, APX sitozol ve kloroplastta ayni islevi yerine getirir. Askorbat peroksidaz,
H20: i¢in CAT'dan daha iyi bir afiniteye sahip oldugundan, stres zamanlarinda daha verimli
bir H.0, temizleyicisidir. indirgeyici olarak askorbik asit (AA) kullanarak H»02'yi H20 ve
dehidroaskorbat (DHA)'ya indirgemektedir (Hussain vd., 2019). Soya fasulyesinde
ascorbate proxidase (APX) gen ailesi (GmAPX1-4) igin yapilan filogenetik ¢alismada, 5
gruba dagilan APX geni bildirilmistir. Genler soya fasulyesi kromozomlarinin 7 tanesinde
gozlemlenmistir. Bu kromozomlarda 1., 2., 4., 6. ve 14. kromozomlarda birer tane GmAPX
geni, 11. kromozomda 4 ve 12. kromozomda 2 adet APX geni olmak {izere toplam 11 gen

bildirilmistir (Aleem vd., 20223).

Guaiakol peroksidaz (GPX) enzimi membranlari oksidatif strese kars1 korumakta ve
GSH varliginda fosfolipit hidroperoksitlerin rejenerasyonunu saglamaktadir. Hem normal
metabolizma hem de stres sirasinda fazla H2O>'yi ortadan kaldiran bir enzimdir. Ligninin
biyosentezinde hayati bir rol oynamakla birlikte IAA parcalayarak ve parcalamada H20:
kullanarak biyotik strese karsi koruma saglar. (Das ve Roychoudhury, 2014). Soya
fasulyesinde, glutathione peroxidase (GPX) genlerinin (GmGPX1-2) filogenetik
incelenmesinde bulunduklar1 yere gore genlerin 5 sinifa ayrildigi tespit edilmistir. Birinci
smifta kloroplastta bulunan 4 (GmGPX1) iiye, ikinci sinifta sitoplazmada bulunan 1

(GMGPX2) iiye, tiglincii grupta sitoplazma 2 (GmGPX) iiye, dordiincii grupta mitokondri ve
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sitoplazmada bulunan 4 (GmGPX1) iiye ve besinci grupta peroksizomlarda bulunan 2
(GmGPX1) iiye tespit edilmistir (Aleem vd., 2022b).

Fenolik bilesikler arasinda yer alan flavanoidler, tanninler, hidroksisinamat esterleri
ve lignin bitkilerin yapisinda bulunan ¢esitli ikincil metabolitlerdir. Antioksidan 6zelliklerini
iyi birer hidrojen veya elektron vericisi olmalar1 ve gecis metalleri ile selat olugturmalari ile
gostermektedir. Membranlarin akiciligini azaltarak ve lipitlerin yer alis sirasini diizenleyerek
serbest radikallerin hiicreye diflizyonunu Onleyerek peroksidasyon reaksiyonlarini
onlemektedirler. Ek olarak, H2O2’nin temizlenmesi igin gerekli olan reaksiyonlara da
katilmaktadirlar (Kiregci, 2018). Bu bilesiklerden flavonoidler bitkiler aleminde yaygin
olarak yapraklarda, ¢igek organlarinda ve polen tanelerinde bulunmaktadir. Flavonoidler
yapilaria gore flavonoller, flavonlar, izoflavonlar ve antosiyaninler olmak {izere dort sinifa
ayrilir. Bitki tiremesinde ve polenin ¢imlenmesinde, ¢igeklerde, meyvelerde ve tohumlarda
pigmentasyon saglamada ¢esitli rolleri bulunmaktadir (Das ve Roychoudhury, 2014). Ayni
zamanda flavonoidler, sinyal molekiilleri olarak oksidatif stres basamaklarina aracilik
etmektedir. Son olarak flavonoidler, stresli kosullara maruz kalan bitki dokularinda da ikincil

antioksidan savunma sistemi gorevi gormektedir (Kumar ve Pandey, 2013).

Bir ozmolit olan prolin ayni zamanda gii¢lii bir antioksidan olarak kabul
edilmektedir. Farkli ROS iiyelerinin zararl etkilerine kars1 koymak i¢in enzimatik olmayan
bir antioksidan olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Etkili bir OH™ ve *O2 temizleyicisidir
ve lipid peroksidasyonundan kaynaklanan hasarlar1 engelleyebilmektedir (Das ve
Roychoudhury, 2014). Miikemmel bir ozmolit olarak hareket etmesinin yani sira, prolin stres
sirasinda ti¢ ana rol oynar. Stres altinda prolin, metal selatdr, antioksidatif savunma molekiilii
ve sinyal molekiilii gérevi gormektedir. Bitkilerde, glutamat yolu ve orinitin yolu olmak
tizere prolin iki yolla sentezlenir. Glutamat yolu, ozmotik stres sirasinda biiyiik prolin
birikiminden sorumludur. Prolin, ara madde A'-pirolin-5-karboksilat (P5C) araciligiyla
glutamatik asitten sentezlenir. Orinitin yolunda ise prolin, orinitin-3-aminotransferaz
tarafindan P5C'ye transaminlenen ornitinden sentezlenebilir. Ornitin yolunun fide gelisimi
sirasinda ve bazi bitkilerde stres kaynakli prolin birikimi i¢in 6nemli oldugu 6ne siirtilmiistiir

(Hayat vd., 2012).
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1.5. Brassinosteroidlerin Kimysal Yapilari

Brassinolid olarak isimlendirilen brassin bilesigi ilk olarak 1979 yilinda 227 kg kolza
poleninden 4 mg izole edilerek kesfedilmis ve hayvanlardaki steroid hormonlarinin yapisina
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir (Clouse, 2011). Bununla birlikte hormon olarak kabul
edilmesi 1998°de, 13. Uluslararas1 Bitki Biiyiime Maddeleri Toplantisinda ger¢eklesmistir.
(Li vd., 2020). Brassinosteroid (BR)’ler bitkilerde ¢esitli gelisimsel ve fizyolojik olaylarin
diizenlenmesinde rol almaktadir (Kagale vd., 2006). Diisiik miktarlarda dahi etkili olabilen
BR’ler, hiicre boliinmesi, genislemesi ve uzamasi, hiicre duvari rejenerasyonu, tohum
¢imlenmesi, vaskiiler farklilagsma, ksilem farklilagsmasi, polen tiipii olusumu, biyokiitle ve
verim artig1 gibi biiyiime ve gelisim siireclerinin yani sira ROS’un detoksifikasyonunu
uyarmada ve fotosentez verimliliginin arttirilmasinda rol oynamaktadir (Surgun vd., 2012).
Ornegin yapilan ¢alismalarda, uygulanan EBL patates (Solanum tuberosum) yumrularinda
apikal meristemlerin biiylimesini diizenlemis (Meudt vd., 1983), Petunia hibridinin
protoplastlarinda hiicre boliinmesi hizlandirmigs (Oh ve Clouse, 1998) ve Arabidopsis
thaliana yapraklarinda hiicre bolinmesini ve yaprak genislemesini arttirmigtir (Zhiponova
vd., 2012).

Bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan BR’ler, dogal olarak olusan steroidal yapiya
sahip hormon grubunu temsil etmektedir. Brassinosteroidler, Sa-kolestanin tiirevleridir ve
yapilarindaki degiskenlik, A ve B halkalarimin yani sira C-17 yan zincirindeki degisiklikler
nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir. Brassinosteroidler, tiim bitki organlarinda bulunmalarina
ragmen, maksimum konsantrasyonlar1 tohumlarda ve polenlerde rapor edilirken en diisiik
konsantrasyon yaprak ve siirgiinlerde tespit edilmistir. Yapilarindaki karbon sayilarina baglh
olarak BR’ler Cz7, C2s Ve Cz9 gruplarina ayrilirlar ve simdiye kadar tanimlanan toplam
brassinosteroidlerin yaklagik %40 Cz2g gruplarina aittir (Bartwal ve Arora, 2020). Cz7 grubu
BR’ler C-24 konumunda herhangi bir alkil grubu bulundurmamaktadir ve kolestrolden
tiiretilmektedirler. C2g grubu C-24 konumunda a-metil, B-metil veya metilen igeren sirasiyla
kampesterol, dihidrobrasikasterol veya 24-metilenkolesterolden tiiretilen BR’lerdir. Son
olarak Cz9 BR’leri ise, C-24’de etil veya a-etil grubuna sahiptir ve sitosterolden
tiretilebilmektedir (Kanwar vd., 2017). Brassinosteroid hormon grubu giiniimiize kadar
alglerden angiospermlere kadar 100’den fazla bitki tiirlinden izole edilmistir. Tespit edilmis

70’den fazla bilesigi bulunan BR’lerin en aktif olanlari brassinolid (BL), 24-Epibrassinolid

15



(EBL) ve 28-Homobrassinolid (HBL) olarak bilinen analoglaridir (Sekil 5)( Kanwar vd.,
2017; Hussain vd., 2020).

(A) ®) ©

Brassinolid 28-Homobrassinolid 24. Epibrassino]id

Sekil 5. Baslica aktif brassinosteroidler. Brassinolid (A), 28-Homobrassinolid (B) ve 24-
Epibrassinolid (C) (Anwar vd., 2018).

1.6. Brassinosteroidlerin Biyosentezi

Brassinosteroidlerin biyosentezine dair ilk ¢alismalar geltik, Arabidopsis spp. ve
domates gibi bitkilerde gergeklestirilmistir (Divi ve Krishna, 2009). Brassinosteroidler hiicre
zarinda yogun sekilde bulunan kampesterol ve hiicre membraninda az miktarda bulunan
kolesterolden de tiirevlenmektedir (Surgun vd., 2012). Bununla birlikte kampesteroliin, en
aktif BR olan BL’ye doniisiimii ¢esitli tiirlerde incelenen bir dizi indirgeme, hidroksilasyon
ve oksidasyon yoluyla ger¢eklesmektedir (Clouse, 2011). Brassinosteroidlerin biyosentezi
kampesterol tarafindan baglatilir. Yapilan deneyler sonucu, kampesterolden kastasterona
erken ve ge¢ C-6 oksidasyon (kampesterol bagimli yol) yollar1 ve erken C-22 ve C-23
hidroksilasyon (kampesterol bagimsiz yol) yollar1 olarak adlandirilan paralel iki yolak ortaya
koymustur (Fujioka ve Yokota, 2003; Hu vd., 2021). Erken C-6 oksidasyon yolunda,
kampestanol 6-Oksokampestanol doniistiiriiliir ve 6-Oksokampestanol daha sonra
kathasterona doniistiiriiliir. Geg C-6 oksidasyon yolunda ise, kampestanol, kathasterona
doniistiiriilen  6-deoksokathasterona dontistirilir (Hu vd., 2021). Bu yolaklarin son

evrelerinde kastasteron B halkasinin laktonizasyonu sonucunda brassinolid bilesigi meydana
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gelmektedir (Sekil 6). C-6 oksidasyonunda BR6ox katalizor olarak gorev almaktadir.

Sentezdeki  oksidasyon

asamalari

sitokrom P450 monooksigenaz enzimlerince

diizenlenmektedir. C-22 hidroksilasyonu P450 genlerinden DWF4, C-23 hidroksilasyon

reaksiyonu ise CPD geni ile gerceklesmektedir. Biyosentez esnasinda izlenen bu iki yolak

brassinolid sentezini kompleks hale getirmekle birlikte ¢esitli stresler altinda ve fizyolojik

sartlarda avantaj saglamaktadir (Divi ve Krishna, 2009).

Gy C-6
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Sekil 6. Brassinolidin biyosentez yolaklar1 (Bartwal ve Arora, 2020)
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1.7. Brassinosteroidlerde Sinyal fletimi
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Brassinosteroidler, hiicre zarinda yer alan ve Brassinazole Resistant 1 (BZR1) ve

BRI1-EMS Suppressor 1 (BES1) transkripsiyon faktorlerini uyaran 16sin bakimindan zengin

kinaz reseptorii benzeri Brassinosteroid insensitivel (BRI1) tarafindan algilanir ve baglanir
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(Mao ve Li, 2020; Basit vd., 2021). Bu baglanma BRI inhibitorii BRI1 Kinase Inhibitorl
(BKI1)' fosforile eder ve hiicre zarindan ayrilmasini indiiklerken BRI1 ve BRI1-Assiciated
Receptor Kinase 1 (BAK1)'in aktivasyonunu saglar. BRI1, BR-Signaling Kinase 1 (BSK1)
ve bunlarin homologlarindan bazilarini fosforile ederek, BRI1 Supressor 1 (BSU1) ve
BSU1-Like 1-3 (BSL1-3)'i igeren bir protein fosfataz ailesi liyelerinin fosforilasyonuna ve
ardindan aktivasyonuna yol agar (Mao ve Li, 2020). Fosforile edilmis BSU1 ve BSL'ler,
Glycogen Synthase Kinase3 (GSK3) benzeri kinaz ailesinin bir {iyesi olan Brassinosteroid
Insensitive 2 (BIN2)'yi etkisiz hale getirir (Planas-Riverola vd., 2019; Mao ve Li, 2020).
BIN2’nin inaktivasyonu ve bozulmasi, oldukca benzer iki BIN2 substrati olan BZR1 ve
BES1, Protein Phosphatase 2A (PP2A) protein grubunun bazi iiyeleri tarafindan hizlica
defosforile edilir. Defosforile edilmis BZR1 ve BESI, bitki biiylimesi ve gelisimi i¢in ¢ok
onemli olan binlerce BR'ye yanit veren genin ekspresyonunu diizenlemek i¢in BR-Response
Element (BRRE) ve CANNTG (E-box) motifini iceren hedef promotorlerine baglanir (Mao
ve Li, 2020). Brassinosteroidler olmadiginda, GSK3-benzeri kinaz BIN2, BZR1/BES1
proteinlerini fosforile eder ve onlar1 inaktive ederek, 14-3-3 proteinlerine baglanmalarini

tesvik eder ve bozulmasina yol agar (Sekil 7) (Planas-Riverola vd., 2019).
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Sekil 7. Brassinosteroidlerde sinyal iletimi. Brassinosteroid yoklugunda (-BR) (A) ve
Brassinostreoid varliginda (+BR) (B) sinyal iletim yolaklar1 (Mao ve Li, 2020).
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1.8. 24-Epibrassinolid’in Bitkilerde Abiyotik Stres Uzerine Etkileri

24-Epibrassinolid, bitkilerde gelisim siire¢lerinde kritik rollere sahip, hiicre
boliinmesini ve uzamasini, gen ekspresyonunu ve vaskiiler farklilasmay1 diizenleyen
biyolojik olarak aktif bir BR bilesigidir (Anwar vd., 2018). Nishikawa vd., (1994) bugday
ve salatalik bitkilerine kdkten uyguladiklari radyoaktifigsaretli EBL nin uygulamadan hemen
sonra siirgiine dogru hareket ettigini kanitlamislardir. Yapilan calismalarda, EBL’nin
ekzojen olarak bitkiye uygulanmasi neticesinde bitki biliylimesine ve gelismesine, meyve
kalitesine, biyotik ve abiyotik stres toleransina olumlu katkilar sagladig: bildirilmistir (Sekil
8) (Khalid ve Aftab, 2016; Ali vd., 2021).
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Sekil 8. Ekzojen uygulanan BR'nin ROS ve antioksidan sistem iizerine etkileri (Hussain vd.,
2020). Fidelerin yapraklarina spreyleme yontemi ile uygulanan BR hormonu ROS
iiretiminin ve dolayisiyla lipid peroksidasyonunun azalmasina neden olurken, antioksidan
sistemi giiclendirerek sekonder metabolizmanin ve glutatyon igeriginin artmasini

saglamaktadir.
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24-Epibrassinolid’in yiiksek ve diistik sicaklik stresi, tuzluluk, kuraklik ve agir metal
stresi altindaki bitkilerde stresin etkilerini hafifletici rollere sahip oldugu tespit edilmistir
(Shahzad vd., 2018). 24-Epibrassinolid hormonu domateste 1s1 soku proteinlerinin tiretimini
arttirarak yiiksek sicaklik altinda stres direncini gelistirmistir (Bhandari ve Nailwal, 2020).
Benzer sekilde, Zea mays L. fidelerinde de EBL uygulamasinin tuzluluk stresi altinda
oksidatif hasarin 6nlenmesi icin ozmoprotektanlarda (prolin, glisin betain ve mannitol) artiga

neden oldugu bildirilmistir (Hu vd., 2021).

24-Epibrassinolid hormonu agir metal stresi altinda bitkilerde antioksidan sistemi
diizenleyebilmektedir. Ekzojen olarak yapilan EBL uygulamasi hiicre gegirgenligini, agir
metallerin alimini ve enzim aktiviteleri lizerine etki etmektedir (Shahzad vd., 2018). Yapilan
bir ¢alismada, turp (Raphanus sativus L.) fidelerinde EBL uygulamasinin serbest prolin
seviyesini artirarak Cd’nin toksik etkilerini 1iyilestirdigini ve antioksidan enzim
aktivitelerinin de EBL uygulamasina bagli olarak kadmiyum stresi altindaki fidelerde arttig1
rapor edilmistir (Anuradha ve Rao, 2007). Kapoor vd. (2014), EBL uygulamasinin turp
fidelerinde Cd ve Hg stresi altinda antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdigin
bildirmislerdir. 24- Epibrassinolid’in agir metallere karsi toleransi arttirmaya yonelik
mekanizmalari, ¢esitli antioksidan savunma genlerinin [GR, CAPX, CAT, MDAR gibi genler]
ekspresyon seviyelerindeki artistan kaynaklanmaktadir. Bitkiler agir metal stresine maruz
kaldiklarinda, NAM, ATAF1/2 ve CUC2 (NAC), miyeloblastoz (MYB), temel sarmal-
ilmek-sarmal (bHLH) gibi farkli transkripsiyon faktorlerinin yardimiyla genom seviyesinde
BR sinyal iletimi meydana getirmektedir (Bhandari ve Nailwal, 2020). Brassinosteroid
sinyal yolunda yer alan transkripsiyon faktorleri BZR1 ve BESI, farkli genleri hedefleyerek
bitki biiylimesini ve stres tepkisini diizenlemektedir (Jia vd., 2021). Bu genlerin sentezledigi
enzimler ile bitkide agir metal stresine karsi tolerans artmaktadir (Bhandari ve Nailwal,
2020).
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IKINCI BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

Soya fasulyesinde yapilan arastirmada Cd’nin antioksidan enzimler {izerine etkileri
degerlendirilmistir. Soya fasulyesi fidelerine 48 saat farkli konsantrasyonlarda hidroponik
ortamda Cd (0, 0.01, 0.5 mM) uygulamalar1 yapilmis ve kok ve yaprak dokularinda glutatyon
rediiktaz (GR), SOD ve CAT enzim aktiviteleri ol¢tilmiistiir. Analizlerin sonucunda, SOD
ve CAT enzim aktivitelerinde diisiik konsantrasyonlarda yaprak dokularinda 6nemli bir
degisim gozlenmezken, GR ve CAT aktivitesinin 0.5 mM Cd uygulamasi sonucu koklerde
artig gosterdigi tespit edilmistir (Ferreira vd., 2006).

Finger-Teixeira vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada 24 saat boyunca hidroponik
ortamda uygulanan Cd’nin soya fasulyesinde kok biiyiimesi, hiicre canliligi, H202 seviyesi,
fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ve POD enzim aktiviteleri lizerine etkileri arastirilmustir.
Kadmiyum stresi soya fasulyesinde kok uzunlugu, taze ve kuru agirliklarda azalmanin yanm
sira hiicre canliliginda inhibisyona neden olmustur. Ayrica PAL aktivitesi, ¢oziiniir ve hiicre
duvarina bagli POD aktiviteleri, H2O> ve lignin igerikleri onemli oOlgiide artmustir.
Calismanin sonucunda Cd'nin neden oldugu etkilerin, hiicre duvarini katilagtiran ve kok
bliyiimesini  kisitlayan ligninin monomeri olan monolignoliin fazla {iretiminden

kaynaklanabilecegi gosterilmistir.

Kadmiyum kaynakli oksidatif stres ve antioksidatif mekanizmanin arastirildig:
calismada soya fasulyesi tohumlari 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca 50, 100 ve 200 mg L™* Cd
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Soya tohumlarinda Cd birikimi uygulama siiresi ve
konsantrasyondaki artisa bagl olarak artmistir. 200 mg L™ Cd uygulamas1 72 ve 96 saatlik
maruziyetten sonra istatistiksel olarak GST aktivitesini arttirmigtir. Ayrica yliksek
konsantrasyonda Cd uygulamasi (200 mg L) MDA seviyesinde artisa neden olmustur. Soya
fasulyesi tohumlarindaki prolin igerigi ise uygulanan tiim konsantrasyonlarda artmistir
(Yang vd., 2012).

Soya fasulyesinin biiylimesi ve nitrojen fiksasyonu iizerine Cd’nin etkisinin
arastirildigi calismada soya fasulyelerine 0, 4, 8 ve 16 mg kg™ konsantrasyonlarinda

Cd(NOs3)2 uygulamasi yapilmistir. Bitkilerin siirgiin ve kok uzunluklari, siirgiin ve kok
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biyokiitlesi, nodiil yogunlugu ve Cd alimi 2., 4., 6., 8., 10. ve 12. haftalarda kaydedilmistir.
Uygulamada Cd konsantrasyonu ve uygulama zamaninin artisina bagli olarak nitrojen
fiksasyonu olumsuz etkilenmistir. Kok ve siirgiin uzunlugunda maksimum azalma 10.
haftada kaydedilirken, en yiiksek Cd birikimi 16 mg kg™ iceren uygulama sonucu tespit
edilmistir (Sheirdil, 2012).

Geng soya fasulyesi fidelerine iki farkli konsantrasyonda (10 ve 25 mg L) Cd
uygulanmis ve cesitli sinyal iletim yollarinda yer alan on dort genin ekspresyon seviyesi 3.,
6. ve 24. saat sonunda belirlenmistir. Calisma sonucunda Cd’nin, ET ve poliamin
metabolizmasinda, nitrik oksit olusumunda, MAPK yolaklar1 ve diger genlerin
ekspresyonunun diizenlenmesinde yer alan proteinleri kodlayan genlerin uyarilmasina neden

oldugunu bildirilmistir (Chmielowska-Bak vd., 2013).

Soya fasulyesine 10 giin boyunca farkli konsantrasyonlarda uygulanan Cd (0, 50 ve
100 uM) biiyiimeyi engellemis, klorofil igerigi, fotosentez hizi, stoma iletkenligi ve hiicreler
aras1 COz konsantrasyonunu azaltmigtir. Koklerdeki Cd birikiminin gévde ve yapraklara

kiyasla daha fazla oldugu belirtilmistir (Xue vd., 2013).

Farkli bir arastirmada EBL’nin tuz stresi altinda soya fasulyesi iizerine etkileri
arastirtlmistir. Bitkilere 3 hafta boyunca 100 mM konsantrasyonda tuz stresi uygulanmis ve
sonug olarak biiyiime, biyokiitle verimi, pigment ve klorofil i¢eriklerinde azalma meydana
geldigi rapor edilmistir. 24-Epibrassinolid uygulamas: (107 mM) soyada tuz stresinin
meydana getirdigi bu etkileri hafifletmistir. Tuz stresi ile artig gosteren SOD ve CAT enzim
aktiviteleri ve prolin seviyesi, EBL uygulamalar1 sonucu daha da arttirmistir. Tuz stresi
bitkilerde, Ca, K ve P aliminda bir azalma ile birlikte kdk ve siirgiinlerde Na alimim
arttirmistir. Bununla birlikte, EBL uygulamasi Na birikimini azaltirken Ca, K, P alimim

arttirmustir (Alam vd., 2019).

Bitkilerde yiiksek miktarda sudan kaynaklanan stres stomalarin durumu ve gaz
degisimini olumsuz etkilemekte, diisiik besin alimi1 ve biliylimede azalma gibi belirtilere
neden olmaktadir. Pereira vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada EBL’nin soya fasulyesi
bitkilerinde su birikiminden kaynaklanan hasara karsi etkileri, kok ve yaprak anatomisi,

fotosentetik mekanizma ve biyokiitle lizerinden degerlendirilmistir. Soya fasulyelerine iki
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su kosulu (kontrol ve su basmasi) ve ii¢ farkli konsantrasyonda EBL (0, 5 ve 10 nM)
uygulamasi gerceklestirilmistir. Uygulama sonucunda su basmasi kosullarindaki soya
fasulyesinde EBL’nin fotosistem II (PSII)’nin verimliligini en {ist diizeye ¢ikarttig1 ve artan
klorofil igerigi ve elektron tasima hizina ek olarak stomalarda da daha yiiksek yogunluk ve
indeks ile agiklanan gaz aligverisini gelistirdigi tespit edilmistir. 24-Epibrassinolid
uygulamasi kok yapilarinda, su birikmesinin vaskiiler silindirler ve metaksilem tizerindeki

etkisini azaltarak, stresli bitkilerde bu yapilarin onarimini ve islevlerini ortaya koymustur.

Yapilan arastirmada soya fasulyesine farkli konsantrasyonlarda brassinolid (BL)
uygulamalarinin tuz stresi (0, 32.40, 60.60, ve 86.30 mM) iizerine etkileri farkli gelisim
donemlerinde degerlendirilmistir. Tohum, yaprak, gévde ve koklerde tespit edilen N, P, K,
Ca ve Mg miktarlarinin yani sira tohum proteini ve N konsantrasyonlari tuz stresi ile 6nemli
Olciide azalmistir. Bu egilimler, fotosentetik pigmentlerde, yaprak stoma iletkenliginde ve
stres altindaki fidelerin yapraklarindaki nispi su igeriginde 6nemli azalmalara baglanmistir.
Tuzlulukla birlikte SOD ve POD aktivitesi nemli derecede artis gostermistir. Brassinolidin
yapraktan uygulanmasi 6nemli olgiide fotosentetik 6zellikleri iyilestirmis ve uygun K/Na*

oranini koruyarak oksidatif hasar1 hafifletmistir (Otie vd., 2021).

Yapilan caligmada nikel (Ni) fazlaliinin soya fasulyesindeki etkilerine karsi
EBL’nin rolii aragtirnllmistir. Bitkilere iki farkli konsantrasyonda Ni (0 ve 200 uM) ve/veya
EBL (100 nM) uygulamalar1 yapilmistir. Nikel fazlalig1 kok ve yaprak yapilarina zarar
vererek bu dokularda anatomik bozukluklara neden olmustur. 24-Epibrassinolid uygulamasi
kok epidermisini kalinlastirarak (%27) kokii Ni®* iyonlarmma karsi korumustur. 24-
Epibrassinolid uygulamasi nikele maruz birakilan bitkilerin yaprak dokularinda palizat
(%]11) ve siingerimsi parankimada (%29) 6énemli artislara neden olmustur. Sonug olarak 100
nM EBL uygulamasinin soya fasulyesi bitkilerinde yaprak ve kok yapilarinda Ni stresinin

neden oldugu anatomik bozukluklari azalttig1 ortaya koyulmustur (Saraiva vd., 2021).

Kadmiyum ve BR’e maruz birakilan 60 giinliik Brassica juncea bitkilerinde biiyiime,
fotosentez, karbonik anhidraz, nitrat rediiktaz ve antioksidan enzim aktivitelerindeki
degisimler arastirilmistir. Bir haftalik fidelere besin soliisyonu ile birlikte 50, 100 ve 150 uM
Cd uygulamasi yapilmistir. Daha sonra fidelerin 30. giiniinde yapraklarina 0.01 pM HBL
puskiirtiilmiistiir. Tek basimna Cd uygulamasi yapilan bir haftalik bitkilerde biiyiimede,
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karbonik anhidraz aktivitesinde, klorofil pigment seviyelerinde ve net fotosentetik oranda
azalma tespit edilmistir. Ayrica hem yapraklarda hem de koklerde nitrat igerigi, nitrat
rediiktaz aktivitesi ve karbonhidrat seviyesi, Cd konsantrasyonu arttik¢a azalmistir.
Kadmiyum tarafindan olusan toksik etki, yapraklara piiskiirtiillen HBL ile hafifletilmistir.
Antioksidatif enzimler olan SOD, CAT ve POD aktiviteleri ve prolin i¢erigi Cd uygulamasi
sonucu kontrole gore artarken, HBL uygulamasi enzim aktiviteleri ve prolin seviyesini daha

da artmistir (Hayat vd., 2007).

Diger bir calismada HBL veya EBL uygulamalarinin Cd stresi altinda iki domates
cesidi (K-25 ve Sarvodya) iizerine etkileri arastirilmistir. Calismada 0, 3, 6, 9 veya 12 mg
kg konsantrasyonlarda Cd uygulamasina tabi tutulan domates gesitlerinin yapraklarma 10°
& M konsantrasyonda HBL veya EBL piiskiirtiilmiistiir. Arastirma neticesinde fotosentetik
parametrelerin, yaprak su potansiyelinin ve gesitli enzimlerin (nitrat rediiktaz ve karbonik
anhidraz) aktivitesinin toprakta artan Cd konsantrasyonu ile K-25'te Sarvodya'dan daha az
olmak {izere her iki ¢esitte de onemli ol¢iide azaldigini gostermistir. Brassinosteroidlerin
ekzojen uygulamasi genel olarak her iki ¢esitte de fotosentetik mekanizmalari ve antioksidan

savunma sisteminin aktivitesini arttirmistir (Hasan vd., 2011).

Farkli bir ¢alismada, Cd’nin domateste (Solanum lycopercium) meydana getirdigi
olumsuz sonuglara kars1 EBL’nin etkileri arastirilmistir. Calismada domates bitkilerine 3, 6,
9 veya 12 mg kg konsantrasyonlarda Cd uygulanmistir. Kadmiyum uygulamas: sonrasi
bitkilerde zayif biiyiime ve biyolojik verim rapor edilmistir. Bununla birlikte EBL (1078 M)
uygulamasi bitkilerde metalin sebep oldugu zararli etkileri nétralize etmistir (Hayat vd.,
2012).

Yapilan ¢aligmada, bitki hormonlarinin agir metal stresine karsi etkilerini arastirmak
i¢in farkli konsantrasyonlarda kursun (Pb) (0, 0.25, 0.5 ve 0.75 mM) uygulamalarina maruz
birakilan Brassica juncea L. fidelerine EBL (107 M) ve SA (1 mM) ayr1 ayri ve birlikte
uygulanmistir. Biiyiime, pigment igerigi, antioksidan savunma tepkisi ve gen
ekspresyonunun arastirildigt ¢alismada Pb toksisitesine yanit olarak kok ve siirgiin
uzunluklarinda, klorofil ve karotenoid iceriginde azalma gozlenmistir. Siiperoksit dismutaz,
CAT ve polifenol oksidaz (PPO) dahil olmak iizere diger antioksidatif enzimlerin aktivitesi
metal stresi altinda artig gostermistir. 24-Epibrassinolid ve SA uygulamasi yapilmis

fidelerde kok ve siirgiin uzunluklarinda, klorofil ve karotenoid igeriginde iyilesme ile birlikte
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EBL'nin uygulanmasiyla CAT, POD, GR, DHAR ve GST genlerinin ekspresyonunda artig
tespit edilmistir. Sonu¢ olarak EBL ve SA'nin birlikte uygulanmasinin, ayr1 ayri

uygulanmalarina kiyasla Pb stresini iyilestirmede daha etkili oldugu bildirilmistir (Kohli vd.,
2018).

Diger bir ¢alismada, EBL’nin Arabidopsis thaliana'da antioksidan sistem iizerine
etkisi arsenat [As (V)] stresi altinda arastirilmistir. Uygulamada 8 haftalik bitkilere 100 ve
200 uM konsantrasyonlarda As (V) ve 1 uM EBL ayr1 ayr1 ve kombine olarak 24 saat
boyunca uygulanmistir. Uygulamada rozet yapraklarda As (V) etkisiyle antioksidan
sistemdeki enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar ile birlikte SOD ve CAT
izoformlari, bazi 1s1 soku proteinleri ve prolin sentez genlerinin ekspresyonu arastirilmistir.
Arastirma sonucunda As (V) stresi altinda SOD ve CAT enzim aktivitelerinde, prolin ve
toplam antioksidan seviyelerinde meydana gelen artiglarin EBL ile birlikte daha da arttig
tespit edilmistir. Gen ekspresyonlari incelendiginde CSD1, CSD2, FSD1, FSD2, MSD1 ve
CAT2 genlerinin transkript seviyeleri, kontrol ve tek basina stres uygulamalarina kiyasla
EBL uygulamas1 sonucu daha fazla artmistir. Mevcut ¢alismada, EBL’nin A. thaliana’da
As (V) stresine kars1 biyokimyasal ve transkripsiyonel seviyelerde antioksidan savunma

sistemi lizerindeki etkileri gosterilmistir (Surgun-Acar ve Zemheri-Navruz, 2019).

Yapilan calismada EBL uygulamalarinin Cd stresine maruz birakilan salatalik
(Cucumis sativus L.) bitkisinde etkileri arastirilmigtir. Uygulamada 5 mM EBL muamelesi
yapilmis tohumlar 15 giin boyunca Cd igeren petrilerde biiyiitiilmiistiir. Kadmiyum kaynakli,
C. sativus fidelerinde MDA ve ROS’un asir1 iiretimi nedeniyle olusan oksidatif stres,
fotosentetik pigment miktar1 yaninda morfolojik 6zellikleri de ciddi sekilde etkilemistir.
Fakat EBL salatalik yapraklarindaki Cd seviyesini azaltmistir. 24-Epibrassinolid
uygulamasi, Cd stresli bitkilerin siirgiin uzunlugunu, kok uzunlugunu ve biyokiitle tiretimini
lyilestirmistir. Ayrica EBL, ET ve IAA hormonlarinin sentezinin artmasini tetiklemis ve CS-
ERS, CsAOX, CsACO1, CsACO2 dahil etilen reseptor genlerinin ekspresyon seviyesini de
modiile etmistir. Sonug olarak EBL ile arttirilmis antioksidatif yetenegin salatalik fidelerinde
Cd toleransina katkida bulundugu bildirilmistir (Shah vd., 2019).

24-Epibrassinolid hormonunun bitkilerdeki mangan (Mn) stresine karsi etkisinin

arastirildigr ¢aligmada Arabidopsis thaliana bitkileri 24 saat farkli konsantrasyonlarda Mn
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(0.5 ve 1.0 mM) ve/veya EBL’ye (1 uM) maruz birakilmistir. Antioksidan sistemdeki
degisiklikler ve strese bagli gen ekspresyonlar1 rozet yapraklarda tespit edilmistir. Mangan
uygulamasi ile SOD ve CAT enzim aktivitelerinin artisi, EBL uygulamasiyla kontrol
grubuna gore daha da artig gostermistir. Hormon ve stresin kombine uygulanmasi sonucu
antioksidan sistem ile ilgili baz1 genlerin ifadelerinde artis tespit edilmistir. Sonug olarak
EBL'nin antioksidan sistemi Mn stresi altindaki A. thaliana bitkisinde koordineli bir sekilde

diizenledigi bildirilmistir (Surgun-Acar ve Zemheri-Navruz, 2021).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL YONTEM

3.1. Bitki Materyali ve Uygulamalar

Tez galismasinda kullanilan soya fasulyesi [Glycine max (L.) Merril] cv. Lider
cesidine ait tohumlar ProGen Tohum A.S. (Antakya, Tiirkiye)’den temin edilmistir. Soya
fasulyesine uygulanacak olan iki farkli kadmiyum kloriir (CdClz) konsantrasyonlar1 6n
deneme sonucu belirlenmistir. Bu amagla dncelikle soya fasulyesi tohumlarina sterilizasyon
islemi uygulanmistir. Sterilizasyon isleminde soya fasulyesi tohumlart 6nce %96’lik
etanolde 2 dakika daha sonra %1’lik sodyum hipokloritte 2 dakika daha bekletilmis ve sonra
3 kez distile su ile yikanmustir (Aserse vd., 2012). Sterilizasyonun ardindan soya tohumlari
10 cm capl petrilerde 0, 5, 10, 20, 40 ve 80 mg L konsantrasyonlarda 5 ml CdCl; ile
nemlendirilmis filtre kagitlar1 arasinda karanlikta 22 + 2 °C’de 5 giin siire ile inkiibe
edilmistir. Her petride 5 tohum ¢imlendirilmis olup, her uygulama i¢in 10 petri
kullanilmistir. Stirenin sonunda uygulamalara ait petrilerde ¢imlenen tohumlarda kok
uzunluklar tespit edilmis ve sonuglara gére kok biiyiimesinde % 50 inhibisyona neden olan
konsantrasyon (40 mg L) ile bu konsantrasyonun % degeri (20 mg L) uygulanacak CdCl;
konsantrasyonlari olarak belirlenmistir. On denemenin ardindan tez denemesine gecilmis ve
soya fasulyesi tohumlar1 6n denemede uygulanan protokole gore tekrar steril edilmis ve 5
giin siire ile ¢imlendirilmistir. Cimlenmeyi takiben fideler ¥4 Hoagland s1v1 besin soliisyonu
(Hoagland ve Arnon, 1938) (Tablo 1) igeren hidroponik kiiltiir sistemine (Smeets vd., 2008)
aktarilarak bitki biiyiitme odasina almmustir. Ug giin siire ile soya fasulyesi fidelerinin
hidroponik sisteme adaptasyonu saglanmistir. Ardindan fideler 20 veya 40 mg L CdCl;
iceren 4 Hoagland siv1 besin ortamlarina aktarilmis ve ayn1 zamanda fidelerin yapraklarina
spreyleme yontemi ile 1 uM 24-Epibrassinolid (EBL, Sigma-Aldrich, E1641) uygulamalari
yapilmistir. Calismada kullanilan EBL konsantrasyonu daha onceki c¢alismalara gore
belirlenmistir (Surgun vd., 2016). Kadmiyum kloriir igeren besin ortamlari her 48 saatte bir
degistirilmis ve yapraklara ayni giin spreyleme yontemi ile EBL uygulamalar1 yapilmigtir.
Her fideye yaklasik 1 ml EBL uygulamasi yapilmistir. Fidelere 10 giin boyunca CdCl;
ve/veya EBL uygulamalar1 yapilmis ve son uygulamayi takiben 24 saat sonra biiylime
parametreleri belirlenmis ve yaprak 6rnekleri alinarak biyokimyasal ve molekiiler analizlere

kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Tablo 1

Hoagland besin ortami

Hoagland Besin Ortam (1 L) Tam ortam Ya ortam
0.05 M Monopotasyum fosfat (KH2PO.) 1ml 0,25 ml
0.1 M Potasyum nitrat (KNO3) 5mil 1,25 ml
0,1 M Kalsiyum nitrat (Ca (NOs3)2.4H,0) 5mil 1,25 ml
0,05 M Magnezyum Siilfat (MgSOa) 2ml 0,5 mi

Iz elementleri (B, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn) 059 0,125 ¢

Her uygulama i¢in 3 hidroponik tank kullanilmis, her tankta ortalama 20 bitkinin
yetistirilmistir. Fideler 22 + 2 °C sicaklik altinda 16:8 saat fotoperiyodik dongiide (225 pmol
m2 s) bitki biiyiitme odasinda biiyiitiilmiistiir. Denemede kullanilan uygulamalar ve

kisaltmalar tablo 2 ‘de verilmistir.

Tablo 2

Tez denemesinde kullanilan uygulama ve kisaltmalar
Uygulamalar Kisaltmalar
Kontrol K
24-Epibassinolid EBL
Kadmiyum (20 mg L?) Cd (1)
Kadmiyum (40 mg L?) Cd (2)
Kadmiyum (20 mg L) + 24- Epibrassinolid Cd (1) + EBL
Kadmiyum (40 mg L) + 24- Epibrassinolid Cd (2) + EBL

3.2. Yaprak Dokularinda Kadmiyum Miktarimin Belirlenmesi

Uygulamalara ait yaprak ornekleri pastér firmminda 70 °C’de 48 saat siire ile
bekletilmistir. Ardindan kuruyan yaprak ornekleri havan ve havaneli yardimiyla ezilmistir.
Toz haline gelen ornekler etiketlenerek 15 ml’lik tiiplere aktarilmigtir. Yaprak
orneklerindeki Cd miktar1 Mugla Sitki Kogman Universitesi Arastirma Laboratuvarlari

Uygulama ve Arastirma Merkezine baghh Tarimsal Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
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asitle yas yakma yontemine gore mikrodalgada yakildiktan sonra indiiktif Eslesmis Plazma
Optik Emisyon Spektrometresi (ICP-OES, Agilnet 5100, ABD) cihaz1 kullanilarak

belirlenmistir. Her uygulamaya ait 3 6rnekte okuma yapilmistir.

3.3. Biiyiime Parametreleri

Uygulamalarin ardindan 10-12 fideye ait kok ve govde kisimlari ayrilarak yas
agirliklar tartilmis ve ardindan 70°C’de 48 saat bekletildikten sonra kuru agirliklar tespit

edilmistir. Ayrica fidelerin primer kok uzunluklar: ve siirglin uzunluklar1 da belirlenmistir.

3.4. Pigment Seviyelerinin Belirlenmesi

Toplam klorofil ve karotenoid seviyesinin belirlenmesi amaciyla yaprak ornekleri
(0.3 g) 4 ml aseton (%80) ile homojenize edilmis ve homojenatlar 6708 rpm 'de 4 °C'de 15
dakika santrifiijlenmistir (Hettich, Universal 320R, Almanya). Orneklere ait siipernatantlar
(0.2 ml) %80’lik aseton ile 2 ml’ye tamamlandiktan sonra absorbanslar1 470, 645 ve 663
nm'de spektrofotometrede (Thermo, Multiskan GO, Almanya) dl¢lilmiistiir. Toplam klorofil

ve karotenoidlerin konsantrasyonlar:t Sumanta vd., (2014) formiilii kullanilarak yapilmistir.

3.5. Antioksidan Enzim Analizleri

Uygulamalara ait gergek yaprak 6rnekleri (0.3 g) 3 ml 1 mM disodyum EDTA ve %2
PVP i¢eren soguk fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.0) i¢inde ezildikten sonra 11.337 rpm'de 15
dakika 4 °C'de santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatanlar, protein igerigi ve antioksidan
enzim aktivitelerinin  Sl¢iilmesinde  kullanilmistir.  Orneklerin  protein  igeriginin
belirlenmesinde Bradford (1976) yontemi kullanilmigtir. Bradford reaktifi igin 0,01 g
Coomassie Brilliant Blue (G-250), 5 ml metanol i¢erisinde ¢oziindiiriilmiis ve 15 ml fosforik
asit ve 50 ml ddH2O eklenmistir. Hazirlanan ¢ozelti filtre kagidi ile siiziildiikten sonra
tizerine 30 ml ddH20O daha eklenerek reaktif hazir hale getirilmistir. BSA standartlar1 i¢in
stok soliisyonu 1 mg sigir serum albumin (BSA) 1 ml dH20 igerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanmistir (Tablo 3). Bradford yonteminde protein miktari bilinmeyen 6rneklerden 10 pl

alinip, tizerine 1990 ul bradford reaktiften eklenmis ve sigir serum albumini (BSA) igeren
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standart tiipleri ile birlikte oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan tiim
orneklerin ve standart tiiplerinin spektrofotometrede 595 nm’de absorbanslari dl¢iilmiistiir.
Tablo 3

Bradford analizi i¢cin BSA standartlarinin hazirlanisi

BSA stok (nl) Bradford reaktifi (ul)
0 2000
5 1995
10 1990
15 1985
20 1980
40 1960

Yaprak o6rneklerinde SOD (EC 1.15.1.1) ve CAT (EC 1.11.1.6) enzim aktiviteleri
Plant (SOD) Elisa Kit (SunRed, Cin) ve Plant (CAT) Elisa Kite (SunRed, Cin) (Sekil 9) gore

belirlenmistir.

[REF| DZERIINOSH  \Y/ 96T
LOT! 202009

g mw

2K
Plant SO0 Kit

Sekil 9. SOD ve CAT enzim analizlerinde kullanilan Elisa kitleri

Yaprak ornekleri 50 mM sodyum fosfat tamponunda (pH 6.0) ornekler ezildikten
sonra 11.337 rpm’ de 15 dk 4°C ‘de santrifiijlenmistir. Orneklerin siipernatant kisimlart
ayrilarak GPX ve APX enzim aktivitelerinin dlglimiinde kullanilmigtir. Guaiakol Peroksidaz
(GPX) (EC 1.11.1.7) enzim aktivitesi Scebba vd., (2001)’1n yontemine gore Ol¢iilmiistiir.

Reaksiyon i¢in gerekli soliisyonlarin ardindan 50 pl enzim ekstrakti da eklenmis (Tablo 4)
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ve orneklerin 470 nm’de 30 saniye araliklarla 240 saniye boyunca absorbanstaki degisimleri

kaydedilerek 6rneklerdeki GPX enzim aktiviteleri hesaplanmaistir.

Tablo 4

GPX enzim aktivitesi 6l¢limil i¢in kullanilan soliisyonlar

Ornek Kor
0,05 M Sodyum fosfat tamponu (pH 6.0) 2540 pl 2550 pl
Enzim ekstrakti 10 pl -
250 mM guaiakol 150 pl 150 pul
100 mM H.0, 300 ul 300 pl
Toplam 3mil 3mil

Askorbat peroksidaz (APX) (EC 1.11.1.11) enzim aktivitesi ise Nakano ve Asada,
(1981) metoduna gore dl¢iilmiistiir. Olgiim igin gerekli olan soliisyonlar ve enzim ekstrakti
(Tablo 5) eklendikten sonra reaksiyon karisimi spektrofotometrede 290 nm’de 30 saniye

araliklarla 240 saniye boyunca 6l¢iilmiis ve APX enzim aktivitesi belirlenmistir.

Tablo 5
APX enzim aktivitesi 6l¢limii i¢in kullanilan soliisyonlar
Ornek Kor

0,05 M Sodyum fosfat tamponu (pH 6.0) 2500 pl 2550 pul
Enzim ekstrakti 50 ul -
250 mM guaiakol 150 ul 150 ul
100 mM H0; 300 ul 300 ul
Toplam 3mil 3mil

3.6. Hidrojen Peroksit ve Malondialdehit (MDA) i¢eriklerinin Tespiti

Hidrojen peroksit ve malondialdehit iceriklerinin belirlenmesi i¢in soya fasulyesi
yaprak ornekleri (0.3 g), 3 ml soguk % 0.1 trikloroasetik asit (TCA) i¢inde ezilmis ve 4 °C'de
15 dakika boyunca 12.000 rpm 'de santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatantlar hidrojen
peroksit (H202) ve malondialdehit (MDA) igeriklerinin belirlenmesinde kullanilmustir.
Hidrojen peroksit 6l¢iimii igin 500 ul 6rnek, 500 pul 10 mM potasyum fosfat tamponu (pH
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7.0) ve 1 ml 1M potasyum iyodiir 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Hidrojen
peroksit icerigi, potasyum iyodiir oksidasyonu nedeniyle triiyodiir olusumunu takiben 390
nm'de absorbans Ol¢iimii ile belirlenmistir (Velikova vd., 2000). Malondialdehit igerigi,
tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemi kullanilarak belirlenmistir (Du ve Bramlage, 1992). Yedi
yiiz ul 6rnek tizerine 2800 ul TCA iceren TBA (% 20 TCA + % 0.5 TBA) soliisyonu
eklenmis ve tiipler 95°C’de 30 dk inkiibasyon edilmistir. Inkiibasyon islemini takiben tiipler
reaksiyonun sonlanmasi i¢in buz icerisine alimistir. Ornekleri igeren tiipler (1 ml) 12.000
rpm’de 15 dakika santrifiijlendikten sonra 6rneklere ait siipernatantlarin 440, 532 ve 600

nm’de Olglimleri gerceklestirilmistir.

3.7. Prolin Seviyesinin Belirlenmesi

Uygulamalara ait yaprak ornekleri (0.3 g) 5 ml %3’liik siilfosalisilik asit i¢inde
ezilmis ve homojenatlar Whatman-2 filtre kagidindan siizilmistiir. Her 6rnegin 1 ml filtrati
tizerine 2 ml asit-ninhidrin ¢6zeltisi (50 ml glasiyal asetik icerisinde 0,625 g asit-ninhidrin
¢ozdiirlilmistiir) eklenerek 30 dakika boyunca 100 °C'de inkiibe edilmistir. Reaksiyon buz
banyosunda sonlandirildiktan sonra karisimlarin absorbansi 508 nm’de Ol¢iilmiistiir
(Shabnam vd., 2015). Prolin igerigi, farkli L-prolin konsantrasyonlarinin standart egrisi

kullanilarak hesaplanmaistir.

3.8. Toplam Fenolik ve Flavonoid Seviyesinin Tespiti

Yaprak ornekleri (0.3 g) 3 ml saf metanol (%100) i¢inde ezildikten sonra 4 °C'de 10
dakika boyunca 13.000 rpm'de santrifiijlenmistir ve elde edilen siipernatantlar toplam
fenolik ve flavonoid seviyesinin belirlemesinde kullanilmistir. Toplam fenolik miktarinin
belirlenmesi amaciyla her 6rnegin (50 pl) siipernatanti tizerine 475 pl 0.25 N Folin-Ciocalteu
reaktifi ve 475 ul 0.2 M NaxC0s ¢ozeltisi eklenmistir. Karigimlarin absorbansi oda
sicakliginda 30 dak. inkiibasyondan sonra 724 nm'de Ol¢iilmiistiir (Maksimovi¢ ve
Zivanovié, 2012). Toplam fenolik icerigi, kafeik asit ile hazirlanan standart egri kullamilarak
hesaplanmaistir. Total flavonoid igerigi i¢in her 6rnegin (0.5 ml) slipernatant1 {izerine 1.5 ml
metanol (% 100), 2.8 ml dH20, 0.1 ml %10 AICI3 ve 0.1 ml 1 M potasyum asetat eklenmistir.

Oda sicakliginda 30 dak. inkiibasyondan sonra karigimlarin absorbanslart 415 nm'de
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Ol¢iilmiistiir (Shubhangi vd., 2017). Total flavonoid igerigi kuersetin ile hazirlanan standart

egri kullanilarak hesaplanmustir.

3.9. Gen ifade Analizleri

Kontrol ve uygulama gruplarina ait bitkilerin yaprak dokularindan total RNA
izolasyonu RNA izolasyon kiti (GeneJet Plant RNA Purification Kit, Thermo, Almanya)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Uygulanan RNA izolasyon kitine ait protokoliin
basamaklar1 tablo 6’da verilmistir. Izole edilen RNA 6rneklerinin miktarlar1 ve saflik
oranlar1 (A260/A280) spektrofotometre cihazi, biitlinliigii ve kalitesi ise yatay elektroforez

sistemi kullanilarak tespit edilmistir.

Elektroforez islemi i¢in; %0,8’lik agaroz jel, 100 ml 0.5 X TBE (Tris-Borat-EDTA)
soliisyonu igerisinde 0.8 g agaroz kaynatilarak hazirlanmistir. Sogutulan jele 10 mg ml™
etidyum bromiir (EtBr) stok ¢ozeltisinden 3 pl eklenmis elektroforez tankina dokiilmiistiir.
DNA Ladder ve yiikleme boyasi ile karigtirrlan RNA Ornekleri 80 Voltta 1 saat

kosturulmustur.
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Tablo 6

Bitkilerden RNA izolasyonu i¢in kullanilan protokoliin basamaklari

Bitki RNA izolasyonu Protokolii

1.

Soya fasulyesine ait yaprak ornekleri (0,1 g) havan ve havaneli kullanilarak sivi azot
icerisinde ezildikten sonra tiiplere aktarildi ve iizerine Plant RNA Lysis soliisyonu (500 pl)

eklenmisgtir.

Karigimi igeren tiipler 56°C” de 3 dakika inkiibe edildikten sonra 14.000 rpm’de 5 dakika

santrifiij edilmistir.

Santrifiij islemi sonrasinda 6rneklerden siipernatant kismi alinip (450-550 pl), temiz tiiplere

aktarilmig ve ardindan tiiplere 250 pl etanol eklenip pipetaj yapilmistir.

Hazirlanan karisim, saflastirma kolonu yerlestirilmis tiiplere aktarilmis ve 11.000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenmistir. Santrifriijleme sonrasi tiipiin alt kismina inen kisim atilarak
saflastirma kolonu yeni tiip ile birlestirilmis ve Wash Buffer 1 soliisyonundan 700 pl
eklenerek 11.000 rpm’de 1 dakika daha santrifiij islemi yapilmistir. Benzer sekilde tiipiin alt

kismina inen kisim atilmustir.

Saflastirma kolonu yeni 2 ml’lik tiiplere alinarak iizerlerine 500 pl Wash Buffer 2 soliisyonu
eklenmis ve 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmis ve her

defasinda tiiplerin alt kisminda toplanan siv1 atilmistir.

Son asamada saflagtirma kolonu yeni tiiplere aktarilmis ve saflastirma kolonunun merkezine
50 pl niikleaz igermeyen su eklenmistir. 11.000 rpm’de 1 dakika santrifiijle islemi yapilarak
kolondaki total RNA’nin tiipiin alt kismina indirilmesi saglanmis ve total RNA izole

edilmistir.

RNA orneklerinden genomik DNA kalintilarin1 uzaklagtirmak amaciyla DNaz 1

enzim (DNase 1, RNase-free, Thermo, Almanya) uygulamasi yapilmistir. DNaz 1

uygulamasi igin 1 pg total RNA 6rneklerine 10X reaksiyon tamponu (MgCl: ile birlikte) (1

ul), DNase 1 enzimi (1 pl) eklenmis ve son hacim ultra saf su ile 10 pl’ye tamamlamstir.

Ornekler 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra reaksiyonunun sonlanmasi amaciyla
tiplere 1 pul EDTA (50 mM) eklenmis ve 65°C’de 30 dakika daha inkiibe edilmistir.
Uygulama sonrasi RNA ornekleri ¢cDNA sentezi i¢in RevertAid First Strand cDNA

Synthesis Kit (Thermo, Almanya) kullanilmistir. cDNA sentezi i¢gin RNA 6rneklerine 1 pl
Oligo(dT) eklenip 65°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan tiiplere 4 pl 5X reaksiyon
tamponu, 2 pl 10mM dNTP (mix), 1 pl Ribolock RNase inhibitorii ve 1 pl RevertAid M-
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MuLV reverse transkriptaz eklenerek 1 saat 42°C’de ardindan 5 dakika 70°C’de bekletilerek
cDNA sentez edilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda ekspresyon seviyeleri arastirilacak genleri belirlemek i¢in
literatiirler degerlendirilmis ve arastirilmak tizere Glycine max’ta antioksidan sistem ile ilgili
bazi genler tespit edilmistir. Belirlenen genlere ait primerlerin erisim numaralari, primer

sekanslari, optimum ¢alisma sicakliklar1 ve referanslari tablo 7’°de verilmistir.

Tablo 7
Tez kapsaminda ifade analizlerinde kullanilan genlere ait primer ileri (F) ve geri (R)

sekanslari, optimum ¢alisma sicakliklar1 ve referanslari

Genler Erisim Numarasi Primer Sekanslari (5°-3") Ta Referans
°C)

GmCSD5 | NM_001255882.1 | FF-AGGTGTGGCTATCATCATCGG 58 | Bu calisma
R-TCACTCTCCCTGTCACATGG
GmFSD3 NM_001250972.2 | F-GGGGAAACACCACAAGACATAT | 58 | Luvd., 2020
R-AAGCCCATCCTGAACCAAAT
GmMSD1 | NM_001248137.2 | F-CCCATAATCGGAGCTGGCAT 58 | Bu ¢alisma
R-CATGATTTCGCCGCTGATGG

GMCATL | NM_001250627.1 | F-TCTCTTTTGGACGACGAGGC 60 | Bu calisma
R-AAGGGGGTCAAAGTCAAGCC

GMAPX1 | L10292.1 F-ATGCGCTCCTCTAATGCTCC 60 | Bu calisma
R-GTCAAGACCGTTGTTAGCGC

GmMPOD | XM_006575142.4 | F-ACGTTTGGAAGAGCTCGGTG 60 | Bu calisma
R-TGATCAGGTGTGCTCAGGTC

GmActin-6 | NM_001289231.2 | F-GCAAGTGGTCGTACAACTGG 58 | Bu calisma

R-AGACGAAGGATGGCATGTGG

Secilen genlere ait primer tasarimlar1 %GC, primer dimeri vb. durumlar g6z dntinde
bulundurularak MacVector Pro 18 (USA) yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Tasarlanan primerlere ait optimum calisma sicakliklar1 6n denemeler ile belirlenmistir.
Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR) 2X AMPIGENE gPCR
Green Mix (Enzo Life Sciences, ABD) kullanilarak StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Thermo, Almanya) cihazinda gergeklestirilmistir (Sekil 10). Her gRT-PCR reaksiyonunda
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Actin6 geni internal kontrol olarak tekrar edilmistir. Tiim genler i¢cin qRT-PCR reaksiyonlari
3 biyolojik ve 3 teknik tekrar kullanilarak gergeklestirilmistir. Reaksiyon kosullari, 95 “C'de
10 dakika, ardindan 95 “C 15 saniye, 58-60°C 30 saniye ve 1 dakika 72 °C seklinde olup 40
dongiidiir. Hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerinin nisbi degisimleri 2249 formiilii

kullanilarak Livak ve Schmittgen, (2001) gére hesaplanmustir.

Sekil 10. Kantitatif Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (RT-gPCR)

hazirlanmasi sirasinda kullanilan alet ve ekipmanlar

3.10. istatiksel Analiz

Istatiksel analizlerden 6nce, her bir veri seti igin sirastyla Shapiro-Wilk ve Bartlett
testleri ile varyansin normalligi ve homojenligi incelenmistir. Daha sonra, kontrol ve
uygulama gruplari arasindaki farkliliklari karsilastirmak igin veriler tek yonliit ANOVA ve
¢oklu karsilagtirmalar i¢in Duncan testi uygulanmis, giiven araligi %95 olarak kabul

edilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kadmiyum Konsantrasyonlarinin Belirlenmesine iliskin Yapilan On Deneme

Tez c¢aligmasinda soya fasulyelerine uygulanacak olan Cd konsantrasyonlarinin
belirlenmesi amaciyla kurulan 6n denemede soya tohumlar1 5 giin siire ile 0, 5, 10, 20, 40 ve
80 mg L' Cd konsantrasyonlarina maruz birakilmigtir. Uygulama sonucunda kok uzunluklari
(cm) 6l¢iilmiis ve buna bagli olarak belirlenen biiylime (%) ve biiytimede azalma (%) verileri

tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8
Soya fasulyesi fidelerinde kullanilan kadmiyum konsantrasyonlarinin belirlenmesi dair 6n

deneme uygulamalar1

Konsantrasyonlar Kok ortalama uzunluk Biiyiime

(mg L) (cm) (%)
0 8,46 100
5 7,24 85,95
10 6,15 72,73
20 5,15 60,91
40 4,19 49,55
80 2,94 34,72

Soya fasulyesi tohumlarina farkli konsantrasyonlarda Cd uygulamasi sonucu lethal
doz (LDso) degeri olarak 40 mg L™ konsantrasyonu olarak se¢ilmis ve LDso dozunun yarisi

olan 20 mg L* ikinci uygulanacak Cd konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
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4.2. Kadmiyum Miktari

Soya fasulyesine 20 mg L™ konsantrasyonda uygulanan Cd agir metali yapraklarda
kontrole kiyasla 185.3, 40 mg L™ konsantrasyon ise 390,9 kat artisa neden olmustur.
Kadmiyum konsantrasyonlarini takiben uygulanan EBL hormonu kadmiyum miktarinda

istatistiksel olarak 6nemli bir fark yaratmamistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin soya fasulyesi
yapraklarinda kadmiyum miktar1 {izerine etkisi. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1:
20 mg L Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan g¢oklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata deg8eri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gésterilmistir (n=3).

4.3. Fide Biiyiime Parametreleri

Yapilan analizler sonucunda Cd konsantrasyonundaki artisa bagli olarak fide gévde
yas ve kuru agirliginda azalmalar gozlemlenmistir. Kontrole kiyasla govde yas ve kuru
agirliklart 40 mg L' Cd uygulamas sonucu sirastyla %42,8 ve %35,2 oraninda azalirken,
20 mg L Cd ile birlikte yapilan EBL uygulamas1 yas ve kuru agirliklar1 kontrol seviyelerine
kadar ulastirmustir. Yiiksek konsantrasyonda Cd (40 mg L?) ile birlikte yapilan EBL

38



uygulamas1 govde kuru agirhgini tek basma yapilan 40 mg L™ Cd uygulamasma gore
istatistiki bakimdan Onem arz edecek diizeyde arttirmistir. Bununla birlikte, EBL
uygulamasinin gévde yas ve kuru agirliklarda sirasiyla %24,1 ve %17,6 oraninda artisa

neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 12).
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Sekil 12. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin soya fasulyesi
fidelerinin govde yas (A) ve kuru agirliklar1 (B) tizerine etkisi. K: Kontrol, EBL: 24-
Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L-1 Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L-1 Cd uygulamasi. Duncan
coklu aralik testi kullamilmig (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki

farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir (n=10-12).

Soya fasulyesi kok 6rneklerinde yas ve kuru agirliklar karsilastirildiginda 20 mg L
Cd uygulamasinda sirastyla %22,3 ve %25,0 oraninda, 40 mg L Cd uygulamasinin kok yas
agirhiginda %35,5, kuru agirliginda ise %41,6 oraninda azalmaya sebep oldugu saptanmistir

(Sekil 13).
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Sekil 13. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin soya fasulyesi
fidelerinin kok yas (A) ve kuru agirliklart (B). K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20
mg L™ Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L* Cd uygulamasi. Duncan goklu aralik testi kullanilmig
(P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile

gosterilmistir (n=10-12).

Govde uzunluklarm 20 ve 40 mg L Cd uygulamalari sonucu %42,6 ve %50,0
oraninda azalmstir (Sekil 14A). Soya fasulyelerinin kdk uzunluklar1 20 ve 40 mg L Cd
uygulamalari sonucu kontrole kiyasla sirasiyla %24,8 ve %35,6 oranlarinda azalmaya neden

olmustur (Sekil 14B).
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Sekil 14. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasimin soya fasulyesi
fidelerinin govde (A) ve kok uzunluklar1 (B). K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20
mg L-1 Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L-1 Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gosterilmistir (n=10-12).

4.4. Toplam Klorofil ve Karotenoid

Soya fasulyelerine yapilan 20 ve 40 mg L Cd uygulamalari yapraklarda toplam
klorofil igerigini sirasiyla %17,3 ve %28,8 oranlarinda azalmaya neden olurken, EBL nin
tek basina uygulamasinda %10,6 oraninda artis gostermistir (Sekil 16A). Kadmiyumun 20
ve 40 mg L uygulamalarina gére EBL’nin kombine uygulamalari klorofil miktarinda artisa
sebep olmustur (Sekil 15A). Tek basina yapilan EBL uygulamasi karotenoid miktarini
%19,2 oraninda arttirmistir. Kadmiyumun diisiik konsantrasyonu olan 20 mg L* de
karotenoid miktar1 %34,2, 40 mg L™ Cd uygulamasinda karotenoid miktarinda %55,2
oraninda bir azalmaya neden olurken, 20 ve 40 mg L™ Cd ile birlikte yapilan 1 pM EBL
uygulamalarinda toplam karotenoid miktarinda istatistiksel agidan 6nemli bir artisa neden

olmustur (Sekil 15B).
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Sekil 15. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasmin soya fasulyesi
yapraklarinda toplam klorofil (A) ve karotenoid (B) miktarlari. K: Kontrol, EBL: 24-
Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L™ Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L™ Cd uygulamas1. Duncan
coklu aralik testi kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki

farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

4.5. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Kontrole kiyasla 20 ve 40 mg L™* Cd uygulamalar1 SOD enzim seviyesinde sirastyla
%33,1 ve %42,9 oranlarinda artisa neden olmustur. Kadmiyum ile birlikte yapilan EBL
uygulamalar1 ise SOD enziminin seviyesini kontrole kiyasla %66,4 ve %69,15 oranlarinda
arttirmustir (Sekil 16A). Katalaz enzim seviyesi 20 ve 40 mg L Cd uygulamalar1 sonucu
artarken, 20 mg L Cd ile uygulanan EBL hormonu CAT enzim aktivitesini hem kontrole

hem de 20 mg L! Cd uygulamasia gére arttirmustir (Sekil 16B).
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Sekil 16. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin soya fasulyesi
yapraklarinda SOD (A) ve CAT (B) enzim seviyeleri. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid,
Cd1: 20 mg L* Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan goklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

Askorbat peroksidaz ve POD enzimi aktiviteleri 20 ve 40 mg L™ Cd uygulamalar
sonucu kontrole kiyasla artmustir. Diisiik konsantrasyonda Cd uygulamasi (20 mg L?) ile
birlikte yapilan EBL uygulamasi APX ve POD enzim aktivitelerini kontrol ve 20 mg L™ Cd

uygulamalarina gore arttirmigtir (Sekil 17).
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Sekil 17. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin soya fasulyesi
yapraklarinda APX (A) ve POD (B) enzim aktiviteleri. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid,
Cd1: 20 mg L* Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan goklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

4.6. H202 ve MDA Seviyeleri

Uygulamalar sonucu soya fasulyelerine ait yaprak 6rneklerinde kontrole gére H20-
miktarlarimin 20 ve 40 mg L Cd uygulamalar1 sonucu sirastyla %77,3 ve %115,3
oranlarinda artis gosterdigi tespit edilmistir. Kadmiyum ile birlikte uygulanan EBL, H20:
miktarinda %15,5 (20 mg L™ Cd) ve %13,4 (40 mg L™ Cd) azalmaya neden olmustur (Sekil
18A). Oksidatif stresin dnemli parametrelerinden biri olan MDA seviyesi, uygulanan Cd
konsantrasyonlarinin artigina bagl olarak artig gostermistir. 24-Epibrassinolid uygulamasi
Cd stresi altinda soya fasulyesi yapraklarinda MDA seviyesinin istatistiki bakimdan 6nem

arz edecek sekilde azalmasina neden olmustur (Sekil 18B).
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Sekil 18. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin soya fasulyesi
yapraklarinda H.O; (A) ve MDA (B) seviyeleri. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1:
20 mg L Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan ¢oklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

4.7. Prolin Seviyesi

Prolin miktarin EBL’nin tek basina uygulamasi sonucu %6,16 artis gostermistir.
Buna ek olarak 20 ve 40 mg L Cd uygulamalar1 sirastyla %30,83 ve %49,8, EBL hormonu
ile birlikte yapilan her iki konsantrasyonda da kontrole nazaran %50,3 ve %79,3 oraninda

artisa neden oldugu gozlenmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasimin soya fasulyesi
yapraklarinda prolin miktari. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L* Cd
uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamas1. Duncan ¢oklu aralik testi kullanilmis (P<0,05,
+ standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir

(n=3).

4.8. Toplam Fenolik ve Flavonoid Seviyesi

Toplam fenolik igerigi soya fasulyesi yapraklarinda Cd uygulamalar: sonucu artis
gostermistir. Diisiik konsantrasyonda Cd ile birlikte yapilan EBL uygulamasi toplam fenolik
icerigini kontrole kiyasla %18,8 arttirirken, 40 mg L Cd ve EBL uygulamasi %57,0
oraninda artisa neden olmustur (Sekil 21A). Toplam flavonoid dlgiimlerinde elde edilen
sonuglara gére EBL hormonunun yalmz uygulanmasi %9,3, 20 ve 40 mg L* Cd
uygulamalari sirasiyla %11,1 ve %13,3 oraninda, hormon ile kombine uygulamalar ise

sirasiyla %23,6 ve %31,3 oranlarinda artiglara sebep olmuslardir (Sekil 20B).
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Sekil 20. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasmin soya fasulyesi
yapraklarinda toplam fenolik (A) ve toplam flavonoid igerikleri. K: Kontrol, EBL: 24-
Epibrassinolid, Cd1: 20 mg L™ Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L™ Cd uygulamas1. Duncan
coklu aralik testi kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki

farkliliklar harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

4.9. Gen ifade Analizleri

Calismada segilen SOD genleri farkli ekspresyon desenleri sergilemistir (Sekil 21).
GmCSDS5 geninin ifade diizeyi tek basina yapilan EBL hormonu uygulamasi sonucu 1.5 kat
artis gostermistir. 20 ve 40 mg L Cd uygulamalar1 GmCSD5 geninin ekspresyonunu
sirastyla 1,3 ve 2,3 kat azaltmistir (Sekil 21A). Kadmiyum uygulamalart GmMSD1 geninin
ifade diizeyini 1,8 (20 mg L) ve 2,5 (40 mg L) oranlarinda arttirirken, Cd ve EBL’nin
birlikte uygulanmasi GmMSD1 genini kontrole ve stres uygulamalarina kiyasla daha fazla
arttirdiglr gézlemlenmistir (Sekil 21B). Kontrol ile karsilastirildiginda GmFSD3 geninin
ekspresyonu 20 mg L™ Cd uygulamasi sonucu 8,3 kat, 40 mg L™ Cd uygulamas: sonucu ise
20,4 kat arttirmistir. Diisiik konsantrasyonda Cd ile birlikte yapilan EBL uygulamasi ise
kontrole gore GmFSD3 geninin ekspresyonunda 24,7 kat artis saglamistir (Sekil 21C).
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Sekil 21. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasmin soya fasulyesi
yapraklarinda SOD genlerinin ekspresyon seviyesi. GmCSD5 (A), GmMSD1 (B) ve
GmFSD3 (C) genlerinin ekspresyon seviyeleri. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid, Cd1.:
20 mg L Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamasi. Duncan c¢oklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

On giinlik Cd uygulanan soya fasulyesi yapraklarinda GmCAT1 geninin
ekspresyonu kontrole gére 1,9 (20 mg L) ve 3,4 (40 mg L) kat artis gostermistir. 20 mg
Lt Cd ile birlikte uygulanan EBL hormonu GmCAT1 geninin mRNA seviyesini tek basina
yapilan Cd uygulamasina gore 1,2 Kat arttirmistir. Bununla birlikte 40 mg L™ Cd’ye kiyasla,
40 mg L konsantrasyon ile kombine uygulanmis EBL hormunu GmCAT1 gen ifadesinde

1.6 kat azalma meydana getirmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin soya fasulyesi
yapraklarinda GmCAT1 geninin ekspresyon seviyesi. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid,
Cd1: 20 mg L Cd uygulamas1, Cd2: 40 mg L* Cd uygulamas1. Duncan ¢oklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

Caligmada ekspresyon seviyesi arastirilan diger bir gen olan GmAPX1 geninin
ekspresyon seviyesi tek bagina yapilan EBL hormon uygulamasi sonucu 1,9 kat artmustir.
Kadmiyum uygulamalart GmAPX1 geninin mRNA seviyesini konsantrasyondaki artisa bagl
olarak artirmistir. 20 mg L™ Cd stresi altinda uygulanan EBL hormonu ise yapraklarda
GmAPX1 geninin ekspresyonunun kontrole ve tek basina yapilan 20 mg L' Cd

uygulamasina gore sirasiyla 3,66 ve 1,6 kat artmasina neden olmustur (Sekil 23).
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Sekil 23. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasmin soya fasulyesi
yapraklarinda GmAPX1 geninin ekspresyon seviyesi. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid,
Cd1: 20 mg L Cd uygulamasi, Cd2: 40 mg L Cd uygulamas1. Duncan ¢oklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gosterilmistir (n=3).

20 mg L Cd uygulamasi soya fasulyesi yapraklarinda GmPOD geninin ekspresyon
seviyesini 10,0 kat arttirirken, 40 mg L™* Cd uygulamas1 22,4 Kat artisa neden olmustur. 20
mg L? Cd stresi altinda yapraklara spreyleme yontemi ile uygulanan EBL hormonu GmPOD
geninin ekspresyonunu kontrole gore 16,4, tek basina yapilan 20 mg L™ Cd uygulamasina

gore 1,6 kat arttirmigtir (Sekil 24).
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Sekil 24. Farkli konsantrasyonlarda Cd stresi altinda EBL uygulamasinin soya fasulyesi
yapraklarinda GmPOD geninin ekspresyon seviyesi. K: Kontrol, EBL: 24-Epibrassinolid,
Cd1: 20 mg L Cd uygulamas1, Cd2: 40 mg L* Cd uygulamas1. Duncan ¢oklu aralik testi
kullanilmis (P<0,05, + standart hata degeri) ve ortalamalar arasindaki farkliliklar

harflendirme ile gosterilmistir (n=3).
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Kadmiyum endiistriyel olarak kullaniminin yani sira kimyasal yapis1 geregi toprakta
mevcudiyeti giderek artan ve bitkiler ve hayvanlar iizerinde oldukga toksik etkiler gosteren
bir gecis metalidir. Kadmiyumun toprakta hareketli olmas1 bitki koklerinden, bitki blinyesine
girerek diger aksamlara da tasinmasina olanak saglamaktadir. Besin maddesi olarak birincil
grupta bulunan bitkilerin insan ve hayvanlar tarafindan tiikketilmesi sonucunda agir metal
zehirlenmelerine ve uzun vadede maruziyet sonucu 6liimlere neden olabilmektedir. Agir
metal stresine karsin bitkilerin savunma sisteminin yetersiz kaldig1 durumlarda hormonlarin
kullanim1 son yillarda artis gdstermektedir. Bu kapsamda, brassinosteroidler olarak
adlandirilan hormon grubunun iiyesi olan 24-Epibraassinolid gerek gelisim siireclerinde
gerekse stres kosullarinda etkili bir hormon ¢esididir. Kadmiyumun birgok bitkide negatif
etkiler olusturdugu gosterilmistir. Soya fasulyesi lizerinde de bu durum farklilik
gostermemekle birlikte yapilan tez ¢alismasinda uygulanan Cd konsantrasyonlari
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde etkiler gostermistir. Mevcut arastirmada,
soya fasulyesi fidelerine yapilan Cd uygulamalar1 gévde ve kok kisimlarinda uzunluk, yas
ve kuru agirliklarda azalmalara sebep olmustur. Bununla birlikte, Cd uygulamas: sonucu
klorofil ve karotenoid igeriklerinde de azalmalar meydana gelmistir. Uygulanan Cd
konsantrasyonuna bagli olarak yapraklarda Cd seviyesinde artig tespit edilmistir. Yapraktan
spreyleme ile uygulanan EBL hormonu Cd stresi altinda fide gévde uzunluk, yas ve kuru
agirh@inin yan sira toplam klorofil ve karotenoid seviyesini genel olarak tek basina yapilan

Cd uygulamalarina gore arttirmistir.

Farkli konsantrasyonlarda yapilan Cd uygulamalar1 soya fasulyesi yapraklarinda
SOD (%33,1 - 42,9) ve CAT (%20,4 - 46,4) enzim aktivitelerinde artisa neden olurken, Cd
ve EBL’nin kombine uygulamasi enzim aktivitelerinin daha fazla artmasini saglamistir.
Uygulamalar sonucu APX ve GPX enzim aktiviteleri benzer sonuglar vermis ve Cd
uygulamalar1 sonucu artan enzim aktiviteleri, 20 mg L™ Cd ve EBL nin birlikte uygulanmasi
sonucu daha fazla artig gostermistir. Stres altinda bitkilerde meydana gelen reaktif oksijen
tiirlerinden hidrojen peroksit radikali ve stres belirteci olan MDA seviyelerinde Cd
uygulamalari artisa neden olmustur. Fakat her iki Cd konsantrasyonun EBL hormonuyla
birlikte uygulanmasi soya fasulyesi yapraklarinda hidrojen peroksit ve MDA seviyelerini
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azaltmistir. Soya fasulyesi yapraklarinda artan Cd konsantrasyonuna bagli olarak toplam
fenolik ve flavonoid iceriginde artis tespit edilmistir. Toplam fenolik igerigi, 20 mg L Cd
ve EBL uygulamasi sonucu %18.8, 40 mg L' Cd ve EBL uygulamasi sonucu %57,0
oraninda artmistir. Toplam flavonoid igerigi 20 ve 40 mg L Cd uygulamalar1 sonucu
sirasiyla %11,1 ve %13,3 oraninda artarken, EBL ile kombine uygulandiginda ise sirasiyla
%23,6 ve %31,3 oraninda artig gostermistir. Prolin seviyesi EBL’nin tek basina uygulanmasi
sonucu %6.1, 20 mg L Cd uygulamas1 sonucu %30,8 ve 40 mg L™ Cd uygulamasi sonucu
%49,8 oraninda artig gostermistir. Kadmiyum stresi altinda yapilan EBL uygulamalari

sonucu prolin seviyesini %50,3 - %79,3 oraninda arttirmistr.

Kadmiyum ve/veya EBL uygulamalari antioksidan sistem ile ilgili GmCSDD5,
GmFSD3, GmMSD1, GmCAT1, GmAPX1 ve GmPOD genlerinin ekspresyonlarin1 modifiye
etmistir. 24-Epibrassinolid hormonunun tek basma uygulamast GmCSD5 ve GmAPX1
genlerinin ekspresyon sevilerinde kontrole kiyasla artis meydana getirmistir. Kadmiyum
uygulamalar1 GmCSD5 geninin ekspresyonunu azaltirken, GmFSD3, GmMSD1, GmPOD ve
GmAPX1 genlerinin ifade diizeyini arttirmustir. Diisiik konsantrasyonda Cd (20 mg L) ile
birlikte uygulanan EBL hormonu, GmCSD5 geni harig¢ diger genlerin ifade diizeyini kontrole
ve tek basina yapilan Cd uygulamasina gore arttirmistir. Sonug olarak, Cd stresi altindaki
soya fasulyesi fidelerinin yapraklarina uygulanan EBL hormonu, Cd agir metalinin biiyiime,
gelisme ve antioksidan sistem {izerinde meydana getirdigi olumsuz etkileri biyokimyasal ve
molekiiler diizeyde regiile ettigi ve 24-Epibrassinolid hormonunun diisiik konsantrasyondaki

kadmiyumun etkilerini tolere etmede daha etkili oldugu tespit edilmistir.
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