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ONSOZ

Ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin bir sekilde birikmeye
baslayan agir metaller, son yillarda Diinya {izerindeki biitiin organizmalarin yasamini
tehdit eden 6nemli bir ¢cevre sorunu haline gelmistir. Agir metaller genellikle bulunduklari
ortamda biyodegradasyona ugramadiklarindan dolayr kolaylikla ekosistemlerde
birikebilmekte ve ¢cok kompleks yapilar olusturarak toksik etkilerini arttirabilmektedirler.
Kadmiyum, bitkilerde strese neden olan en toksik agir metaldir. Kadmiyum vb. agir
metallerin ¢evredeki varligi, bitkilerde hiicre membranlarinda igine alimim ve hiicrelere
taginma olaylarinda gorev yapan farkli mekanizmalar1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
nedenle kadmiyumun toksik etkisi ile ilgili yapilan bilimsel ¢aligmalar her gecen giin
artmaktadir.

Nitrik oksit (NO) uzun yillardan beri bilim diinyasinda varligi bilinen gaz yapida
bir molekiildiir. NO’ nun bitkilerde tohum ¢imlenmesi, kok organogenezi, stoma
hareketleri, senesens ve hiicre c¢eperi lignifikasyonunda, sitosol, kloroplastlar,
peroksizomlar ve mitokondrilerde cesitli enzimlerin sentezi ve/veya diizenlenmesi ve
ayrica biyotik ve abiyotik stres kosullarinda rol oynadigi bilinmektedir. NO sentezi bitki
tiriine, dokusuna ve bitkinin i¢inde bulundugu yetisme kosullarina bagli olarak
degismektedir. NO, normal kosullarda bitki hiicrelerinde az miktarda sentezlenmektedir.
Hiicreler NO’ ya oldukg¢a duyarlidir ve ¢esitli hiicresel aktivitelerin gergeklesmesi igin
gereklidir. NO, SNP formunda bitkiye disardan takviye edildiginde, Cd’ ye kars1 bitki
koklerinde oksidatif hasar1 azalttigi ve Cd’ nin toksisitesine kars1 koruyucu bir rol oynadig:
ileri siirtilmektedir. Bu ¢alisma, Cd kaynakli oksidatif strese maruz kalan misir (Zea mays
L.) fidelerinde baz1 fizyolojik ve biyokimyasal parametreler iizerine NO uygulamasinin
etkilerini arastirarak, bu konuda yapilan ¢aligsmalara katki saglamay1 amaglamaktadir.

Arastirma konusunun ve uygulama yontemlerinin belirlenmesinde, deneylerin
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OZET

Bu calismada, misir fidelerine 6nceden farkli SNP (25 ve 50 uM) konsantrasyonlari
uygulandiktan sonra, bu fidelerin farkli kadmiyum (25, 50 ve 75 pM) konsantrasyonlarina
kars1 verdigi fizyolojik ve biyokimyasal cevaplar arastirildi. Caligma materyali olarak
misir (Zea mays L.) tohumlarindan gelistirilen 15 giinliik fideler kullamildi. Fidelere
yapilan tiim uygulamalarda kokten hidrofonik yontem tercih edildi. Fideler 3 gruba
ayrilarak 48 saat siireyle SNP 6n uygulamasi yapildi. Daha sonra bu 3 gruba, kendi i¢inde
kontroller (saf su ve SNP’ ler) sakli tutulmak suretiyle kadmiyumun farkl
konsantrasyonlari ayr1 ayr1 uygulandi. Farklt muameleler gérmiis fidelerde boy artisi, taze
agirlik bagma diisen kuru agirlik miktar1 gibi biliylime parametreleri tespit edildi. Ayrica
kok ve yaprakta prolin, malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH), okside glutatyon
(GSSQ), total yag asidi analizleri ve yaprakta pigment analizi yapildi.

Elde edilen sonuglara gore; SNP o6n uygulamasiz fidelere kiyasla, SNP on
uygulamal1 fidelerde biiylime parametreleri lizerinde Cd uygulanmasindan kaynaklanan
inhibitif etkiler, daha hafiflemis bulundu. Aymi sekilde yapraklardaki pigment (klorofil
(at+b) ve karotenoid) yikimlar1 da daha az bulundu. SNP 6n uygulamasiz fidelere kiyasla,
SNP 6n uygulamali fidelerde; hem kok hem de yaprakta malondialdehit miktar1 azaldi;
prolin miktar1 kokte azaldi, yaprakta ise artti; rediikte glutatyon miktar1 kokte ve yaprakta
artt1; okside glutatyon miktar1 kokte ve yaprakta azaldi. SNP 6n uygulamasiz fidelere
kiyasla, SNP 6n uygulamali fidelerde yag asidi degisimleri; palmitik asit i¢in koklerde
artt1, yapraklarda azaldi; palmioleik asit miktar1 yaprakta azaldi; stearik asit ise koklerde
azalds; linoleik asit koklerde arttigi halde yapraklarda azaldi; linolenik asit ise yapraklarda
yiiksek bulundu. Palmioleik asit ve linolenik asit koklerde, stearik asit ise yapraklarda
bulunamadi. Sonuclar degerlendirildiginde, genel olarak 50 uM SNP 6n uygulamasinin Cd
toksisitesini baskilama konusunda 25 uM SNP’ den daha basarili bulundu.

Anahtar Kelimeler: Misir (Zea mays L.), Nitrik oksit, SNP, Kadmiyum
Toksititesi, Oksidatif hasar



SUMMARY

CORN (Zea mays L.) PLANTS NITRIC OXIDE TOXICITY OF CADMIUM
IN THE INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN

In this study, after corn to seedlings were applied to different SNP (25 and 50 uM)
concentrations, it investigated that gave against the different cadmium (25, 50 and 75 uM)
concentrations of these seedlings on physiological and biochemical responses. Fifteen days
seedlings of corns (Zea mays L.) were made use of studying material. Seedlings in all
applications made from root hydroponic method was preferred. The seedlings were divided
into three groups and these groups were made first SNP application throughout forty-eight
hours. After that, these three groups to except controls (pure water and SNPs) were
separately applied different concentrations of cadmium. The seedlings in which they had
treated differently detected growth parameters such as the amount height increase and dry
weight per amount per green weight. In addition to proline analysis of root and leaf
malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH), oxidized glutathione (GSSG), total
fatty acid analysis, and pigment analysis of leaf were practised.

According to the obtained results; growth parameters on SNP pre-applied seedlings
had inhibiting effect that arised from application Cd in comparison with SNP pre
intervention of the application. In the same way as the leaves pigment (chlorophyll (a + b)
and carotenoids) found that the less destruction. The pre-applied seedlings of SNP reduced
amount of malondialdehyde both roots and leaves; amount of proline reduce to roots and
increased to leaves; the amount of glutathione increased roots and leaves; the amount of
oxidized glutathione decreased leaf and root. The SNP as compared pre-intervention of the
application, fatty acids changes during SNP pre-applied seedlings; palmitic acid were
increased in roots, decreased in leaves; palmioleic acid decreased in leaf; stearic acid
decreased in root; linoleic acid in roots increased and decreased in leaves; linolenic acid
increased in leaves. Palmioleic acid and linolenic acid could not be found in the roots, also
stearic acid could not be found in the leaves. When the results are evaluated in generally,
50 um of SNP pre-appliced was more successful than 25 uM of SNP applied according to
the suppress toxicity of Cd.

Keywords: Corn, Nitric Oxide, SNP, Cadmium Toxicity, Oxidative damage.
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1.GIRIS

Toprakta belli kosullarda ¢imlenen tohumdan kok, gévde ve yaprak gibi organlarin
gelismesi, eski caglardan beri insanlarin ilgilendigi 6nemli konulardan biri olmustur.
Ciinkii primer lreticiler olan bitkiler insanlarin yasamin1 devam ettirebilmesi i¢in gida,
hammadde ve enerji kaynagi olarak her zaman vazgecilmez olmustur. Bitkiler gelisip
fizyolojik evrelerini tamamlamada ihtiya¢ duyduklari maddeleri kolayca topraktan
kokleriyle almaktadirlar. Son yillarda ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda
yaygin bir sekilde birikmeye baslayan agir metaller, biitiin organizmalarin yasamini tehdit
eden 6nemli bir ¢evre sorunu haline gelmistir. Agir metallerin ¢evreye yayilmasina sebep
olan etkenlerin baginda endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin egzozlari, maden yataklari
ve isletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda kullanilan giibre ve ilaglar, kentsel atiklar
gelmektedir (Oktiiren Asri ve Sénmez, 2006). Yogunlugu 5 gr/cm® ten biiyiik olan veya
atom agirlig1 50 ve daha biiyiik olan elementlere “agir metaller” denir. Agir metaller yer
kabugunda dogal olarak bulunurlar, bozulmaz ve kaybolmazlar (Hamutoglu vd., 2012).
Bundan dolay1 kirlenmis topraklar, yer alti sular1 ve ylizey sularinin temizlenmesi igin
kirlenmis alanlardan toksik metallerin uzaklastirilmasi gerekir (Sahin, 2007).

Agir metaller, ekolojik dengeyi bozan, canli biiyiime ve gelisimini 6nemli dlciide
hasara ugratan ve ¢evreyi kirleten temel 6gelerden biridir (Ruis-Jiménez vd., 2003). Birgok
kirlenmede oldugu gibi agir metal kirlenmesinde de oncelikle etkilenen grup bitkilerdir
(Ayhan, 2006).

Agir metallerden bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) yasam i¢in gereklidir. Bitkilerde ¢inko,
metabolizma olaylarini diizenleyen enzim sistemi i¢in gereklidir. Buna ragmen kursun (Pb)
ve civa (Hg) gibi diger metallerin faydali biyokimyasal fonksiyonlar1 yerine getirdigi
bilinmemektedir. Cd, Cr, Cu, Ni ve Zn gibi topraktaki bazi agir metallerin yliksek
konsantrasyonlari dogal su ve karasal ekosistemlerinin bozulmasina neden olmaktadir.
Bitkiler i¢in baz1 agir metaller diisiik konsantrasyonlarda 6nemli mikro besin elementlerdir.
Ancak bunlarin yiiksek konsantrasyonlar1 cogunlukla bitki tiirlerinin biiylimesini engeller,
bu da metabolik diizensizlige sebep olmaktadir. Bazi arastirmacilar, metal zengini
topraklarda yetisen bazi bitki tiirlerinin endemik oldugunu ve toksik dozlardan daha
fazlasin tolere edebildigini bildirmislerdir (Ok¢u vd., 2009). Bu akiimiilator bitkiler agir
metalleri inaktif formda biriktirmekte ve bazi 6zel enzimlerle beraber kendi yasamsal

faaliyetlerini diizenlemektedirler (Hamutoglu vd., 2012).
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Sekil 1. Agir metallerin dogaya yayilmasi (Kahvecio



Toprakta yiiksek konsantrasyonlarda agir metaller, bitki gelisimini ve metabolik
faaliyetlerini engellemekte, iiriin kalitesini etkilemekte hatta bazen bitki Gliimiine yol
acmaktadir (Sahin, 2007). Toprakta agir metallerin ortaya cikardig: kirliligin bitkilerdeki
semptomlar1 agir metalin cinsine gore degisebildigi gibi, bitki tiirleri arasinda da farklilik
gosterebilmektedir. Agir metallerin genel olarak bitkilerdeki toksisite belirtileri yaprakta
klorozis ve nekrozis olusumu, gévde ve kok kisimlarimin deformasyonu gibi belirtiler
seklinde siralanabilir (Siimer vd., 2013).

Stres genel olarak, bitkilerde zarar meydana getiren potansiyel gii¢ olarak kabul
edilir. Bitkiler bu stres durumunu ortadan kaldirmak, asmak veya sakinmak amaciyla
cesitli biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalarini harekete gegirirler. Bu mekanizmalarin
koruyucu yaninin smirli olmasi sebebiyle, bitkiler bir veya daha fazla olumsuz sarta karsi
siirlt bir cevap kapasitesine sahiptirler (Hale ve Orcutt, 1987; Kocacaliskan, 2001).

Bitkiler yasamlarimin belirli donemlerinde degisik streslere maruz kalmaktadirlar.
Ornegin; tuz stresi ile beraber kuraklik stresinden, yine soguk stresi ile beraber kuraklik
stresinden bahsedilebilir. Bitkilerde agir metal toksisitesi beraberinde oksidatif stresi

getirmektedir.

1.1. Agir Metal Stresi

Agir metallerin alinma miktarlar1 bitki tiiriine ve yasina bagli olarak farklilik
gosterir. Biitlin bitkiler topraktan ve sudan kendi biiyiime ve gelisimleri i¢in gerekli olan
mineral elementleri toplama yetenegine sahiptirler. Bir¢ok bitki biyolojik fonksiyonlari
heniiz tam olarak bilinmemekle beraber bazi agir metalleri biriktirme yetenegine sahiptir.
Bu agir metaller bitki tiirline gére zaman zaman Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se ve Hg
olabilmektedir. Farkli bitki tiirlerine gore agir metallerin hem tolere edilebilir, hem de
biriktirilebilir iist sinirlar farklilik gostermektedir (Okgu vd., 2009).

Bitkiler, agir metallerin zararlarini tolere edebilecek; aminoasit, ferritin, agir
metalotiyanin ve fitokelatin gibi molekiillerle kompleks yapilar yaparak hiicre duvarlar1 ve
vakuol gibi metabolik yollardan uzak bolgelerde biriktirme, antioksidan enzim
aktivitelerinin ve antioksidan molekiillerinin miktarlarinin  artirilmas1  ve hiicre
membranlarinin onarilmasi gibi bir¢ok savunma mekanizmasina sahiptir (Greger ve

Lindberg, 1986; Jackson vd., 1990; Verkleij ve Schat, 1990; Kramer vd., 1996; Sanita di



Toppi ve Gabrielli 1999; Prasad vd., 2001; Hall, 2002; Verma ve Dubey, 2003; Zacchini
vd., 2003; Benavides vd., 2005).

1.2. Bitkilerde Agir Metal Alinimi

Yapilan ¢alismalar bitkilerin, atmosferde bulunan agir metalleri ¢ok az miktarda da
olsa yapraklar: (foliar) aracilig: ile alabildiklerini gostermis olsa da (Harrison ve Chirgawi,
1989; Lindberg vd., 1992; Godzik, 1993; Marschner, 1995) agir metal aliniminin daha
ziyade kokler araciligi ile gergeklestigi bilinmektedir (Ayhan, 2006). Agir metaller
toprakta, kolloidlein yiizeyine tutunmus halde, organik maddelerin yapisina bagl halde ve
toprak ¢ozeltisi igerisinde iyon halinde bulunmaktadirlar. Bitkiler ancak toprak ¢6zeltisinde
iyon halinde bulunan agir metalleri kokleri araciligiyla alabilmektedirler. Cevresel
kosullarin degismesi (pH, sicaklik, diger metallerin varlig1, mikroorganizmalar vb.) toprak
coOzeltisi icindeki agir metal konsantrasyonunu degistireceginden dolayr agir metal
almmini da etkilemektedir. Kok katyon degisim kapasitesi ve kok yiizey alani gibi
ozellikler de agir metal alintmini etkilemektedir (Davies, 1995). Ornegin pH’ 1n diismesi
ortamdaki H' iyonlarmin artmasma neden olmakta ve artan H' katyonlari, agir metal
katyonlar ile rekabete girmektedir, kolloidlere tutunmasini engellemekte ve dolayisiyla bu
da agir metallerin toprak c¢ozeltisindeki konsantrasyonunun artmasina neden olmaktadir

(Marschner, 1995; Greger, 1999).

1.3. Bitkilerde Agir Metal Tasinimi

Bitkilerin topraktan kokleriyle aldiklar1 agir metaller ksilem araciligr ile govde ve
yapraklara iletilmektedir. Kok wvasitasiyla alinan agir metaller apoplastik ve/veya
simplastik yolla ksileme ulasirlar. Endodermal hiicre tabakasi, ksileme apoplastik yoldan
agir metal ulagimini engelleyen bir bariyer gorevi géormektedir (Seregin ve Ivanov, 1997;
Tester ve Leigh, 2001). Bundan dolay:1 genellikle agir metaller simplastik yoldan bu
tabakay1 asip ksileme ulasmak zorundadirlar (Tester ve Leigh, 2001). Kadmiyum iyon
halinde ksilemde tasinabilmektedir (Mench vd., 1988). Bunun yani sira organik asitlerin de
tasinmada rol oynadigi rapor edilmistir (Greger, 1999). Floem araciligiyla da agir metal
iletiminin olup olmadiginin tespit edilmesine yonelik calismalarda, Cd uygulanmis

yapraklarda kismi bir taginim séz konusu olsa da (Greger vd., 1993), Cd, Cu ve Zn ile



yapilan diger arastirmalarda (Ayhan, 2006), bu agir metallerin yapraklardan koklere giden

bir iletiminin olmadigi tespit edilmistir.

1.4.Agir Metale Maruz Kalmanin Bitkilerde Yol A¢tig1 Zararlar

Toksik konsantrasyonlarda agir metale maruz kalan bitkilerde pek cok metabolik
degisiklik meydana gelmektedir. Bu degisikliklerin yol a¢tig1 zararlarin bir kismi1 gozle
goriilebilir diizeydeyken bazilar1i ancak karmasik biyokimyasal analizler ile tespit
edilebilmektedir (Ayhan, 2006).

Kok, govde ve yapraklarda meydana gelen degisiklikler;

> Agir metal zararinin en belirgin etkisi koklerde goriilmektedir (Tester ve
Leigh, 2001; Verma ve Dubey, 2003). Yiiksek agir metal konsantrasyonuna maruz kalmis
bitkilerde kokler, normal bitki koklerine gore ¢ok daha kisadir ve sacak kok sayisinda
ve/veya yan koklerde azalma goriilebilmektedir. Bunlarin yani sira koklerde lignifikasyon
ile epidermis ve hipodermiste bazi yapisal degisiklikler de tespit edilmistir. Daha sonra
govde uzamasi da agir metal alinimindan etkilenmektedir. Gerek kok ve gerekse gévdenin
taze ve kuru agirliklarinda azalma meydana gelmektedir (Barceld ve Poschenrieder, 1990;
Punz ve Sieghardt, 1993; Hagemeyer ve Breckle, 1996; Peralta vd., 2001; Munzuroglu ve
Gecgkil, 2002; Stolt vd., 2003; Kéleli vd., 2004; Sharma vd., 2004; Chaoui ve Ferjani,
2005; Lombardi ve Sebastiani, 2005).

> Maruz kalinan agir metal ¢esidine ve konsantrasyonuna bagli olarak bitki
yapraklarinda; sekil degisikliginin yan sira klorozis (sararma) ve nekrotik leke olusumu
goriilebilmektedir (Krupa ve Moniak, 1998; Lagriffoul vd., 1998; Benavides vd., 2005;
Koleli vd., 2004; Lombardi ve Sebastiani, 2005). Benavides ve arkadaslarina (2005) gore,
Cd toksisitesinin en belirgin etkisi, yaprak biiylimesinin inhibisyonu, yapraklarda
yuvarlanma ve sararmadir. Ayni arastirmacilar, yapraklardaki klorozisin, Fe yetersizligi
(Haghiri, 1973), P yetersizligi ya da Mn taginiminin engellenmesi (Godbold ve Hutterman,

1985) nedeniyle olabilecegi ileri siiriilmiistiir.

1.5. Bitkilerin Agir Metal Zararindan Korunma Mekanizmalari

Bitkiler, agir metallerle kirlenmis topraklarda yasayabilmek i¢in 3 temel strateji

gelistirmislerdir (Baker ve Walker,1990);



a) Metal dislayicilar: Topraktaki agir metal konsantrasyonundan yliksek olan
konsantrasyonlarin girisini engelleyen ve koklerinde metallerin genis oranini1 kontrol
altinda tutan bitkiler.

b) Metal indikatorler: Kendi dokularinda agir metalleri biriktiren ve toraktaki agir
metal seviyeleri genellikle dokularindaki agir metal seviyelerini gosteren bitkiler.

¢) Toplayicilar: Toprakta hazir halde bulunan agir metalleri kendi dokularinda ¢ok
yogun sekilde bulunduran bitkiler (Okgu vd., 2009).

Bugiin 400 kadar agir metal biriktirici bitki bulundugu bilinmektedir. Bu
bitkilerden en bilineni Thlaspi caerulescens’ dir. Bitkilerin agir metallere tolerans
mekanizmalar1 6zetlenecek olursa;

1) Hiicre duvarlarina metal baglanmasi: Pb-karbonat olarak tutulur.

2) Hiicre membranlarina dogru tasinimin azalmasi: AZir metaller bitki
koklerinde tutulur, govde ve siirglinlere tasinmasi engellenir.

3) Vakuollerde depolanma: Zn elementi Zn fitalat, malat ve oksalat gibi diisiik
molekiil agirlikli organik bilesikler halinde, Cd thiol gruplarma ve Ni histidin ile
baglanarak vakuollerde depolanir.

4) Selatlama: Cd’ nin thiol gruplarina, Pb glutatyon ve aminoasitlere baglanarak
fitoselatlar olustururlar. Ote yandan organik asitlerden sitrat, malat ve malonat ile
birleserek fitoselatlar1 olustururlar. Metallothioneinler pek ¢ok hayvan ve bitkide bulunan
proteinlerdir. Agir metaller ile baglanarak protein bilesikleri olustururlar (Aksu ve Yildiz,
2004).

Bagka bir goriise gore; bitkilerin strese cevabi, ka¢inma (sakinma) ve tolerans
(dayanma) olmak tizere iki sekilde olmaktadir (Lewitt, 1980; Bray vd., 2000). Ka¢inma,
stres faktorlerinin bitkiye girisinin dnlenmesi ya da azaltilmasi olup, bitki morfolojisinde
ve metabolizmasinda degisiklikler meydana getirmektedir. Tolerans, stres faktorlerinin
etkilerinin giderilmesi, azaltilmas1 ve ortadan kaldirilmasi gibi aktif mekanizmalar i¢ine

almaktadir (Ayhan, 2006).
1.6. Kadmiyum’un Kimyasal Ozellikleri
Agir metallerden biri olan Kadmiyum (Cd), ¢evre kirliligindeki 6nemli bir unsur

olarak giindeme gelmis bir metaldir. (Okg¢u vd., 2009). Kadmiyum (Cd) glimiis beyazi

renginde bir metaldir ve havada hizla kadmiyum oksite doniigiir. Kadmiyum siilfat,



kadmiyum nitrat, kadmiyum kloriir gibi inorganik tuzlar1 suda ¢6ziiniir (Sonsuz vd., 2011).
Kadmiyum normalde topraklarda diisiik konsantrasyonlarda bulunan toksik bir elementtir.
Kadmiyumun tarim topraklarinda bulunmasi ana metal kaynakli olabilecegi gibi
endiistriyel faaliyetler, fosforlu giibreler, lagim atiklar1 ve atmosferik depozitler gibi insan
faaliyetleri sonucunda da olabilir (Oktiiren Asri vd., 2007). Insan faaliyetleri sonucu
topraga ulasan Cd’ nin % 54-58’ 1 fosforlu giibrelerden, % 2-5’ 1 atik camur ve ¢iftlik
giibresi uygulamalarindan, % 39-41’ 1 ise atmosferik depolanmadan kaynaklanmaktadir
(Yost ve Miles, 1979). Kadmiyum, bitkilerde strese sebep olan en yikici agir metallerden
birisidir (Hegediis vd., 2001). Aslinda kadmiyum biyolojik fonksiyonlar acgisindan bitkiler
icin gerekli bir element degildir (Laspina vd., 2005). Insan, hayvan ve bitkiler igin
toksiktir. Diger agir metallere gore ¢cok daha fazla (2-20 kat) toksik etkiye sahiptir.
Kadmiyum toprakta hareketli bir elementtir ve bitkiler tarafindan kolaylikla alinabilir

(Oktiiren Asri vd., 2007).

Sekil 2. Kadmiyum agir metalinin fizikokimyasal yapisi

Bitkiler tarafindan topraktan alinmasi sonucunda besin zincirine girmesi veya
topraktan yikanarak igme sularina karigmasi sebebiyle O6nemli bir ¢evre sorunu
olusturmaktadir. Ote yandan kadmiyum topraktaki selatlayici ajanlarla hizla topragin
derinlerine taginip, yer alti sularina karigarak igme ve sulama sularinda kirlilige sebep
olmaktadir (Kdleli ve Kantar, 2005). Bunun yani sira kadmiyumun yarilanma dmriiniin 15-
1100 yil gibi uzun olmasi1 (Kabata-Pendias, 1992) da hangi ortamda olursa olsun Cd
kirliliginin 6dnlenmesini ya da zararlarinin minimuma indirilmesini gerekli hale getirmistir
(Oktiiren Asri vd., 2007). Topraktaki Cd diizeyi dogal sartlarda ¢ok diisiik seviyededir.
Ancak c¢esitli antropojenik kaynaklar yoluyla topraga Cd girisi fazla olmaktadir.



Endiistriyel emisyonlar, kanalizasyon sularinin tarim arazilerine uygulanmasi; topraklarin
Cd igeriginde artisa neden olmaktadir (Yost ve Miles, 1979). Toprakta 3 mg/kg, bitki kuru
maddesinde de 1 mg/kg’ den fazla Kadmiyum toksik etkilidir (Oktiiren Asri ve Sénmez,
2006). Ozellikle son 20-30 yillik siire igerisinde Diinya topraklarinin Cd igeriginin arttig
bildirilmektedir. Son yillarda Cd igeriginde goriilen bu artisin en dnemli nedeni olarak da
fosforlu giibre ve aritma ¢amurlarinin ¢ok yogun olarak kullanilmasi gosterilmektedir
(Ozbek vd., 1995). Yapilan calismalarla, diinya tarrm topraklarinin ortalama Cd
konsantrasyonunun  0.053 mg/kg oldugu rapor edilmistir. S6z konusu Cd
konsantrasyonunun da 0.01-2.7 mg/kg arasinda degistigi ortaya konulmustur (Kabata-
Pendias ve Pendias, 1992).

Bitkilerdeki Cd’ nin % 10’ u atmosferden, % 90’ 1 ise topraktan alinmaktadir.
Bitkilerin Cd igerigi genel olarak kuru agirlik esasina gore (1 0.5 mg/kg’ dir. Bitkinin tiirii
ve yasina bagl olarak bu deger, biiylik farklilik gostermektedir. Bitkilerde Cd birikimiyle
ilgili ¢ok sayida caligmalar yapilmistir. Bu calismalar 6zellikle celtik, bugday ve misir
izerine yogunlasirken (Yu vd., 2006; Amar vd., 2007; Wang vd., 2007); sebzelerde de Cd
birikimiyle ilgili daha az calisma yapildigr bildirilmistir. Tirler arasinda Cd alimu
yoniinden genetik cesitlilik oldugu soya fasulyesinde (Uysal, 2012), misirda (Hinesly vd.,
1982) ve marulda (Thomas ve Harrison, 1991) tespit edilmisken; ayni tiiriin varyeteleri
arasinda da farklilik oldugu makarnalik bugdayda (Tahvonen ve Kumpulainen, 1993) ve
arpada (Wu ve Zhang, 2002) ortaya konulmustur. Kadmiyum fasulye, bezelye, patates,
lahana ve diger sebzelerde genellikle diisiik miktarlarda bulunmaktadir. Kereviz, yesil
lahana, 1spanak ve kivircik salatada ise yiiksek miktarlarda Cd bulunmaktadir (Ozbek vd.,
1995). Kadmiyum bitki biinyesinde azot ve karbonhidrat metabolizmasin1 degistirerek
bir¢ok fizyolojik degisiklige neden olmaktadir. Proteinlerin —SH gruplarindaki enzimleri
inaktive ederek, fotosentezi engellemekte ve stomalarin kapanmasina sebep olmaktadir.
Ayrica transpirasyon ile su kaybinin azalmasina ve klorofil biyosentezinin gerilemesine
neden olmaktadir (Sheoran vd., 1990). Bunun yani sira agir metallerin serbest radikal
olusumuna neden oldugu ve bu yolla tilakoid membran lipidlerinin oksidatif yikimina yol
actigl, ayrica bu gibi durumlarda da klorofil yikimimi arttirdigi ve/veya sentezini de
engelledigi bilinmektedir (Zengin ve Munzuroglu, 2005). Kadmiyum stresi altindaki
bitkilerde azot metabolizmasinin enzimleri olan nitrat rediiktaz ve nitrit rediiktazin
aktiviteleri azalmakta (Oktiiren Asri ve Sonmez, 2006); bunun yan1 sira dolayisiyla stoma

kapanmasi sebebiyle transpirasyonla su kaybi1 azalmaktadir ve Cd tasinmasi



engellenmektedir. Bu bitkilerde kok biliyiime ve gelismesindeki gecikme su ve iyon
aliniminin azalmasindan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (Salt vd., 1995). Cd’ nin
fotosentez orani {izerine olan olumsuz etkisi CO, asimilasyonunu azaltmasindan

kaynaklanmaktadir (Oktiiren Asri vd., 2007).

1.7. Kadmiyum’la Yapilan Calismalar

Yapilan pek cok arastirmada Cd toksisitesinin bitkilerde; tohum g¢imlenmesinde
inhibisyona, kok-govde uzamalarinda ve agirliklarinda azalmaya (Lagriffoul vd., 1998;
Mishra ve Choudhari, 1998; Obroucheva vd., 1998; Catak vd., 2000; Munzuroglu ve
Gecgkil, 2002; Verma ve Dubey, 2003; Dunbar vd., 2003; Kiran ve Munzuroglu, 2004;
Kiran ve Sahin, 2005; Peng vd., 2005), pigment miktarinda azalmaya (Stobart vd., 1985;
Burzynski, 1987; Sinha vd., 1993; Sengar ve Pandey, 1996; Lagriffoul vd., 1998; Chugh
ve Sawhney, 1999; Oncel vd., 2000; Macfarlane ve Burchett, 2001) sebep olmustur.
Ayrica fotosentetik aygitlarda zarara ve fotokimyasal aktivitelerde azalmaya (Ahmed ve
Tajmir-Riahi, 1993; De Flillppis ve Ziegler, 1993; Rashid vd., 1994; Poskuta vd., 1996;
Nathalie ve Carpantier, 1999; Sanitd di Toppi ve Gabbrielli, 1999; Chugh ve Sawhney,
1999; Sarvari vd., 2002), enzim aktivitelerinde degisikliklere (Stiborova vd., 1986;
Vojtechova ve Leblova, 1991; De Flillppis ve Ziegler, 1993; Verma ve Dubey, 2003;
Zacchini vd., 2003), membran yapisinda ve gegirgenliginde degisikliklere (Przymusinski
vd., 1991; Stefanov vd., 1993; Fodor vd., 1995; Stefanov vd., 1995; Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Kocheva vd., 2004), hiicre boliinmesinde inhibisyona (Wierzbicka,
1994; Eun vd., 2000; Yang vd., 2000; Kiran ve Sahin, 2005), mineral madde alinimi ve
kullaniminda degisimlere (Walker vd., 1977; Burzynski, 1987; Haussling vd., 1988;
Alcantara, 1994; Hernandes vd., 1996; Das vd., 1997; Lagriffoul vd., 1998; Paivoke,
2002), serbest radikallerin artmasina (Chaitanya ve Naithani, 1994; Stohs ve Bagchi, 1995;
Verma ve Dubey, 2003; Cho ve Seo, 2004) neden oldugu bildirilmistir.

Choudhury ve arkadaslar1 tarafindan 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada piring
(Oryza sativa) koklerinde kadmiyum toksisitesine bagli olarak Cd miktar1 arttikga bitki
agirhiginin, SOD, CAT ve peroksidaz enzimlerinin aktivitelerinin azaldigi, MDA igeriginin
ise arttig1 tespit edilmistir (Choudhury ve Panda, 2004). Aygiceginde (Helianthus annuus
L.) yapilan bir ¢alismada artan Cd konsantrasyonlarina bagli olarak yapraklarda rediikte
glutatyon miktarinin arttig1 tespit edilmistir (Freeman, vd., 2005; Yoshida, vd., 2009).



Uzun siire kadmiyum stresine maruz kalan arpa (Hordeum vulgare L.) fidelerinde
fotosentetik pigmentlerin sekillenmesi engellenmis ve ¢oziilebilir proteinlerin igeriginde
azalma gozlenmistir (Vassilev ve Yordanov, 1997; Klimentina, vd., 2006). Bezelye (Pisum
sativum L.) fidelerinde yapilan baska bir ¢alismada ise, 50 uM Cd’ nin yapraklardaki
transpirasyon hizin1 yavaglattigi, fotosentez orani ve klorofil sentezini azalttifi tespit
edilmistir (Sandalio vd., 2001).

Domates (Lycopersicon esculentum L.) ve fasulye (Phaseolus vulgaris L.)
fidelerinde yapilan bir ¢alismada 50 pM CdCI, igeren besin ¢dzeltilerinin uygulanmasi
sonucu kadmiyumun bitki kdklerindeki nitrat rediiktaz aktivitesini azalttig1 rapor edilmistir
(Quariti vd., 1997).

Hasan ve arkadaglar1 tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada kum kiiltiiriinde
yetisen nohut (Cicer arietinum L.) fidelerinde 50, 100 ve 150 puM Cd uygulamasi
yapilmistir. Biiylime devresinde olan fidelere 5, 15 ve 25 giinlik iken yapilan Cd
uygulamasi neticesinde, kok ve siirglin taze ve kuru kiitlesinin azaldigi, kék ve yaprak
prolin igeriginin de arttig1 rapor edilmistir. Kadmiyum muamelesinin meydana getirdigi
zarar 5 gilinlik fidelerde belirgin olmakla birlikte, fidelerin daha sonraki biiylime
devrelerinde (15 ve 25 giinliik), Cd dozlarinin artisina paralel olarak daha da arttig1 rapor
edilmistir (Hasan vd., 2008).

Biber (Capsicum annuum L.) fidelerinde yapilan bir ¢alismada Cd uygulamasina
bagli olarak mineral madde birikiminin degistigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda yaprak ve
govdede Cd birikimini karsilagtirdiklarinda gévdede, bu birikimin fazla gergeklestigi rapor
edilmistir. Ayrica, biber fidelerinin yapraklarinda 6zellikle 100 uM Cd uygulamasinda
potasyum miktarinda azalma oldugu rapor edilmistir (Kog vd., 2013).

Gomes ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada Pfaffia glomerata’
ya uygulanan yiiksek konsantrasyonda kadmiyumun esansiyel makro (Mg ve S) ve mikro
(Zn, Fe, Mn ve Cu) elementlerin gévdedeki konsantrasyonunu azalttigini belirtmislerdir.
Xin ve arkadaglarinin (2013) yaptig1 baska bir calismada Caspicum annuum L. kiiltiirlerine
Cd uygulayarak meyve, kok, govde ve yapraklarda da Cd birikimini incelenmistir.
Aragstiricilar 6zellikle koklerde Cd birikimin daha fazla gergeklestigini tespit etmislerdir.
Obamate ve Umebayashi (2008), fasulye (Phaseolus vulgaris L.) ve bezelyede (Pisum
sativum L.) yaptiklar1 ¢alismada Cd konsantrasyonundaki artisa bagli olarak potasyum
konsantrasyonunda bir azalma oldugunu tespit etmislerdir. Sun ve Shen’ in 2007 yilinda

yaptig1 diger bir ¢alismada ise, Cd stresi altindaki kabak (Cucurbita pepo L.) bitkisinin
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yapraklarinda Mg miktarinda azalma oldugunu, buna bagli olarak da yapraklarinin
bliylimesinde bir azalma meydana geldigi rapor edilmistir (Kog vd., 2013).

Hassan ve arkadaslarmin (2005) yaptigi kadmiyum toksisitesinin ¢eltik (Oryza
sativa L.) bitkisinin biliylime orant ve antioksidan enzim aktivitesini arastirdigi bir
calismada Cd miktar1 arttik¢a bitki agirliginin, siiperoksit dismiitaz, katalaz ve peroksidaz
enzimlerinin aktivitesinin azaldig tespit edilmistir (Hassan vd., 2005).

Chaffei ve arkadaslar1 (2004) tarafindan yapilan baska bir caligmada ise, 50 uM Cd
uygulanan domates (Lycopersicon esculentum L.) fidelerinin yaprak ve koklerinin nitrat
iceriginin kontrol bitkilerine gore % 24 ve % 62 oraninda daha diisiik oldugu tespit
edilmistir (Chaffei vd., 2004). Bir baska ¢alismada ise, bugday (7riticum aestivum L.)
fidelerinin yetistirildigi ortama Cd ilave edilmesinin bitkilerin potasyum ve nitrat alimin
azalttigim ve siirgiin gelisimini engelledigi tespit edilmistir (Oktiiren Asri ve Sonmez,
2006).

Farkli misir (Zea mays L.) varyetelerinde yapilan bir c¢alismada fizyolojik ve
biyokimyasal parametrelere bakilmistir. Kadmiyum ve kursunun yol actig1 stresin biiyltime
parametreleri, pigment icerigi, antioksidan enzim seviyeleri, malondialdehit (MDA) igerigi
lizerine etkileri incelenmistir. Bu ¢aligmada, artan agir metal dozuna bagli olarak kdok ve
koleoptil uzunluklar1 azalmis, pigment icerigi azalmis, iyon sizintist ve MDA miktarlarinin
artmis oldugu bulunmustur (Ayhan, 2006). Zhao’ nun 2011 yilinda yaptig1 calismada,
hidrofonik sistemde yetistirilmis olan musir fidelerine, farkli kadmiyum (Cd)
konsantrasyonlart (0.01, 0.1 ve 1 mg\lt) uygulanmis ve antioksidan enzim sistemindeki
degisiklikler tespit edilmistir. Bitkilerin biiyiime parametrelerine, kok ve siirgiinlerinde
prolin ve Cd igerigine, yapraklarinda ise klorofil miktarina bakilmistir. Bu ¢aligmada, Cd
konsantrasyonu arttikca dokularda klorofil miktar1 ve siiperoksit dismiitaz  (SOD)
aktivitesi azalmistir. Ancak siirglin ve koklerde biriken Cd miktar1 artmis, buna baglh
olarak da MDA miktari, prolin miktari, peroksidaz (POD) ve katalaz (CAT) aktivitesinin
arttig1 rapor edilmistir. Sonug itibariyle yiiksek Cd seviyeleri misirda biiyiimeyi olumsuz
etkilemistir (Zhao, 2011). Yapilan diger bir ¢calismada, misirda (Zea mays L. cv. KJ9451)
kadmiyum toksisitesinin, tohum ¢imlenmesi, fide biiylimesi, pigment gelistirme ve enzim
aktivitesi arastirllmistir. Kadmiyumun yiiksek konsantrasyonlari, tohumun c¢imlenme
ylizdesini, taze agirligi ve kuru agirligini azaltmigtir. Kadmiyumun dozlarinin artisina bagl
olarak katalaz aktivitesi artmis ve peroksidaz aktivitesi ise azalmistir (Chaudhary ve

Sharma, 2009). Misir fidelerinde (Zea mays L. cv. Dekalb DK604) yapilan bir bagka
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calismada ise, Cd kaynakli oksidatif stres sonucunda, MDA miktar1 ve karbonil birikimi,
ayrica protein yikimi artmistir. Askorbat peroksidaz (APX) ve SOD aktivitesi metal
muamelesine bagl olarak 6l¢iilmiis, koklerde APX artmis ve SOD aktivitesinde dnemsiz
degisimler rapor edilmistir. Rediikte glutatyon (GSH) igeriginde ise azalma olmustur. Kok
ve siirglinlerde taze agirlik, Cd konsantrasyonu artisina bagli olarak azalmistir (Ivarez vd.,
2006). Selvam ve Wong (2009) taratindan musir bitkilerinde yapilan bagka bir ¢alismada,
kadmiyum alim1 potansiyeli incelemistir. Bitkiler, Cd muameleli (3, 6, 12, 25, 50 mg\kg)
topraklarda biiyiitiilmiis ve daha sonra yapilan analizler biyokiitlenin etkilendigini ortaya
koymustur (Selvam ve Wong, 2009). Fasulye fidelerinde Cd stresine bagl olarak, kok ve
stirgiin uzunluklarinin, ¢imlenme yiizdesinin azaldig1 gosterilmistir (Bahmani vd., 2012).
Diger bir ¢alismada, havug (Daucus carota L.) bitkisine farkli konsantrasyonlarda Cd (10,
20, 40 mg\g) uygulanmis ve Cd konsantrasyonlar arttikca kok ve siirgiinlerin, yas ve kuru
agirliklarinda azalma tespit edilmistir (Auda ve Emad, 2010).

Bugday (Triticum aestivum L.) fidelerinde yapilan bir caligmada; topraga
uygulanan Cd konsantrasyonlar1 arttik¢a kuru agirlik azalmisg, ayrica Cd konsantrasyonun
dokudaki birikiminin de arttig1 tespit edilmistir (Kalinbacak vd., 2012). Narenciye’ nin
ana¢ koklerinde yapilan bir ¢alismada; Cd’ nin yol agtig1 oksidatif stresin etkilerini
degerlendirmek amaciyla, fidanlar hidrofonik yontemle 7 giin siiresince Cd
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Cd konsantrasyonuna maruz kalan koklerde
oksidatif strese bagh olarak; MDA, siiperoksit radikali (O, " 7), hidrojen peroksit (H,0,)
miktar1 ve lipoksigenaz aktivitesi (LOX) artis gostermistir. Cd uygulamasinda antioksidan
enzimler; CAT, SOD aktivitesi ve gayakol tipi peroksidaz (G-POD) artmistir. Kok taze ve
kuru agirlhigi, kok uzunlugu, yaprak kuru agirligi, kok / siirglin kuru agirlik oran1 azalmistir,
yaprak taze agirhiginin arttigr rapor edilmistir (Jouili ve El Ferjani, 2004). Guo ve
arkadaslar tarafindan 2009 yilinda yapilan ¢alismada kadmiyum stresi altindaki koklerde
hiicre Oliimiiniin arttig1 tespit edilmistir. Baska bir c¢alismada nikel, kadmiyum ve
molibdenin seker pancarinda (Beta vulgaris L.) kuru agirlik, nitrat igerigine, nitrat rediiktaz
ve glutamin sentetazin aktivitesine, ¢oziilebilir protein igerigine etkileri arastirilmis ve soz
konusu parametreler iizerinde en zararli etkiye sahip agir metalin Cd oldugu sonucuna
varilmistir (Kervesan vd., 1998). Atriplex halimus subsp. schweinfurthii bitkisinde yapilan
bir ¢aligmada CdCl,’ nin bitki biiylimesi ve klorofil sentezi lizerine etkileri arastirilmistir.
Artan CdCl, konsantrasyonlarinda (50, 100, 200 ve 400 uM CdCl,) prolin igeriginin arttig1
tespit edilmistir (Nedjimi ve Daoud, 2009).
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Baszynski ve arkadaglarinin (1980) yaptig1 calismada, Cd uygulanmis bitkilerin
kloroplastlarinda yapisal bozukluklar saptanmistir (Baszynski vd., 1980).

Arabidopsis thaliana fidelerinde yapilan bir ¢aligmada, Cd uygulamasia baglh
olarak rediikte ve okside glutatyon miktarlarinin kdkte ve yaprakta arttig1 tespit edilmistir
(Ann vd., 2011). Arabidopsis thaliana fidelerinde yapilan bagka bir ¢alismada ise, Cd
uygulanan fidelerde GSH ve GSSG igeriginin kontrole gore, arttifi bildirilmistir
(Zawoznik vd., 2007). Romero-Puertas ve arkadaslarinin yaptigi calisma, kadmiyum
toksisitesinin bezelye bitkisinde GSH ve GSSG miktarini kontrole oranla azalttigini ortaya
koymustur (Romero-Puertas vd., 2007). Lin ve arkadaslarinin yaptig1 bir diger ¢alismada
ise, Cd konsantrasyonlar1 arttikca kontrole kiyasla fidelerde GSH miktarinin azaldig,
GSSG miktarmin ise arttig1 tespit edilmistir (Lin vd., 2007). Bechmeria nivea (rami)
fidelerinde yapilan bir ¢alismada, kontrole oranla Cd konsantrasyonlari arttikca GSH ve
GSSG igeriklerinin arttig1 bildirilmistir (Liu vd., 2007).

Yag asitlerinde 50 uM Cd’ nin palmitik asit (16:0) ve stearik asit (18:0) miktarini
arttirdigr gortilmistiir. Linoleik asit ve linolenik asit degerleri Cd’ nin tiim dozlarinda artig
gosterirken, oleik asit (18:1) miktar1 azalmistir (Belkhadi vd., 2010). Misir (Zea mays L.)
yapraklarinda yapilan bir ¢alismada Cd konsantrasyonu arttikca membranlardaki doymus
yag asidi (16:0, 18:0) miktarinin arttig1, linolenik asit (18:3) miktarinin ise azaldig1 rapor
edilmistir (Popova vd., 2009). Kadmiyum uygulanan domates fidelerinin yaprak ve
koklerinin hiicre membraninda linoleik (18:2) ve linolenik asit (18:3) miktarinin azaldigi

rapor edilmistir (Ouariti vd., 1997).

1.8. Nitrik Oksit’in Kimyasal Ozellikleri

Nitrik oksit (NO), bir azot atomu ve oksijen atomunun birlesmesiyle olusan, hem
suda hem de yagda erime oOzelligine sahip, renksiz, gaz yapida bir molekiildiir. Dis
yoriingesinde paylasilmamis bir elektron igermesi nedeniyle NO hem radikal ozelligi
kazanmakta hem de membranlardan kolaylikla difiizyon edebilmektedir (Lancaster, 1997,
Stohr ve Ullrich, 2002).

Nitrik oksit, olduk¢a 6nemli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek {izere tiretilen
nitrojen merkezli bir radikaldir. Paylasilmamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise de,
bu elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu iizerinde delokalize olmasi nedeniyle

tam radikal 6zelligi tasimamaktadir. Bunun sonucu olarak, bilinen diger radikallere gore
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reaktivitesi baskilandigindan, olduk¢a uzun 6miirlii bir radikaldir (Selgukcan, 2005). Nitrik
oksit uzun zamandir bilim diinyasinda varligi bilinen gaz yapida bir molekiildiir. Ancak
yakin zamana kadar arastirmacilarin, bitkilerde NO’ nun etkileri ile ilgili ¢aligmalar1
yalnizca atmosferik kirlenme {iizerine olmustur. Bitkilerde NO’ nun salinimi ve bitki
biiyiimesi iizerine olan etkileri ilk olarak 1970°li yillarda tanimlanmistir (Anderson ve
Mansfield, 1979). Daha sonraki yillarda da bitkilerin yalnizca atmosferik NO’ ya cevap
vermedigi, bunun yani sira 6nemli miktarlarda endojen olarak NO’ yu irettikleri de
kesinlik kazannmustir (Wildt vd., 1997). ilk defa memeli hiicrelerinde, daha sonra da
bitkilerde NO’ nun biiylime ve gelisme siire¢lerinde, biyotik ve abiyotik stres cevaplarinin
olusmasinda haberci molekiil oldugu ispat edilmistir (Graziano ve Lamattina, 2005).
Bununla beraber, 1998 yilinda NO’ nun bitki savunma sinyali olarak tanimlanmasina kadar
olan zaman igerisinde, bitki bliylime ve gelismesi ilizerine olan etkileri Leshem (Leshem ve
Haramaty, 1996) ve Lamattina (Laxalt vd., 1997) gibi birka¢ arastirmaci ile sinirlt
kalmistir. Bundan sonra NO ve bitki fizyolojisi ile ilgili ¢alismalarin sayis1 giin gectikce
artmistir (Del Rio vd., 2004; Graziano ve Lamattina, 2005). Giinlimiizde NO’ nun
biyolojik fonksiyonlar1 hakkinda yapilan ¢alismalar olduk¢a dikkat ¢ekicidir ve biyosentez
yolunun hala tartisma konusu olmasi bitki fizyologlarint NO’ nun sentezi, biyokimyasi ve
molekiiler mekanizmasi ile ilgili arastirmalar yapmaya yonlendirmektedir (Selgukcan,
2005). NO ile ilgili tiim bu gelismelere ragmen bitki metabolizmasi, biiyiime ve gelismesi
lizerine olan rollerinin, 6zellikle de bitki hormonlar ile etkilesimlerinin, ¢esitli stres
kosullarma karsi olusturulan savunma cevaplarindaki ve senesens siirecindeki gorevlerinin
ortaya cikarilmasinda ¢ok daha fazla arastirmaya gereksinim duyulmaktadir (Selgukcan,
2005).

NO diisiik molekiil agirligina sahip olup, lipofilik ozellikte oldugundan dolay:
hiicre membranlarindan kolayca difiizyona ugrayabilmektedir. Ayrica ¢iftlenmemis
elektron tasimasi nedeniyle serbest radikal olarak kabul edilir. NO diger molekiillerle
kuvvetli reaksiyonlara girebilen, birka¢ saniye yar1 dmrii olan fizyolojik haberci molekiil
olarak da tanimlanmaktadir (Durner ve Klessig, 1999; Neill vd., 2002a). Hiicrelerde
kontrolsiiz iiretim ile artan NO, siiproksit anyonlar1 ile reaksiyona girerek peroksinitriti
meydana getirmesi sonucunda toksik etki gostermektedir. NO’ nun reseptor molekiilleri
aktive etmedigi, bunun yerine birka¢ farkli mekanizma yolu ile hedef molekiillere kovalent
olarak baglanarak hiicrelerin yagsamasi icin temel biyokimyasal siireclerden biri olan

mitokondrilerdeki solunumu baskiladigi, demir siilfiir i¢eren enzimlerle iligskiye girerek
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bunlarin etkinligini engelledigi ve DNA’ da yikimlara yol actig1 da bilinmektedir (Van der
Vliet vd., 1996; Stohr ve Ullrich, 2002).

NO sentezi bitkinin tiiriine, dokusuna ve i¢inde bulundugu yetisme kosullarina
bagli olarak degismektedir. Bitki hiicrelerinde NO’ nun iiretim yeri sitosol, niikleus,
peroksizom matriksi ve kloroplastlardir (Aytamka, 2005).

NO kolaylikla diffiize olmasina karsin, uzun veya kisa mesafede bu molekiiliin
oncii maddeleri ve vericileri olarak tagmnmaktadir (Jackson, 2002). Ornegin; bitki
hiicrelerinde NO’ nun 6ncii maddesi olan nitritin ksilem yoluyla tasindig: diisiiniilmektedir
(Desikan vd., 2002). Bitkilerde NO ile ilgili bulgular giin gectik¢ce artmaktadir, buna
ragmen sinyal mekanizmasinin siiregleri hakkinda yine de ¢ok az sey bilinmektedir.
Mevcut bilgilerimize gore, NO icin bugiine kadar spesifik bir reseptoriin varlig
kanitlanamamistir (Neill vd., 2003). Bu molekiiliin varliginda ¢esitli hiicresel aktiviteler
gerceklesmektedir. NO’ nun, sinyal iletisim yolunda iyon kanal proteinlerini ve onlarin gen
anlatimlarin1 diizenleyen proteinleri dogrudan aktive ettigi bilinmektedir. Ya da protein
kinazlar, iyon kanallar1 ve ikincil habercileri lireten enzimler ile dolayli yoldan iliskiye

girer (Crawford ve Guo, 2005).

1.9. Nitrik OKksit’in Metabolizmasi

Son yillarda bitkilerin yalnizca atmosferik NO’ ya karsi cevaplar olusturmadigi
ayni zamanda endojen olarak NO’ yu iirettikleri de bilinmektedir (Barroso vd., 1999;
Pedroso vd., 2000).

Bitkilerde NO enzimatik olan ve enzimatik olmayan 2 farkli metabolik yol ile
sentezlenmektedir. Enzimatik yollardan biri olan ve memelilerdeki nitrik oksit sentaza
(NOS) benzeyen, ancak heniiz tanimlanmamis olan bir enzim ile bitki hiicrelerinde L-
argininin katalizlenmesi sonucu NO olusmaktadir. Bitkilerde NOS’ un kloroplast ve
peroksizomlarda bulundugu rapor edilmistir (Barroso vd., 1999; Pedroso vd., 2000). Bu
metod kullanilarak bezelye, bugday ve misir bitkilerinde NOS varlig: ile ilgili ¢aligmalar
yapilmistir (Sen ve Cheema, 1995; Ribeiro vd., 1999). Diger enzimatik yolda ise, yliksek
bitkilerde nitrat asimilasyonunda anahtar enzim olan ve nitratin nitrite doniisimiini
katalizleyen nitrat rediiktaz (NR), nitritten NO’yu meydana getirmektedir (Harper, 1981).
Oteki enzimatik yolda ise, NO {iretiminin esas kaynagi NADP(H)’a bagimli nitrat rediiktaz

enzimidir. Bu enzim kofaktor olarak molibden igerir ve elektron vericisi olarak NADP(H)’
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yi kullanarak NO;’ den NO {iretimini katalizler (Lamattina vd., 2003). Phytophtora
infestans mantari ile enfekte edilmis patates tiiberlerinde NR aktivitesinin tesvik edildigi
bildirilmistir. Boylece bitki stres kosullar1 altinda iken, aycicegi ve musir bitkisinde ve
1spanak yapraklarinda NR’ ye bagli NO fretiminin artabilecegi rapor edilmistir
(Yamamoto vd., 2003).

NOS

L — arginin — ;57— L — Sitrulin + NO + 2NADPH + 2H,
20,
Ca++

NO, + NADP (H )—>%— NO + NAD"

M0++

Sekil 3. Enzimatik yollarla NO iiretimi (Selgukcan, 2005).

Enzimatik olmayan yolda ise, NO,, NO ve dihidroaskorbik asidi iiretmek {izere (pH
3-6 da) askorbik asitle kimyasal olarak reaksiyona girer. Bu reaksiyonun apoplastik
alanlarda ve kloroplastlarda olustugu ve arpa alevron hiicrelerinde NO’ nun bu yolla
sentezlendigi rapor edilmistir (Stohr ve Ullrich, 2002). Bununla birlikte NO karotenoidler
tarafindan NO;’ nin 1518a bagimli yolla indirgenmesi ile de meydana gelebilmektedir
(Cooney vd., 1994). Bunun yan1 sira diger bir alternetif kaynak olarak nitrifikasyon ve
denitrifikasyon da en 6nemli NO siire¢leridir (Bollmann vd., 1999). Ayrica NO eksojen
olarak uygulanan sodyum nitropurissid (SNP) ve Sodyum-nitroso-N-asetil-penisilamin
(SNAP) gibi NO vericilerinden enzimatik olmayan sekilde de ortaya ¢ikmaktadir (Leshem,
1996).

Sekil 4. SNP’nin kimyasal yapisi
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NO aerobik ortamda kararli bir molekiil degildir. Konsantrasyonunun artmasi ile
oksidasyonu hizlanmaktadir. Bundan dolay1 ortamdaki derisimi ile kendi 6mrii arasinda zit
bir iligki vardir. Biyolojik sistemlerde NO, O, ile kuvvetli reaksiyona girerek nitrozonyum
iyonu (NO"), nitroksil anyonu (NOi), nitrit (NO;), nitrat (NO;), peroksinitrit (ONOOf)
gibi aktif azot oksit tiirlerini meydana getirmektedir. Lipid ve proteinlerde yikima neden
olan, gliclii oksidan 6zellik gosteren peroksinitrit (ONOO-*) gibi radikal 6zellik tasiyan azot
oksit tiirleri aktif ve kisa dmiirliidiir; nitrit (NO;) ve nitrat (NO;) ise NO oksidasyonunun
kararl1 son iirlinleridir (Yamasaki vd. , 1999; Garces vd., 2001). Hiicrede NO, aktif oksijen
tirleriyle (H,O,, OHe, O,* , ONOO- vb.) kimyasal reaksiyona girdiginde ise, ya toksik
etki ya da koruyucu etki gostermektedir. Ayrica NO ve hiicre ici antioksidan sistemleri
(glutatyon, askorbat, karotenoidler ile antioksidan enzimler) arasinda dolayli bir koruyucu

sinyal iletim yolu da bulunmaktadir (Beligni ve Lamattina, 1999a, b).
1.10. Nitrik Oksitin Bitkilerdeki Fizyolojik Etkileri

NO bitki biliylime, gelisme ve savunma cevaplarinda yaygin bir hiicre i¢i ve
hiicreler aras1 haberci molekiil olarak gorev yapmaktadir (Leshem, 1996). Bitkinin tiimiine
veya hiicre kiiltliriine eksojen olarak uygulanmasi, bu molekiiliin baz1 fizyolojik ve
biyokimyasal siirecleri nasil etkiledigi hakkinda kayda deger bilgiler elde edilmesine
olanak saglamistir (Leshem, 1996).

Bitkiye eksojen olarak uygulanan NO’ nun bitki biiylime ve gelismesini etkiledigi
(Ribeiro vd., 1999), ¢esitli patojenlere (Durner vd., 1998), 1s18a (Beligni ve Lamattina,
2000), yercekimine (Pedroso ve Durzan, 2000) kars1 cevaplari etkiledigi, oksidatif hasara
(Beligni ve Lamattina, 1999a) kars1 direng sagladigi bilinmektedir. Ayrica bitkilerde
katalaz, askorbat, peroksidaz ve akonitaz enzimlerinin inhibisyonunda, hiicre ceperi
lignifikasyonunda, bekgi hiicrelerinde iyon kanallarinin diizenlenmesinde, kloroplast ve
mitokondri fonksiyonlarinda, hiicre 6liimiinde ve senesenste NO’ nun muhtemel rolleri

tespit edilmistir (Aytamka, 2005; Beligni ve Lamattina, 2001b).
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Tablo 1. Bitkilerde nitrik oksitin fizyolojik etkileri (Beligni ve Lamattina, 2001b).

ORGAN FiZYOLOJIK ETKI TURLER OPTIMUM
KONSANTRASYON
-Cimlenme tesviki Paulownia 10°°
tomentosa

Tohum -Imbibisyondan sonra Marul 107°
solunum inhibisyonu Soya fasiilyesi
-Alevron hiicrelerinin Arpa 107°
6liimiiniin inhibisyonu
-Uzama Misir 1071

Kok -Lateral ve adventif kok Salatalik, 10°,10°,10°"°
olugumunu tesvik Lavandula spp.
Tuber -Tuberizayon Patates 107°
Hipokotil -Diisiik 151k kosullarinda Marul,
uzamanin inhibisyonu Arabidopsis 107°
thaliana

-Diistik  1s1tk  kosullarinda

Govde internod uzamasinin Patates 10°°
inhibisyonu
-Deetiyolasyon tesviki Arpa, Bugday 10°°

Yaprak -Senesens ertelenmesi Bezelye 5x10°°
-Stoma kapanmasi Bugday, 107°

Vicia faba

-Yaprak genislemesi Bezelye 5%x10°°
-Savunma cevabi Arabidopsis, 2x10°°
olusumunu tesvik Tiitlin
-Hiicre 6liimii inhibisyonu Patates 107°




1.11. Nitrik Oksit’in Bitki Biiyiime Ve Gelismesine Etkileri

Endojen NO’ nun bitki biiyime ve gelismesini, strese karsit olusturulan bitki
cevaplarim diizenleyici olarak etki ettigini gosteren az sayida da olsa kanitlar mevcuttur
(Beligni vd., 2002).

Bazi1 bitkilerde NO yapraklarda ve koklerde diisiik konsantrasyonlarda doku
genislemesini tesvik ederken, yiiksek konsantrasyonlarda inhibe edici etki gostermektedir.
NO’ nun 0-20 ppm’ de ise bliylimeyi tesvik ettigi, 40-80 ppm’ de domates, marul ve
bezelye bitkisinde biiylimeyi inhibe ettigi ileri siiriilmiistiir (Hufton vd., 1996; Leshem ve
Haramaty, 1996). Takahashi ve Yamasaki’ nin 2002’ de yaptig1 ¢alismaya gore, NO’ nun
geri doniislimlii olarak kloroplastlarda ATP sentezini ve elektron transportunu
baskiladigini; ayrica NR tarafindan {retilen NO’ nun fotosentezi inhibe -ettigini
gostermislerdir. Bunun yani sira patates, marul ve Arabidopsis gibi bazi bitkilere NO
vericilerinin uygulanmasi klorofil igerigini arttirmistir (Beligni ve Lamattina, 2000).
Ayrica NO’ nun bezelye yapraklarinda ozellikle bek¢i hiicrelerinde klorofil igerigini
arttirdig1 (Leshem vd., 1997) ve NO ile islem gormiis yabani tip misir bitkisinde klorozis
olayni inhibe ettigi rapor edilmistir (Graziano vd., 2002).

Yiiksek bitkilerde NO’ nun endojen bir olgunlasma faktorii oldugu; ayrica
antisenesens Ozellik gosterdigi rapor edilmistir (Leshem vd., 1998). Bezelye yapraklarina
NO vericisi uygulandiginda etilen biyosentezini inhibe ederek, senesensi geciktirdigi tespit
edilmistir (Leshem ve Haramaty,1996; Leshem, 2001). Sebze ve meyvelerde de NO’ nun
senesensi geciktirdigi ve buna ek olarak hasat sonrasi dmrii uzattigr tespit edilmistir
(Leshem, 2001). Bunun yani1 sira NO’ nun sitokinin ile tesvik edilmis programlanmis hiicre
Olimiinde rol aldig1 ileri siiriilmektedir (Kakimoto, 1996).

NO’ nun, ABA ile tesvik edilmis stoma kapanmasinda da gorev aldig
diisiiniilmektedir. Son zamanlarda ABA’ nin bezelye bekgi hiicrelerinde NO sentezini
tesvik ettigi (Neill vd., 2002a), Arabidopsis siispansiyon kiiltiirlerinde ise bu konuda ¢ok
etkili olmadig1 belirtilmistir (Tun vd., 2001). Salatalik bitkisinde, SNP ve SNAP’ i
adventif kok gelisimini tesvik ettigi ve oksinle tesvik edilmis kok biiylimesinin inhibe

edildigi tespit edilmistir (Pagnussat vd., 2002).
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1.12. Biyotik Ve Abiyotik Stres Kosullarinda Nitrik Oksit’in Rolii

Bitkilerde NO’ nun bitki bilylimesi lizerine olan etkileri ilk defa 1970’ 1i yillarda
tespit edilmistir (Anderson ve Mansfield, 1979). Bununla beraber, NO’ nun 1998°de
bitkide savunma sinyali olarak tanimlanmasina kadar, bitki biiyiime ve gelismesi iizerine
olan etkilerini arastiran bilim adami sayist oldukca sinirlidir (Laxalt vd., 1997). Bugiin
NO’ nun bitkilerde biiylime ve gelisme stireclerinde, biyotik ve abiyotik stres cevaplarinin
olugmasinda gorev alan haberci bir molekiil oldugu bilinmektedir (Crawford ve Guo,
2005).

NO’ nun bitkilerde yaralanma, enfeksiyon, kuraklik, diisiik ve yiiksek sicaklik,
ultraviyole (UV), ozon gibi ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere kars1 bitki cevaplarinda hem
antioksidan, hem de antistres ajani olarak gorev yaptig1 bilinmektedir (Neill vd., 2003).
Biyotik streste patojen saldirisini takiben asir1 duyarlilik cevabinin olugmasi sirasinda NO’
nun haberci rolii tespit edilmistir (Romero-Puertas ve Dellodonne, 2003). Patates
yapraklarinin Phyptophthora infestans mantar1 tarafindan enfekte edilmesi ile NO’ nun
klorofil kaybini 6nledigi rapor edilmistir (Laxalt vd., 1997). Bunun yani sira SNP ve SNAP
gibi iki NO vericisinin herbisit ile islem gérmiis patates yapraklari ve izole kloroplastlarda
lipid peroksidasyonu, protein ve RNA yikimini indirgedigi rapor edilmistir (Beligni vd.,
2000). Soya fasulyesi hiicre siispansiyon kiiltiirleri, Pseudomonas syringae gibi bakteriyel
bir patojenle enfekte edildigi zaman asir1 duyarlilik cevabinda NO oksidatif hiicre 6liimiine
neden olan serbest radikaller ile sinergistik olarak etkilesime girmektedir. Ayrica bu etki
NO’ nun dogrudan ya da dolayli olarak bitkilerde hiicre 6liimiine neden olan mekanizmada
rol oynadigini da ortaya koymustur (Dellodone vd., 1998; Pedroso vd., 2000 a, b). Son
zamanlarda NO’ nun bugday fidelerinde kurakliktan kaynaklanan oksidatif strese karsi
koruyucu oldugu rapor edilmistir (Garcia Mata ve Lamattina, 2001). Ayrica NO kuraklik
stresine toleransta ve stoma hareketlerinde rol oynayan yeni bir molekiil olarak kabul
edilmektedir. Bununla beraber NO’ nun, Tradescantia sp. ve Vicia faba ’da stoma
kapanmasini tegvik ettigi rapor edilmistir (Selgukcan, 2005).

Laspina ve arkadaslariin (2005) aygigegi bitkisinde yaptig1 calismada, bitkilerde
abiyotik stres etmeni olan kadmiyumun olusturdugu oksidatif strese karst NO’ nun
koruyucu rol oynadigi rapor edilmistir. Bitkiler iizerinde toksik etkileri bilinen kursun ve

kadmiyum gibi agir metallerin tohum g¢imlenmesini inhibe ettigi bilinmektedir. Bu
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inhibisyonun SNP ile 6n islem gormiis Lupinus luteus tohumlarinda yiiksek oranda geri
dondiirtilebildigi de tespit edilmistir (Kopyra ve Gwozdz, 2003).

Yapilan bir calismada, NO ile iki giin 6n iglem gérmiis piring fidelerinde tuza kars1
toleransin arttig1 rapor edilmistir (Uchida vd., 2002). Bu arastirmanin bulgularinda SNP ile
on islem sonucu tuzlu ortamdaki fidelerin yapraklarinda yesil alan yiizdesi artmistir, SNP
ile on islemden hemen sonra da ozellikle askorbat peroksidaz, guaiacol peroksidaz ve
stiperoksit dismutaz gibi enzimlerin aktivitelerinde kontrole oranla ¢ok onemli bir artis

oldugu bulunmustur (Selgukcan, 2005).

1.13. Senesens Kavrami

Bitkiler genetik yapilarinin diizenledigi bir hayat peryoduna sahiptirler. Buna gore,
bitki vejetatif evreye ardisik olarak reprodiiktif doneme geger ve cigcek agar, meyve ve
tohum verdikten sonra bu peryodu tamamlar. Ancak bitkinin hayat peryodu devam ederken
baz1 organ ve dokularmin genetik program dahilinde, 6ldiikleri de bilinmektedir (Onder ve
Yentiir, 1999). Normal gelisme siireci i¢inde hiicre, doku, organ ya da tiim bitkide
meydana gelen bu 6liim, aslinda senesens olayidir (Taiz ve Zeiger, 2002). Bunun yaninda
cok geng organ ve bitkilerde de ¢esitli i¢ ve dis faktorlerin etkisiyle fonksiyonel hayatin
normal gelisimi sirasinda da senesensin ortaya cikabildigi sik olarak goriilmektedir.
(Leopold, 1975; Noodén vd., 1997; Ok-Lim vd., 2003; Isik, 2004).

Yaprak gelisiminin en son evresi olarak da bilinen senesensin, 4 ¢esit oldugu
Leopold (1961) tarafindan belirtilmistir:

1. Tiim bitki senesensi, tohum haricinde biitiin bitkinin 6lmesiyle sonu¢lanan
senesens cesididir. Biitiin tek yillik ve iki yillik bitkiler ile bazi ¢ok yillik (4gave) bitkileri
de icerisine alan monokarpik bitkilerde goriildiigiinden dolayr “monokarpik senesens”
olarak da adlandirilmaktadir.

2. Govde senesensi, cogunlukla rizomlu ve bulblu bitkilerde goriilmektedir. Sadece
toprak iistii kisimlarin dliimiiyle sonuglanir.

3. Mevsimsel yaprak senesensi, periyodik olarak yapraklarini doken otlar, ¢alilar
ve agaclarin da dahil oldugu bitki gruplarinda goriilmektedir ve “polikarpik senesens”
olarak da adlandirilmaktadir.

4. Sirasal yaprak senesensi, kotiledondan baglayarak apikal uca dogru yapraklarin

siral1 bir sekilde 6lmesi ile meydana gelen senesens ¢esididir.
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Sekil 5.  Bitkilerde meydana gelen senesens cesitleri (Leopold, 1961). Beyaz renkli yerler

senesense ugramis, siyah renkli yerler ise senesense ugramamisg bolgeleri gostermektedir.

Bitkilerde senesens siirecinin diizenlenmesinde hem igsel faktorlerin, hem de
cevresel faktorlerin kompleks bir sekilde etkilesimi s6z konusudur (Nam, 1997; Noodén
vd., 1997). I¢sel faktorler bitki biiyiime maddelerinin (fitohormon) diizeyleri ve bitkinin
yast ile ilgili iken, gevresel faktorler ise asir1 sicaklik degisimi, 151k yetersizligi, mineral
eksikligi ve patojen enfeksiyonu gibi stres etmenleridir (Hensel vd., 1993). Senesensin
kontrol edilmesinde sahip olunan genetik miras en onemli i¢sel etmenlerden biridir. Son
zamanlarda senesensin diizenlenmesinde goérev alan ¢ok sayida 6zel gen tanimlanmistir
(Selgukcan, 2005).

Oldukg¢a karmasik bir siire¢ olan senesens olayinin mekanizmasinin aydinlatilmasi
icin bazi hipotezler ileri siirilmiistiir. Bu hipotezler arasinda; vejetatif ve reprodiiktif
organlar arasinda besinleri kullanma rekabeti (rekabet hipotezi), vejetatif organlardan
tohumlara madde taginmasi (besin bosalimi), genetik faktorler ile meyveler, tohumlar ve
apikal meristem tarafindan iiretilen bazi igsel maddelerin (fitohormonlar ve kumarin,
kuersitin, rutin, vanilin gibi fenolik bilesikler) hedef hiicre, doku veya organa taginarak
senesensi baslatmasi (sinyal hipotezi) yer almaktadir (Lindoo ve Noodén, 1997; Derman-
Semiz, 1985; Noodén vd., 1990; Park ve Thimann, 1990; Saglam ve Okatan, 1990; Chen
vd., 2002).
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1.14. Senesens Sirasinda Meydana Gelen Yapisal, Biyokimyasal Ve Molekiiler
Degisiklikler

Senesens daha once de belirttildigi gibi oldukea iyi diizenlenmis ¢ok sayida olayin
gerceklestigi programlanmig bir 6limdiir. Bu siirecte bitkinin kotiledonlar1 dahil senesense
ugrayan biitlin organlarinda yapisal, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde cesitli
degisiklikler gerceklesmektedir. Butler (1967), senesens sirasindaki yapisal degisiklikleri
incelemis ve ilk olarak kloroplastin bozuldugunu, daha sonra serbest ribozom sayisinin
azaldigini, tonoplastin tamamen permeabl oldugunu, plazma membraninin ve niikleus
zarmin kalic1 zararlara ugradigini, endoplazmik retikulumun islevini kaybettigini ortaya
koymustur. Ayrica senesense ugrayan salatalik kotiledonlariin kloroplastlarinda tilakoid
sistemin ¢ok zayifladigi, stroma yogunlugunun azaldigi ve ozmiyofilik globiillerin arttig1
da tespit edilmistir (Selgukcan, 2005).

Senesens sirasinda hiicrelerde meydana gelen degisikliklerden lipidlerin,
proteinlerin ve klorofilin yikimi ayrintili olarak Hilditch ve arkadaglari tarafindan (1989)
arastirilmistir (Hilditch vd., 1989). Senesensin ilk belirtisi fotosentez oraninin diismesi ve
solunum oraninin da artmasidir. Fotosentez hizi oldukca yavaslayip sonunda durdugu
halde mitokondri ve niikleus, senesensin bitimine kadar fonksiyoneldir, ayrica solunum
senesensin en son agamasina kadar devam etmektedir (Wareing ve Phillips, 1973; Mondall
vd., 1978; Srivastava, 2002). Senesens sirasinda membran lipidleri, rubisco ve klorofil a
ve/veya b’ye bagl proteinler bakimindan zengin olan kloroplastlar ilk yikilan organeldir.
Mitokondri ve peroksizomlar ise, hala fonksiyoneldir. Ribozomal bozulmalara ragmen
niikleus fonksiyonelligini senesens tamamlayincaya kadar siirdiiriir (Srivastava, 2002).
Senesensin bagka bir ayirt edici 6zelligi baz1 hiicresel proteinlerin, karbonhidratlarin ve
niikleik asitlerin hidrolitik enzimler tarafindan pargalanmasidir. Daha sonra seker,
niikleosid ve aminoasit yikim {riinlerinin yaninda birgok mineral de floem araciliiyla
sentez siireclerinin gerceklesecegi yerlere tasinmaktadir (Taiz ve Zeiger, 2002).

Senesensin dnemli 6zelliklerinden birisi de hiicrenin zar sisteminde meydana gelen
cesitli degisimlerdir. Bununla ilgili olarak, tonoplastin parcalanmasi ile hidrolitik
enzimlerin serbest kalip senesensi meydana getirdigi ve plazma membranlarinin bozulmasi
ile dis ortama sizan metabolitlerin miktarinin artti§1 tespit edilmistir (Butler, 1967).
Senesens bitkilerde cogunlukla fosfolipid ve galaktolipid diizeylerindeki azalma ile

iligkilidir (Harwood vd., 1982). Senesens sirasinda membran polar lipidlerinin bozulma
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siirecinde, serbest radikal reaksiyonlarinin 6nemli rol oynadiklar1 tespit edilmistir
(Grossman ve Leshem, 1978; Thompson vd., 1987; Lin ve Kao, 1998). Siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksit (H>O,) ve hidroksil (OHf) radikali gibi aktif oksijen tiirleri lipid
peroksidasyonuna ve membran zararina sebep olmaktadir. Sonug olarak yaprak senesensi
ger¢eklesmektedir (Dhindsa vd., 1981; Thompson vd., 1987).

Senesens aslinda tiimiiyle yikict bir siire¢ degildir. Senesens sirasinda sekonder
{iriinlerin yaninda birgok protein de sentezlenmektedir. Ornegin; sonbaharda klorofil
kaybiyla birlikte yapraklarin sari, turuncu ve kirmizi renge donligmesi karotenoidlerin,
flavonoidlerin ve vakuollerde depolanan antosiyaninlerin sentezinin artmasinin bir

sonucudur (Srivastava, 2002).
1.15. Nitrik Oksit ile Senesens Arasidaki fliski

Yiiksek bitkilerde NO, olgunlasma ve senesens siirecini diizenleyen endojen bir
faktor olarak bilinmektedir (Leshem vd., 1998). NO’ nun bezelye yapraklarinda senesensi
geciktirdigi rapor edilmistir (Beligni ve Lamattina, 2000). NO konsantrasyonunun olgun
meyvelerde ham meyvelerden ve senesense girmis ¢igeklerde ise geng olanlarindan daha
az oldugu rapor edilmistir. Cigeklere, meyve ve sebzelere eksojen olarak uygulandiginda
ise hasat sonrasi yasami uzattifi ve senesensi geciktirdigi rapor edilmistir (Leshem vd.,
1998). Baz1 bitki tiirlerinde senesensin meydana gelmesi veya gecikmesi muhtemelen
etilenin agiga ¢ikmasina ve etilen ile NO arasindaki zit iliskiye baghdir (Leshem vd., 1998;
Magalhaes vd., 2000). Antezisten senesense kadar olan bitki organlarinin gelisim siirecinde
NO’ nun etilenden daha ¢ok miktarlarda olustugu goriilmiistiir (Magalhdes vd., 2000).
Yalnizca stres sartlarda degil normal sartlarda da genc bitkiler ve dokular etilene oranla
cok daha fazla NO iiretmektedir (Leshem vd., 1998). Biitiin bu bilgilerin 1s1¢inda NO’ nun
bitkiler i¢in senesensi geciktirici bir ajan oldugu ileri siiriilmektedir. Ancak verilerin
cokluguna ragmen, NO’ nun senesens siirecindeki rolleri halen daha tam anlamiyla
aydimlatilamamistir. Bu alanda NO’ nun senesensi hangi agamalarda, nasil etkiledigi ile

ilgili olarak daha pek ¢ok arastirmaya gereksinim duyulmaktadir (Selgukcan, 2005).
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1.16. Senesens ile Bitki Biiyiime Diizenleyicileri Arasindaki Iliski

Bitki yasam dongiisiinde senesens, aktif fizyolojik bir siire¢ olup, bitki
hormonlarinin i¢sel kontrolii altindadir. Senesensin gecikmesinde, tesvik edilmesinde veya
diizenlenmesinde fitohormonlar merkezi rol oynamaktadir. Senesensi geciktiren
hormonlarin gibberellinler, sitokininler ve brassinosteroidlerin; etilen, absisik asit, salisilik
asit, oksinler ve jasmonatlarin ise senesensle iliskili degisikliklerde rol oynadigi rapor
edilmistir (Selgukcan, 2005). Etilen ve sitokiniler birbirine zit etki gostermelerine ragmen
senesens olayinda basrol oyuncularidir (Srivastava, 2002). Diger bitki hormonlarinin
yaprak senesensi sirasindaki rolleri ve fonksiyonlari arastiricilar tarafindan oldukg¢a az
calisiimustir.

Senesensin  baglangicinda  bitkilere  sitokinin  uygulanmast  senesensi
geciktirmektedir. Ancak bitkilerde kokten gévdeye sitokinin taginmasinin yavaslamasi ile
senesens hizlanmaktadir (Skene, 1975).

Yaprak ve ¢icek senesensinin karakteristik 6zelliklerinden biri olan klorofil kayb1
ve renk solmasi etilen iiretiminin artmasiyla iliskilendirilmektedir. Etilen sentezi
inhibitorleri yaprak senesensini geciktirmektedir (Taiz ve Zeiger, 2002). Eksojen etilen
veya etilen 6ncli maddeleri uygulamalar1 yaprak senesensini hizlandirmaktadir. Fakat bu
etki yapragin yasma baghdir (Grbic ve Bleecker, 1995). Yaprak gelisiminin en son evresi
olan senesensin diizenlenmesinde etilenin rol oynadig1 bilinmesine ragmen domates ya da
Arabidopsis’ de senesens siireci i¢cin mutlaka etilenin var olmasi gerekmemektedir (John
vd., 1995).

Baz1 bitki dokularinda oksinler de senesensi geciktirebilmektedir (Arteca, 1996).
Bitkilerde klorofil kaybi, RNA ve proteinlerin yikim ve sentezi, membran bozulmasinin
yaninda pek ¢ok enzim aktivitesinin artmasi veya azalmasi gibi senesens sirasinda
meydana gelen olaylar oksinlerden oldukga etkilenir. Bu durum senesensi ertelemektedir
(Osborne, 1959). Buna zit olarak Galston ve Davies (1969), oksinlerin senesensi tesvik
ettigini tespit etmislerdir. Oksin ayn1 zamanda ksilem farklilasmasini, ¢igcek petalleri ve
bazi yapraklarda senesensi hizlandirmaktadir (Singh vd., 1992). Ayc¢icegi ve kirmizi lahana
bitkilerinde senesens ile ilgili yapilan ¢alismalarda; IAA’ nin senesens siirecini hizlandirici
etkiye sahip oldugu, bunun yani sira senesens sinyalini veren molekiiliin de oksin

tabiatinda olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Saglam, 1989; Cag vd., 2004; Goren, 2004).
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Tropaeolum majus ve Alstromeria hybrida’ da eksojen olarak, giberellik asit (GA)
uygulandiginda yaprak senesensini geciktigi rapor edilmistir (Kappers vd., 1998).
Giberellinler ¢icek sapi, meyve ve yapraklarda klorofil kaybmi baskilama o6zelligine
sahiptirler (Arteca, 1996). Klorofil sentezinin inhibisyonu ve klorofil yikiminda rol
oynayan ABA senesensi tesvik etmektedir. Senesens sirasinda veya dncesinde absisik asit
(ABA) miktar1 artmaktadir, buna karsin senesensin son asamasinda azalmaktadir (Nooden,

1988).

1.17. Nitrik Oksit ile Tuz Stresi Arasindaki iliski

Toprak tuzlulugu bitki biliylime ve gelismesi, {iriin nitelik ve niceligini olumsuz
sekilde etkilemektedir. Burada tuz stresi ister osmotik, isterse spesifik iyon etkisi ile olsun
sonucta hiicrelere zarar veren veya hiicreleri oldiiren aktif oksijen tiirlerinin olusmasina
sebep olmaktadir (Mittova vd., 2002). Aktif oksijen tiirlerinin zararlarina, bitkiler sahip
olduklar1 antioksidan koruma sistemleri ile karst koymaktadirlar. Bitkilerde savunma
sistemi caligmadigi ya da yetersiz oldugu zaman bitki hiicrelerinde &liim
gerceklesmektedir. Tuz stresinin etkisi ile bitkiler antioksidan metabolitlerin (antosiyanin,
karotinoid, flavonoidler vb.) sentezlerini hizlandirmalarinin yani sira antioksidan
enzimlerin aktivitelerini de arttirirlar (Parida vd., 2005). Bu yontem ile bitkiler aktif
oksijen tiirlerinin zararlarina karst dayaniklilik kazanirlar.

Bitkilerde bir sinyal molekiilii olan NO’ nun tuz stresine karsi toleransta etkili bir
rol oynadig1 sinirli sayidaki aragtirici tarafindan arastirilmaya c¢alisilmistir (Uchida vd.,
2002; Zhao vd., 2004). Yapilan bu calismalarda, NO’ nun tuz stresi ile iliskisi g¢esitli
biyokimyasal ve fizyolojik parametrelere bakilarak tespit edilmistir. Gould vd. (2003)’ nin
yaptig1 ¢alismada yiiksek sicaklik, osmotik stres ve tuzluluga maruz kalan tiitiin bitkisinin

hiicrelerinde hizli bir sekilde i¢sel NO olusumu tespit edilmistir.
1.18. Nitrik Oksit ile Oksidatif Stres Arasindaki Iliski

Oksidatif stres, hiicrelere zarar veren veya hiicreleri Oldiiren reaktif oksijen
tiirlerinin bitki hiicrelerinde olusmasi ve birikmesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Ozon ise bu

stresin en Onemli etmenlerinden biridir. Atmosferin st katmanlarinda bulunan ozon

aslinda diinyamizi UV i1smlarin etkisinden korudugu i¢in yararhdir, fakat yeryiiziiniin
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hemen {ist katmanlarindaki ozon (sadece reaktif oldugundan) canlilar i¢in oldukca
zararhdir (Kalefetoglu ve Ekmeke¢i, 2005). UV-B radyasyonu (280-320 nm), ozon
tabakasindaki tahribin bir sonucu olarak artmaktadir. Bu radyasyon siiphesiz ki; bitki
biiylimesini etkilemekte ve genellikle oksidatif stresin (oksidatif stres, DNA’ daki hasarin
artmasinda, fotosentezin azalmasinda etkilidir) olusumuna neden olmaktadir. UV-B
1sinlarina maruz kalan fasulye fidelerinde NO, UV-B’ nin etkisini, klorofil igerigini ve
membrandaki oksidatif hasar1 kismen azaltabilir. Misir fidelerinde UV-B radyasyonu hem
yaprak biyokiitlesini hemde ekzo ve endo glukanaz aktivitesini disiiriitken, NOS
aktivitesini gii¢lii bir sekilde stimiile etmistir. Ayrica UV-B, hiicre hasarlarina sebep olan
kloroplast ve mezofil hiicrelerinde yaygin bir sekilde dagilan ROS’ un artisim da
tetiklemektedir (Corpas vd., 2011).

Cevresel streslerden biri olan UV-B 1518a maruz kalan patates tuberlerinde, NO
vericileri uygulananlarda kontrole oranla %350 daha saglikli yapraklar olustugu tespit
edilmistir (Lamattina vd., 2001). Ayrica An ve arkadaslariin 2005 yilinda yaptiklari
calismada UV-B stresi altinda misir yapraklarina hem eksojen, hem de endojen uygulanan
NO’ nun, biliylime ve gelisme siiresince antistres molekiil olarak goérev yaptigi ileri
stiriilmiistiir.

Kanola (Brassica napus) bitkisinde yapilan bir ¢alismada, 0.2 mM SNP ve 0.5 mM
nikel uygulamasimin fide agirligi, klorofil miktari, prolin ve MDA miktar iizerine etkileri
aragtirllmistir.  Kontrole gore SNP uygulanan fidelerde, bitki agirliginin, klorofil
miktarinin, prolin ve MDA miktarinin ¢ok az bir sekilde azaldigi tespit edilmigtir. Nikel
uygulamasi ile bu parametrelerdeki azaliglar daha belirginlesmistir. SNP uygulamasi
nikelin yikict etkisini hafifletmistir (Kazemi vd., 2010). Arabidopsis thaliana bitkisinde
yapilan c¢alismada, SNP’ nin kursun toksisitesine karsi koruyucu rol oynadigin tespit
edilmistir. Sadece Pb uygulanan fidelere kiyasla, Pb+SNP uygulanan fidelerde MDA
miktar1 azalmistir. SNP uygulamasi, Pb’ nin toksik etkisini hafifletmistir (Phang vd.,
2011).
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1.19. SNP ile Yapilan Cahsmalar

Aycigegi fidelerinde yapilan bir ¢alismada farkli SNP (0.1, 1, 10, 100 ve 400 uM
SNP) konsantrasyonlar1 kullanilmistir. 0.1 puM SNP’ de senesensin geciktigi tespit
edilmistir. Ayrica SNP konsantrasyonlari arttik¢a, klorofil miktarinin azaldigi bildirilmistir
(Selgukcan, 2005). Kerkiitlioglu> nun (2007) yaptigr calismada mercimek bitkisine
uygulanan farkli konsantrasyonlarda (0.01, 100, 600 ve 700 pM) SNP’ nin kék uzunlugu,
total protein ve fide biiyiimesi iizerine etkileri aragtirilmigtir. 700 uM SNP uygulamast
sonucunda primer kok uzunlugunda dikkate deger bir gerileme goriilmiistiir. Total protein
miktari, SNP konsantrasyonu arttik¢a azalmistir, fakat 700 uM SNP’ de artis saptanmustir.
600 ve 700 pM SNP’ nin hem kok, hemde gévde biiylimesini inhibe ettigi rapor edilmistir
(Kerkiitliioglu, 2007).

Misir yapraklarinda yapilan bir ¢calismada demirin sebep oldugu oksidatif hasarin,
disardan NO uygulamasi ile azalttigi rapor edilmistir (Sun vd., 2006). Yapilan bir
calismada, farkli (0.01, 1 ve 100 uM) SNP konsantrasyonlar1 soya fidelerine muamele
edilmistir. Konsantrasyon artisina zit olarak klorofil iceriginin azaldig1 tespit edilmistir.
Klorofil igerigindeki azalisa paralel olarak karotenoid miktarinin da azaldigi tespit
edilmistir. Total protein miktarin kontrol gruplarina oranla konsantrasyon artigina paralel
olarak artis gosterdigi bildirilmistir. Kontrol gruplaria oranla prolin igeriginin artan SNP

konsantrasyonlarina paralel olarak arttig1 rapor edilmistir (Aytamka, 2005).

1.20. SNP ve Kadmiyum’la Yapilan Caliymalar

Nitrik oksit, SNP formunda bitkiye takviye edildiginde, Cd’ ye kars1 bitki
koklerinde oksidatif hasar1 azalttigi ve kadmiyum toksisitesine karsi koruyucu bir rol
oynadigi ileri stiriilmiistiir. Bugday koklerinde SNP takviyesi ile Cd uygulamasi, 6nemli
ol¢iide lipid peroksidasyonunu, H,O; igerigini ve elektrolit sizintisin1 azaltmistir (Singh
vd., 2007). Nohut (Cicer arietinum L.) bitkisinde yapilan bir ¢aligmada, eksojen SNP
muamelesinin, Cd toksititesine kars1 bitkiyi korudugunu ortaya koymustur. Ayni ¢alismada
SNP muamelesinin, Cd toksititesine dayali iyon kagisin1 ve lipid peroksidasyon seviyesini
onemli Olciide azalttig1 ve antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirmak suretiyle bu pozitif
etkiyi sagladigi ileri stirlilmiistiir (Kumari vd., 2010). Yapilan bagka bir ¢alismada piring
(Oryza sativa L.) fidelerinde 100 uM SNP uygulamasinin Cd (50, 100, 200 uM)
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toksisitesine dayali stres metabolizmasimi regiile edici o6zellikte oldugu belirlenmistir
(Panda vd., 2011).

Soya fasulyesinin hiicre siispansiyon kiiltiiriinde NO, Cd uygulanmasma karsi
koruyucu etki gostermistir. Ayrica SNP’ nin, Lupinus luteus L. (ac1 bakla) koklerinde
hiicre boliinmesi iizerine agir metallerin (PbCl, ve CdCly) inhibitdr etkisini azalttig
goriilmiistir (Kopyra vd., 2005). Yapilan diger bir ¢alismada SNP (300 umol/ L),
kadmiyum (100, 300 ve 500 pmol/L) stresi altindaki salatalik (Cucumis sativus L.)
fidelerinde olusan zarar1 énemli seviyede azaltmistir. Ozellikle 300 pmol/L Cd uygulanan
fidelerde nitrik oksit biiyiimeyi, SOD, POD aktivitesini, fotosentetik pigment ve prolin
miktarini arttirirken, MDA miktarinda azalmaya sebep olmustur (Zhao-Duan vd., 2009).
Benzer sonuglar SNP (50 umol/L)’ ye bagli olarak, kadmiyum (10, 30, 50, 100, 200 ve 500
umol/L) stresi altindaki piring fidelerinde de tespit edilmistir. Ayrica tohum ¢imlenmesi
tizerinde de Cd’nin yol agtig1 inhibitor etkiyi, SNP’ nin azalttig1 tespit edilmistir (Xiu-Lan
vd., 2012).

Bugday bitkisinde yapilan bir ¢alisjmada SNP uygulamasinin Cd’ nin, lipid
peroksidasyonunu arttirict etkisni 6nemli dlgiide azalttigr bildirilmistir. Bugday koklerinde
kadmiyumun yol agtig1 oksadatif hasart SNP’ nin azalttigt ayrica MDA igeriginin de
azaldig1 rapor edilmistir (Singh vd., 2008). 0.2 mmol/L. CdCl,’ ye maruz birakilan piring
fidelerine farkli (0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4 mmol/L) SNP konsantrasyonlar1 uygulanmistir.
Kadmiyum stresine bagli olarak 0.1 mmol/L SNP uygulanan piring fidelerinde kuru agirlik
ve klorofil miktarlarinda Onemli Ol¢iide azalma oldugu tespit edilmis. Ayrica SNP
muamelesi ile bitkideki MDA oranm1 azalmis ve konsantrasyon artigina paralel olarak GSH
miktarindaki artisin inhibe edildigi rapor edilmistir (Zhao vd., 2013). Chen ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada, 100 uM kadmiyum stresi altindaki piring fidelerine
farkli (30, 50, 100, 200 ve 500 uM) SNP konsantrasyonlar1 uygulanmistir. 100 uM CdCl,
stresi altindaki piring fidelerinde 30, 50 ve 100 uM i¢in tohum c¢imlenmesini ve fide
biiylimesini inhibe etmistir. Ayn1 zamanda MDA miktarinin kontrole oranla azaldig: tespit
edilmistir. 500 pM SNP piring fideleri lizerinde Cd stresinin toksisitesini arttirmistir (Chen
vd., 2012). Piring fidelerine 6nce 100 uM Cd, sonra farkli SNP konsantrasyonlar1 (10, 30,
50, 100, 200, 300 ve 500 uM) uygulanmistir. 100 uM Cd stresi altinda, SNP
muamelesiyle, yalniz Cd uygulanan fidelere oranla kok ve stirgiinde sirasiyla % 32.65 ve
% 33.85 oraninda MDA birikiminin azaldig1 bildirilmistir. Fakat kontrol grubuna gére hem

stirgiin hem de kokte artis tespit edilmistir. Prolin miktarinda yalniz Cd uygulanan gruplara
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oranla; Cd+SNP uygulanan gruplarda kok ve siirgiinde sirasiyla % 32.97 ve % 59.69
oraninda artis tespit edilmistir. Kontrole gore prolin miktari hem kok hem de siirglinde artis
gostermistir. SOD miktarinda sadece Cd uygulanan gruplara gore; Cd+SNP’ de kok ve
stirgiinde artmig, kontrole gore ise azalmistir. CAT miktar1 ise sadece Cd uygulanan
gruplara ve kontrol gruplarma gore, Cd+SNP gruplarinda artis tespit edilmistir (He vd.,
2014). Piring fidelerinde yapilan diger bir calismada; SNP’ nin Cd toksisitesi ilizerine
etkileri arastirilmistir. 50 uM SNP gruplarina oranla; 50 pM Cd+50 uM SNP gruplarinda
kok ve yaprakta klorofil igeriginin azaldigi, MDA igeriginin yaprakta azaldigi ve kokte
artt1g1 rapor edilmistir (Singh ve Shah, 2014).

Aycigegi yapraklarinda yapilan bir ¢calismada NO’ nun kadmiyum stresine karsi
koruyucu rol oynadig: tespit edilmistir. 100 pM SNP uygulanan ay¢icegi fidelerinde GSH
icerigi kontrole ¢ok yakin olarak bulunmustur. Ayni sekilde farkli konsantrasyonlarda SNP
ve Cd uygulanan ayg¢icegi fidelerinde GSH iceriginde kontrole oranla ¢ok az bir diisiis
meydana geldigi goriilmistiir (Laspina vd., 2005). Cynodon dactylon (képek disi ayrigi)
fidelerinde yapilan bir ¢alismada; SNP’ nin (250 uM), Cd (750 pM) toksisitesi iizerine
etkileri arastirllmistir. Fidelerde taze agirlik, GSH ve MDA miktar1 analiz edilmistir.
Yalniz SNP uygulanan fidelere kiyasla, SNP+ Cd uygulanan fidelerde taze agirlik ve GSH
miktar1 azalmig; MDA miktar1 ise artmistir (Shi vd., 2014). Yabani kimyon (Zygophyllum
fabago) fidelerinde yapilan bir ¢aligmada, SA ve Pb uygulamasina bagli olarak kontrole
kiyasla; yalniz SA uygulanan fidelerde GSH azalmis, GSSG artmis, SA+Pb uygulanan
fidelerde ise GSH azalmig, GSSG’ de ise fark bulunamamistir (Lépez-Orenes, vd., 2014).
Salatalik (Cucumis sativus L.) fidelerinde yapilan bir ¢calismada, SA ve Mn uygulamasina
bagli olarak kontrole kiyasla; yalmiz SA uygulanan fidelerde hem GSH hem de GSSG
miktarinin arttigl, SA+Mn uygulanan fidelerde ise GSH’ 1n azaldigi, GSSG’ nin ise arrtg1
rapor edilmistir (Shi ve Zhu, 2008). Arabidopsis thaliana fidelerinde yapilan baska bir
calismada ise, Cd uygulanan fidelerde GSH ve GSSG igeriginin kontrole gore, arttigi
bildirilmistir (Zawoznik vd., 2007). Romero-Puertas ve arkadaslarinin yaptigi calisma,
kadmiyum toksisitesinin bezelye bitkisinde GSH ve GSSG miktarin1 kontrole oranla
azalttigini ortaya koymustur (Romero-Puertas vd., 2007). Lin ve arkadaslarinin yaptig1 bir
diger calismada ise, Cd konsantrasyonlar1 arttikca kontrole kiyasla fidelerde GSH
miktarinin azaldigi, GSSG miktarinin ise artt1g1 tespit edilmistir (Lin vd., 2007).
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

Son zamanlarda modern diinyanin gida bitkisi olan misir 6nemli dane iiriinii haline
gelmistir. Insan beslenmesinde bugday ve celtikten sonra en fazla kullamlan bitkilerin
basinda misir gelmektedir. Misir, dort ay gibi kisa bir siire igerisinde 2.5—4.5 metre boya
ulagabilmekte ve tek bir bitkiden 600—1000 tohum elde edilebilmektedir (Kirtok, 1998).
Misir (Zea mays L.) bitkisi hem Diinya’da hem Tiirkiye'de bitkisel kdkenli proteinlerin
yeterli ve ekonomik tiretimi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (Suzersami@yahoo.com). Misir
bitkisinin ana vatani hakkinda gesitli goriisler ileri siiriilmiistiir. Ancak pek ¢ok kaynakta
misir bitkisinin ana yurdunun Amerika kitasi oldugunu belirtilmektedir (Kiin, 1997).
Misirin Diinya’ya yayilmasi ise Amerika kitasinin kesfinden sonra (1493) olmustur (Sahin,
2001). Amerika kitasinin kesfinden sonra musir dnce Ispanya’ya getirilmis, daha sonra ise
Afrika ve Asya’ya yayilmistir. Misir’ 1n lilkemize Misir ve Suriye yoluyla girdigi goriisii

hakim (Ozcan, 2009) olup, 1600 yilinda getirildigi rapor edilmistir (Elgi vd., 1987).

Tablo 2. Diinya’daki Baslica Misir Ureten Ulkeler (1998). (Sahin, 2001)

ULKELER URETIM (Bin Ton)
ABD 247943

Cin 125395

Brezilya 29297

Arjantin 19100

Meksika 18411

Fransa 14426

Hindistan 10000

Endonezya 10000

Misir’ da govde, genel olarak sayilari 8-9 olan bogum ve bogum aralarindan olusur.
Sap ad1 verilen ve i¢i 6z denilen s1v1 ile dolu olan misir gévdesinin boyu 1.5- 3 m. arasinda
degisir. Misir kocani, sapa baglandigi bogumun, hemen iizerinde bulunan oluk bi¢ciminde
bir ¢ukur bolgede gelisir (Kiin, 1997). Misir, tahillar arasinda en biiyiik yapraklara sahip
bitkidir. Sapin her bogumundan bir yaprak ¢ikar ve bir misir bitkisinde ortalama yaprak

sayis1 12-18 arasinda degisir. Yapraklar, uzunluguna paralel olarak damarh yaprak kini ve




uzun bir yaprak ayasindan meydana gelir. Stomalar ise, yaprak ayasinin alt epidermisinde
daha fazladir (El¢i vd., 1987; Kiin, 1997).

Misir bitkisi genel olarak, sicak ve nemli bolgelerde yetistirilmektedir. Cok cesitli
tiirleri olmasindan dolay1 yetisme sahasi genistir (Sahin, 2001). Misir, yetisecegi toprak tipi
yoniinden ¢ok secici olmamasina karsin, organik maddece zengin, derin ve su tutma
kapasitesi iyi topraklarda daha yiiksek verim potansiyeline sahiptir. Ozellikle misir toprak

havasizligindan oldukc¢a zarar gormektedir (http://hayrabolutb.org.tr/media/ziraat/Misir-

Tarimi.pdf ). Misir bitkisinin yetisme stiresi 70-150 giin arasinda degismektedir. Tiiriine ve
yetistirilen alana gore degismekle beraber, ¢imlenme devresinde 10-13°C, yetisme
devresinde ise, 10-20°C sicaklik istemektedir. Sicakligin bu degerlerin disinda seyretmesi
bitkilerin gelisimini olumsuz yonde etkilemekte dolayisiyla verimin diisiik olmasina neden
olmaktadir (Tiirkoglu, 1971). Bununla birlikte, misir bitkisinin yetisme donemleri boyunca
istedigi nem miktar1 diger tahillardan ¢ok daha farklidir. Bu nedenle diger tahillarin aksine
yagislarin aralikli olmast ve Onemli bir kisminin olgunlasma devresinde olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, yaz yagislar1 musir i¢in biiyiik onem tasimaktadir (Sahin,
2001).

Sekil 6. Misir bitkisi
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Tablo 3. Misir tanesinin mineral element igerigi (% 85 kuru madde iizerinden) (Kirtok,1998).

Kalsiyum % 0.0128
Fosfor % 0.3655
Potasyum % 0.3400
Demir % 0.003
Magnezyum % 0.1360
Sodyum % 0.0408
Klor % 0.0240
Siilfiir % 0.1190
Iyot % 0.00001
Cinko % 0.0017
Bakar % 3.1750
Kobalt mg/lb 0.0043
Florin mg/lb 0.3000

Tablo 4. 100 kg musirdan elde edilebilen maddeler (Kanburoglu ve Ogretir, 1980).

*

<> 100 kg misirdan;

-77 kg nisasta

-2 kg seker

-9 kg protein

-5kgyag

-7 kg diger maddeler

Bu tez calismasinda kullanilan bitki materyali, Arzuman firmasina ait olup, tiir ad1
haslamalik misir olarak gegen (Parti No: TR 42.1082.1102, Paketleme Tarihi: Ocak 2012)
standart tohum etiketli misir bitkisidir. Biz bu ¢alismada, dnceden yapilmis arastirmalarin
1s181inda farkli Cd konsantrasyonlarinin misir (Zea Mays L. cv) fidelerinde yarattig1 toksik
etkiye karsi, SNP 6n uygulamasinin fizyolojik ve biyokimyasal bazi1 parametreler iizerinde

hafifletici ya da tesvik edici etkilerini arastirmay1 amagladik.
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Sekil 7. Cimlendirilmis 3 giinliik misir (Zea mays L.) tohumlarmin genel goriiniimii

Sekil 8. 15 giinlitk musir fidelerinin uygulamalar dncesi genel goriiniimii

2.1.1. Test Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Fidelere oncelikle hidrofonik molekiil agirligi 297.95 olan SNP molekiiliinden 1000
uM’ lik sulu stok ¢ozelti hazirlandi ve bu ¢ozeltiden seyreltme yontemi kullanilarak test
cozeltileri olan 25 ve 50 uM’ lik konsantrasyonlar olusturuldu.

CdCl, sulu c¢ozeltisi hazirlamak icin, molekiil agirligt 183.31 olan CdCl,
bilesiginden 1000 uM’ lik stok ¢ozelti hazirlandi ve bu ¢ozeltiden seyreltme yontemi
kullanilarak test ¢ozeltileri olan 25, 50 ve 75 uM’ lik konsantrasyonlar olusturuldu.



2.1.2. Bitki Materyaline Yapilan Uygulamalar

Deney materyalimiz olan musir fidelerini yetistirmek i¢in, tamamen homojen olan
tohumlar se¢ilerek saf su ile 1slatild1 ve karanlikta 6 saat 23-25°C” de bekletildi. Bu siirenin
sonunda tohumlar, hava alabilecekleri kapakli ¢imlendirme kutularma dizilerek, 3 giin
siireyle 23-25°C” de karanlikta ¢cimlenmeye birakildi. Daha sonra radikula uzunluklar esit
biiylikliikkte olan ¢imlenmis tohumlar secilerek (homojen) 6nceden hazirlanan belirli
oranlarda kum ve toprak karigimiyla doldurulmus plastik saksilara ekildi. Burada fideler
uzun giin periyodunda (16/8), normal giin 1s18inda 15 giinlilk oluncaya kadar belirli
araliklarla ve esit miktarda musluk suyu ile sulandi. 15 giinliik fidelerden, tamamen
homojen biiyiiyen fideler secilerek deney materyali olarak kullanildi. 15 giinliik misir
fideleri esit sayida fide igeren 3 gruba ayrildi ve hidrofonik yontem kullanilarak fidelerin
koklerinden farkli konsantrasyonlarda (25 ve 50 uM) SNP, 2 giin boyunca uygulandi.
Daha sonra ayr1 ayr1 her bir grup, hazirlanan farkli CdCl, konsantrasyonlarina (25, 50 ve
75 uM), 2 giin boyunca hidrofonik olarak maruz birakildi. Farkli uygulamalar gérmiis
gruplara ait fidelerde ¢esitli biiylime parametreleri (fide boyu, fidelerin yaprak ve
koklerinde mg KA. g TA) tespit edildi, pigment, prolin, MDA, rediikte glutatyon ve yag

asidi analizleri yapildi.

2.1.3. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler

Kadmiyum kloriir, Sodyum nitroprussit (SNP), aseton, siilfosalisilik asit, perklorik
asit, ninhidrin, etil alkol, Na,HPO,, glasiyel asetik asit, toluen, sodyum fosfat tamponu,
trikloroasetik asit (TCA), 2-thiobarbutirik asit (TBA), sodyum hidroksit, biliret reaktifi,
folin reaktifi, hidroklorik asit, Butilhidroksitoluen (BHT), biitanol, hexan, heptan,
methanol, yag asidi standardi, N-tert-Butildimetihisilil-N-metiltrifluoroasetamid (MTSFA),
prolin, glutatyon rediiktaz (GSH) ve protein standardidir. Kullanilan bu kimyasallar Merck,

Sigma ve Fluka firmalarindan temin edildi.
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2.1.4. Kullanilan Aletler ve Cihazlar

Homojenizatdr, etiiv, doner buharlastirici (rotavapor), UV spektrofotometre, HPLC,
gaz kromatografisi (GC) , vorteks, sonikasyon, hassas terazi, otomatik pipetler, buzdolabi,

su banyosu kullanildi.

2.2. Metotlar

2.2.1. Bitkide Tespit Edilen Parametreler ve Yapilan Kimyasal Analizler

2.2.1.1. Biiyiime Parametrelerinin Alinmasi

Bu amagla biitiin gruplarda baslangigta ¢ok homojen fideler kullanildigindan dolay1
sadece nihai boy oOl¢iimleri esas alindi. Cd uygulamasindan sonra fidelerin son agirliklar
tespit edildi. Uygun paketlemeler ve isaretlemeler yapilarak 105°C’ lik etiivde 3-6 saat
araliklarla sabitlesmis kuru agirliklar tespit edildi. Boylelikle taze agirlik basina diisen
kuru madde miktar1 belirlendi (mg KA. g TA).

2.2.1.2. Klorofil (a+b) ve Karotenoid iceriginin Belirlenmesi

Uygulama yapilan biitiin gruplardan ayr1 ayr1 0,5 g taze yaprak dokusu materyal
olarak kullanildi. Steril bir havanda kiigiik pargalara ayrilan yaprak dokusu 40 ml % 80’ lik
aseton ile 3-4 dakika ezilerek yesil renkli bir ekstrakt elde edildi. Daha sonra bu ekstrakt
buhner hunisi ile vakumlanarak siiziildii. Geri kalan tortu 30 ml % 80’ lik aseton ile tekrar
ezildi. Bu islem tortunun rengi tamamen renksizlesinceye kadar siirdiiriildii ve buhner
hunisi ile siiziilerek siiziintiiler birlestirildi. Geriye kalan renksiz tortu % 80’ lik asetonla
yikanarak toplam siizilintiiniin son hacmi 100 ml’ ye tamamlandi. Biitiin bu islemler her bir
grup icin ayr1 ayr1 yapildi. Daha sonra spektrofotometrede ekstraktlarin 440, 645, 652 ve
663 nm dalga boylarinda ayr1 ayr1 absorbanslar1 kore karsi okundu. Elde edilen absorbans

degerlerinden mg.g' taze agirhik cinsinden pigment tayinine gidildi (Witham vd., 1971) .
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2.2.1.3. Prolin (Prl) Analizi

Misir fidelerinin kdk ve yapraklarinda olmak iizere iki farkli dokuda ¢alisildi. Bu
amagcla biitiin gruplar i¢in ayr1 ayr esit miktarda doku kullanildi. 17 er g taze yaprak ve kok
dokusu steril bir makasla parcalara boliinerek materyal olarak kullanildi. Daha iyi
parcalama yapabilmek icin drnekler porselen havanda 3-4 dakika ezildi. Ornekler falkon
tiiplerine konuldu. Bundan sonra tlizerine % 3’ liik siilfosalisilik asit eklenerek 4 dakika
stireyle homojenize edildi. Falkon tiiplerinde olan karigimlar 7000 rpm de 10 dk santrifiij
edildi. Bu siire¢ sonunda faz ayrimi oldu. Ust faz ayri bir tiipe alindi. Daha sonra her
ornekten 1 ml 6rnek alinarak baska deney tiipiine alindi1 ve sonra {izerlerine 1ml ninhidrin-
asit karigimi (1.25 gr ninhidrin+30 ml 6 M fosforikasit+20 ml asetik asit) eklendi ve tekrar
tizerlerine 1ml glasiyel asetik asit eklendikten sonra 6rnekler vortekslendi ve daha sonra
100°C’ de 1 saat su banyosunda kaynatildi. Siire sonunda 6rnekler ¢ikarilip sogumaya
birakildi. Soguduktan sonra iizerlerine 2 ml toluen eklendi. Kromofor igeren toluen fazi
aspire edilerek oda sicakligina gelmesi beklendi. Spektrofotometrede 520 nm’ de
absorbanslart okundu. Spektrofotometrede okunan absorbans degerleri prolin standart
egrisinde yerine konularak buna karsilik gelen prolin konsantrasyonu pmol.g™' taze agirlik

cinsinden tespit edildi (Bates vd., 1973).

2.2.1.4. Malondialdehit (MDA) Analizi

Misir fidelerinin kok ve yapraklarinda olmak tizere iki farkli dokuda g¢alisildi. Bu
amagla biitiin gruplar i¢in ayr1 ayr1 esit miktarda doku kullanildi. 1” er g taze yaprak ve kok
dokusu steril bir makasla pargalara boliinerek materyal olarak kullanildi. Ornekler falkon
tiiplerine konuldu ve iizerine 10 ml TRIS (TRIS Baz, TRIS HCL, EDTA) eklenerek 4
dakika siireyle homojenize edildi. Falkon tiiplerinde olan karisimlar 6000-7000 rpm’ de 10
dk santrifiij edildi. Bu siire¢ sonunda faz ayrimi oldu. Ust faz ayri bir tiipe alindi.
Ayirdigimiz iist fazlardan her bir 6rnekten 5 ml cam deney tiiplerine alindi. Uzerine 1 ml
%10’luk perklorik asit (10 ml perklorik asit, 90 ml saf suda ¢oziiniir) eklenerek 5000 rpm’
de 10 dk. santrifiij edildi. Daha sonra 1° er ml alinarak viallere konuldu. HPLC’ de 6l¢iildi
(Karatas vd., 2002).
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2.2.1.5. Rediikte Glutatyon (GSH) Analizi

Misir fidelerinin kdk ve yapraklarinda olmak iizere iki farkli dokuda ¢alisildi. Bu
amagcla biitiin gruplar i¢in ayr1 ayr esit miktarda doku kullanildi. 17 er g taze yaprak ve kok
dokusu steril bir makasla pargalara boliinerek materyal olarak kullanildi. Ornekler falkon
tiiplerine konuldu ve iizerine 10 ml TRIS (TRIS Baz, TRIS HCL, EDTA) eklenerek 4
dakika siireyle homojenize edildi. Falkon tiiplerinde olan karigimlar 6000-7000 rpm’ de 10
dk santrifiij edildi. Bu siire¢ sonunda faz ayrimi oldu. Ust faz ayn bir tiipe alindi.
Ayirdigimiz iist fazlardan her bir 6rnekten 5 ml cam deney tiiplerine alindi. Ayirdigimiz bu
list fazlardan her bir 6rnekten 5 ml cam deney tiiplerine alindi. Uzerine 1 ml % 10’ luk
perklorik asit (10 ml perklorik asit, 90 ml saf suda ¢oziiniir) eklenerek 5000 rpm’ de 10 dk.
santrifiij edildi. Daha sonra 1’ er ml alinarak viallere konuldu. HPLC’ de d6l¢iildii (Yilmaz

vd., 2009).

2.2.1.6. Okside Glutatyon (GSSG) Analizi

Misir fidelerinin kdk ve yapraklarinda olmak tizere iki farkli dokuda galisildi. Bu
amacla biitiin gruplar i¢in ayr1 ayr1 esit miktarda doku kullanildi. 1’ er g taze yaprak ve kok
dokusu steril bir makasla pargalara boliinerek materyal olarak kullanildi. Ornekler falkon
tiiplerine konuldu ve iizerine 10 ml TRIS (TRIS Baz, TRIS HCL, EDTA) eklenerek 4
dakika siireyle homojenize edildi. Falkon tiiplerinde olan karigimlar 6000-7000 rpm’ de 10
dk santrifiij edildi. Bu siire¢ sonunda faz ayrmm oldu. Ust faz ayn bir tiipe alindi.
Ayirdigimiz iist fazlardan her bir 6rnekten 5 ml cam deney tiiplerine alindi. Ayirdigimiz bu
{ist fazlardan her bir drnekten 5 ml cam deney tiiplerine alindi. Uzerine 1 ml % 10’ luk
perklorik asit (10 ml perklorik asit, 90 ml saf suda ¢6ziiniir) eklenerek 5000 rpm’ de 10 dk.
santrifiij edildi. Daha sonra 1’ er ml alinarak viallere konuldu. HPLC’ de 6l¢iildii (Yilmaz

vd., 2009).
2.2.1.7. Yag Asidi (FA) Analizi
Misir fidelerinin kdk ve yapraklarinda olmak iizere iki farkli dokuda ¢alisildi. Bu

amagcla biitiin gruplar i¢in ayr1 ayr esit miktarda doku kullanildi. 17 er g taze yaprak ve kok

dokusu steril bir makasla pargalara bdliinerek materyal olarak kullanildi. Tiim 6rnekler ayri
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ayr1 porselen havanda 3 dakika ezildi. Ornekler falkon tiiplerine konuldu. Bundan sonra
iizerine 10 ml tris tamponu (TRIS Baz, TRIS HCL, EDTA) eklenerek 4 dakika siireyle
homojenize edildi. Falkon tiiplerinde olan karigimlar 6000-7000 rpm’ de 10 dk. santrifiij
edildi. Bu siire¢ sonunda faz ayrimi oldu. Ust faz ayr bir tiipe alind1 ve yag asidi igin alt
fazda kalan falkon tiiplerinde kalan pelet lizerine 10 ml BHT’ 1i hexan/izopropil alkol (3/2,
v/v) eklendi ve homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra numune 7000 rpm’ de 10 dk.
santrifiij edildi. Ust fazlar tiiplere alindi. Stvi iizerine % 2’ lik methanol siilfiirik asitten 5
ml Orneklerin iizerine ilave edildi. Sonra bu 6rnekler 55°C etiivde 12-15 saat bekletildi.
Siire sonunda Ornekler etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Soguduktan sonra ¢ikarilan
orneklerin iizerine 5 ml % 5’ lik NaCl ¢ozeltisi eklendi ve hemen ardindan 5 ml Hekzan (n-
Hexan) ilave edildi ve vorteksle karistirildi. Oda sicakliginda 3-5 saat beklendi. Siire
sonunda iist faz alindi, alt faz dokiildii ve iist faz ayn1 deney tiipiine alind1 ve tizerine 5 ml
% 2’ lik KHCOs ilave edildi ve 2-3 saat oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda iist faz
kiigiik tiiplere alind1 ve alt faz dokiildii ve ornekler 37-40°C etiivde ugmaya birakildi. Ugma
meydana geldikten sonra 0rnek kalintilarinin oldugu deney tiiplerine 1 ml heptan eklendi
ve ornekler vorteksledikten sonra 1 ml 6rnek viallere alinip GC’ de analiz edildi (Christie,
1990; Hara ve Radin, 1978). Bu amagla her yag asidi i¢in 6zel marker ile hazirlanan

standart pikler kullanildi. Yag asidi miktarlar1 agirligin % degeri olarak verildi.
2.3. Istatistik Analizler
Calismamizdaki biitiin parametreler 3 tekrarli olarak analiz edildi. Verilerin

dogruluk degerleri SPSS 15 paket programi kullanilarak ortalama ve One-way ANOVA ile
test edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar p<0.05 6nemlilik seviyesinde ayirt edildi.
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3. BULGULAR

Bu tez c¢alismasinda, musir fidelerine farkli SNP (25 ve 50 uM)
konsantrasyonlarinin 6n uygulanmasindan sonra, farkli kadmiyum (25, 50 ve 75 uM)
konsantrasyonlarina kars1 verdigi fizyolojik ve biyokimyasal cevaplar aragtirilmigtir.
Gerek SNP ve gerekse Cd konsantrasyonlarinin uygulanmasi kokler araciligi ile hidrofonik
olarak gerceklestirilmistir. 48 saat SNP ve 48 saat Cd konsantrasyonlarinin
uygulamasindan sonra musir fidelerinde biiylime parametreleri (fidelerde kok ve siirgiin
boyu, fidelerde mg. KA. g TA), yapraklarda pigment, ayrica kok ve yapraklarda prolin,
malondialdehit (MDA), rediikte glutatyon (GSH), okside glutatyon (GSSG) ve yag asitleri

analizleri yapilmistir.
3.1. Biiyiime Parametrelerindeki Degisiklikler

Misir fidelerine yapilan uygulamalarin kok ve siirgiindeki biliylime parametreleri
tizerine etkileri incelendiginde genel olarak, kontrol grubu fidelerine kiyasla, SNP
uygulanan ve uygulanmayan tiim gruplarda anlamli farkliliklar tespit edilmistir.

Uygulama yapilan fidelerin kok uzunluklarinda kontrole kiyasla; 25 uM Cd, 50 uM
Cd, 75 uM Cd, 25 uM SNP, 50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM
Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM
SNP+75 uM Cd gruplarinda sirasiyla; % 39.10, % 56.39, % 57.89, % 30.37, % 45.56, %
34.07, % 46.30, % 51.85, % 35.71, % 53.33 ve % 55.92 oranlarinda azalma tespit
edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 50 uM SNP+25 uM Cd
grubunda % 5.56 oraninda artig; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM
SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 29.46 ve % 12.50 oraninda artig; 75 uM Cd’ ye
gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirastyla % 12.93 ve
% 0.27 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 uM SNP+25 uM Cd grubunda

artis tespit edilse de istatistiki agidan anlamli bulunmamustir (P>0.05).



KONTROL 25 uM SNP

50 pM SNP

Sekil 9. Kontrol (saf su, 25 pM SNP ve 50 uM SNP) fidelerinin genel goriintimii
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Uygulama yapilan fidelerin stirgiin uzunluklarinda kontrole kiyasla; 25 uM Cd, 50
uM Cd, 75 uM Cd, 25 pM SNP, 50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50
uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50
uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirastyla; % 47.22, % 70.22, % 73.37, % 63.41, % 67.07,
% 36.83, % 67.32, % 77.48, % 39.68, % 68.78 ve % 78.53 oraninda azalma tespit
edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+25 uM Cd ve 50
uM SNP+25 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 18.81 ve % 13.44 oraninda artig; 50 pM Cd’
ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 8.94 ve
% 4.06 oraninda artig; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM
Cd gruplarinda sirastyla % 15.45 ve % 20 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05).

Uygulama yapilan fidelerde, taze agirlik basina diisen kuru agirlik miktarlar
(mg/gr) kontrole kiyasla; 25 uM Cd, 50 uM Cd, 75 uM Cd, 25 uM SNP, 50 uM SNP, 25
uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+25
uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd sirasiyla; % 31.94, % 34.09, %
43.61, % 30.60, % 44.16, % 28.91, % 38.45, % 47.73, % 30.25, % 54.54 ve % 57.80
oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25 uM
SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 4.44 ve % 2.47
oraninda artig; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM Cd
gruplarinda sirasiyla % 6.60 ve % 31.02 oraninda azalma; 75 pM Cd’ ye gore 25 uM
SNP+75 puM Cd grubunda % 7.16 oraninda azalma ve 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda
ise % 25.17 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05).
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25 uM Cd 25 pM SNP+ 25 uM Cd

50 pM SNP+ 25 M Cd

Sekil 10. SNP ile 6n uygulamasiz ve 6n uygulamali 25 uM Cd konsantrasyonlu fideler
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50 pM Cd 25 pM SNP+ 50 uM Cd

50 pM SNP+ 50 pM Cd

Sekil 11. SNP ile 6n uygulamasiz ve 6n uygulamali 50 pM Cd konsantrasyonlu fideler
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Tablo 5. SNP 6n uygulamali misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun kok ve siirgiin boyu

artis1 tizerine etkileri

GRUPLAR FiDE BOYU DEGIiSiMi ( mm/cm)
KOK SURGUN
KONTROL 27+ 1.1 41 +3.4
25 uM SNP 18.8 + 0.4*° 15+ 0.3%"
50 uM SNP 14.7 + 0.6*° 13.5 + 0.4*"
25 uM Cd 16.2 £ 0.9% 21.8 + 0.4*
50 uM Cd 11.6 £ 0.4% 12.3 £0.2%
75 uM Cd 11+1.3* 11+0.1%
25 uM SNP+ 25 pM Cd 17.8 +0.7* 25.9 + 0.6*"
25 uM SNP+50 utM Cd 14.5 £ 0.6*° 13.4+ 0.4*°
25 uM SNP+ 75 uM Cd 13 £ 0.4%° 9.3 +0.1*"
50 pM SNP+25 uM Cd 16 + 0.6*° 24.73+ 0.9%"
50 pM SNP+50 uM Cd 12.6 £ 0.8*° 12.8+ 0.4*°
50 pM SNP+75 uM Cd 11.9 + 0.4*° 8.80 + 0.1*"

*:Kontrole kiyasla 0O: Gruplar arasi; p<0.05 olasilik seviyelerinde onemli. Verilerin

ortalamasi =SE (n: 10)
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75 M Cd 25 uM SNP+ 75 uM Cd

50 pM SNP+ 75 uM Cd

Sekil 12. SNP ile 6n uygulamasiz ve 6n uygulamali 75 uM Cd konsantrasyonlu fideler

46




Tablo 6. SNP 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz fidelerde kadmiyumun misir (Zea mays L.)

fidelerinin agirlik degisimi {izerine etkileri

GRUPLAR

KONTROL 5.95+0.14

25 uM SNP 4.13+0.21*

50 pM SNP 3.32+ 0.05*°
25uM Cd 4.05+0.19 *

50 pM Cd 3.92+ 0.10%

75 nM Cd 3.35+0.07 *

25 uM SNP+ 25 uM Cd 4.23+0.01*°
25 uM SNP+50 uM Cd 3.66+ 0.08*”
25 pM SNP+75 uM Cd 3.11+0.12*7
50 pM SNP+25 nM Cd 4.15+0.02*°
50 pM SNP+50 uM Cd 2.70+ 0.08 *~
50 pnM SNP+75 uM Cd 2.51+0.07*"

*.Kontrole kiyasla 0: Gruplar arasi; p<0.05 olasilik seviyelerinde 6nemli. Verilerin
ortalamas1 +SE (n: 10)

3.2. Klorofil (a+b) ve Karotenoid Miktarlarindaki Degisiklikler

Fidelere yapilan uygulamalarin yaprakta klorofil (a+b) miktar1 iizerine etkileri
incelendiginde, kontrol grubu fidelerine kiyasla, SNP uygulanan ve uygulanmayan bazi
gruplarda anlamli1 farkliliklar tespit edilmistir.

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrole kiyasla; 75 uM Cd, 50 pM SNP,
25 uM SNP+25 uM Cd, 25 pM SNP+50 pM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarinda
stirastyla; % 69.75, % 0.84, % 10.92, % 16.81 ve % 45.38 oranlarinda azalma tespit
edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 pM SNP grubunda % 9.24 oraninda artis tespit edilmistir
(P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+25 uM Cd uM Cd grubunda
% 85.36 oraninda artig; 50 uM Cd’ ye gore 25 pM SNP+50 uM Cd grubunda % 73.81
oraninda artis; 75 pM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd
gruplarinda sirasiyla % 36.11 ve % 11.11 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05).

Karotenoid miktarlar1 i¢in; uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrole
kiyasla; 75 uM Cd, 25 uM SNP, 50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50
uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd i¢in sirasiyla; % 49.32, % 64.91, % 34.50, % 55.17, %
43.47 ve % 63.74 oranlarinda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM
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Cd’ ye gore 25 uM SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarinda sirasiyla %
62.30 ve % 69.51 azalma; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd grubunda % 34.09
oraninda azalma; 75 pM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd
gruplarinda sirastyla % 42.31 ve % 57.69 oraninda artis gozlenmistir (P<0,05).

Uygulama yapilan misir fidelerinde klorofil ve karotenoid miktarlarinda kontrole
gore; 25 uM Cd, 50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM
SNP+75 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamaistir (P>0.05).

Tablo 7. SNP 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun

fotosentetik pigment miktarlar {izerine etkileri

GRUPLAR KL (a+b) Karotenoidler
KONTROL 1.19£0.07 0.51 £0.04
25 pnM SNP 1.30 +0.09* 0.18 £ 0.00*
50 pnM SNP 1.18 £ 0.21%* 0.34+0.01*
25 uM Cd 0.41 +£0.03 0.61+0.01
50 uM Cd 0.42 +£0.04 0.44 £ 0.01
75 uM Cd 0.36+0.20* 0.26 +0.03*
25 uM SNP+ 25 uM Cd 0.76 + 0.02*" 0.23 +0.02*"
25 pM SNP+50 puM Cd 0.73 £ 0.06*" 0.29 +£0.01*"
25 pnM SNP+75 uM Cd 0.49 £ 0.02 0.37+0.03
50 pnM SNP+25 uM Cd 0.65 £ 0.02* 0.19+£0.01*"
50 uM SNP+50 uM Cd 0.58 £ 0.08 0.47 £0.08
50 uM SNP+75 pM Cd 0.40 = 0.05" 0.41 +£0.08"
*:Kontrole kiyasla 0: Gruplar arasi; ; p<0.05 olasilik seviyelerinde 6nemli. Verilerin
ortalamasi =SE (n: 3)

3.3. Prolin Miktarindaki Degisiklikler

Fidelere yapilan uygulamalarin kokte ve yaprakta prolin miktar: iizerine etkileri
incelendiginde, kontrol grubu fidelerine kiyasla, SNP uygulanan ve uygulanmayan bazi
gruplarda anlamli1 farkliliklar tespit edilmistir.

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrole kiyasla; 25 uM Cd, 25 pM SNP, 50
uM SNP, 25 uM SNP+25 puM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarinda sirastyla %
15.43, % 21.15, % 22.55, % 19.75 ve % 16.84 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05).
Ayrica 50 uM Cd, 25 pM SNP+50 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75
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uM Cd gruplarinda sirastyla % 22.47, % 14.20, % 24.95 ve % 22.85 oraninda artis tespit
edilmistir. Gruplar arasinda; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd gruplarinda %
6.75 oraninda azalma, 75 uM Cd’ ye gore 25 pM SNP+75 uM Cd gruplarinda % 7.60
oraninda azalma ve 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda ise % 17.63 artis tespit edilmistir
(P<0,05). Uygulama yapilan fidelerin kdklerinde kontrole kiyasla; 75 uM Cd ve 25 uM
SNP+75 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05).

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda prolin miktar1 kontrol grubuna kiyasla;
50 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd, 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda
strastyla; % 9.02, % 6.49 ve % 8.87 oranlarinda artig tespit edilmistir (P<0,05). 25 uM Cd,
50 uM Cd, 75 uM Cd, 25 puM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 pM SNP+75 uM Cd
gruplarindaki artiglar istatistiki a¢idan anlamli bulunmamistir (P>0,05). Gruplar arasinda
ise; 25 uM Cd’ ye gore 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarinda % 2.75 oraninda artis; 75 uM
Cd’ ye gore 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda ise % 10.26 oraninda artis tespit edilmistir
(P<0,05).

Tablo 8. SNP 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun koék

ve yaprakta malondialdehit ve prolin miktarlar1 iizerine etkileri

MDA PROL
GRUPLAR (nmol.g'TA) iN

(umol.

g'TA)

KOK YAPRAK KOK YAP

RAK

KONTROL 9.56+0.06 31.85+0.37 30.87+1.27 37.11
+0.71

25 uM SNP 8.7620.04* 29.02+0.21 24.34£0.18% 36.46
+0.10

50 uM SNP 7.83+0.02* 26.20+0.24* 23.91+0.68* 38.22
+1.39

25 uM Cd 17.98+1.06* 43.45+] .88* 26.11+0.61% 36.58
+0.44

50 uM Cd 18.09+1.07* 46.30+4.98% 37.81+1.29% 38.52
+0.54

75 uM Cd 18.02+0.47* 42.01£1.65 32.24+1.21 36.69
£0.10

25 uM SNP+25uM Cd 14.20+0.59* 37.05+1.43%° 24.77+0.34% 37.75
+0.10
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25 uM SNP+50 pMCd 12.02+1.09* 37.67+0.77*" 35.25+0.93*" 37.74
+0.13
25 uM SNP+75uM Cd 11.81£1.02%* 35.28+1.37*" 29.79+0.25" 36.98
+0.41
50 uM SNP+25uM Cd 12.42+1.22*" 33.93+0.57*" 25.67+0.26* 40.51
+0.81

%0
50 pM SNP+50uM Cd 9.78+1.22%° 34.83+1.82*" 38.57+0.10* 39.57
+1.15

*
50 pM SNP+75uM Cd 9.68+0.53* 34.5£1.27*° 37.93£0.54*" 40.46
+1.18

0

*:Kontrole kiyasla
ortalamasi +SE (n: 3)

0: Gruplar arasi; ; p<0.05 olasilik seviyelerinde 6nemli. Verilerin
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3.4. Malondialdehit Miktarindaki Degisiklikler

Fidelere yapilan uygulamalarin kokte ve yaprakta malondialdehit miktar iizerine
etkileri incelendiginde, kontrol grubu fidelerine kiyasla SNP uygulanan ve uygulanmayan
bazi gruplarda anlamli farkliliklar tespit edilmistir.

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 25 uM Cd, 50 uM
Cd, 75 uM Cd, 25 pM SNP+25 uM Cd, 25 puM SNP+50 uM Cd, 25 pM SNP+75 uM Cd,
50 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda
sirastyla % 88.07, % 89.22, % 88.49, % 48.53, % 25.73, % 23.53, % 29.91, % 2.30 ve %
1.25 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 puM SNP ve 50 uM SNP
guplarinda sirasiyla % 8.36 ve % 18.09 oranlarinda azalma tespit edilmistir (P<0,05).
Gruplar arasinda; 25 pM Cd’ ye gore 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarinda % 30.92
oraninda azalma; 50 uM Cd’ ye gore 50 uM SNP+50 uM Cd gruplarinda % 45.94
oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05).

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 25 uM Cd, 50
uM Cd, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM
SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirasiyla;
% 36.42, % 45.37, % 16.32, % 18.27, % 10.77, % 6.53, % 9.35 ve % 8.32 oraninda artis
tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM SNP grubunda % 17.74 oraninda azalma tespit
edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+25 uM Cd ve 50
uM SNP+25 uM Cd gruplarinda sirastyla % 14.73 ve % 21.91 oraninda azalma; 50 uM
Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla %
18.64 ve % 24.77 oraninda azalma; 75 pM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM
SNP+75 uM Cd gruplarinda sirastyla % 16.02 ve % 17.87 oraninda azalma tespit
edilmistir (P<0,05). Uygulama yapilan fidelerde, 75 uM Cd ve 25 uM SNP gruplarindaki

farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05).
3.5. Rediikte Glutatyon (GSH) Miktarindaki Degisiklikler

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 25 uM SNP, 50
uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50

uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda
sirastyla; % 35.14, % 50.70, % 10.42, % 4.84, % 13.18, % 9.83, % 10.72 ve % 17.57
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oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM Cd ve 75 uM Cd gruplarinda
strastyla % 11.09 ve % 1.49 oranlarinda artis tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda;
25 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+25 pM Cd ve 50 uM SNP+25 pM Cd gruplarinda
strastyla % 5.53 ve % 6.22 oraninda artig; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve
50 uM SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 7.21 ve % 0.58 oraninda artig; 75 uM Cd’
ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda sirasiyla % 7.07 ve
% 1.65 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica uygulama yapilan koklerde, 25 uM
Cd grubundaki fark istatistiki agidan anlamli bulunmamistir (P>0,05).

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 25 uM SNP+25
uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM
SNP+50 uM Cd ve 50 pM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirastyla % 21.44, % 17.12, %
21.29, % 22.38, % 19.64 ve % 21.76 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50
uM Cd ve 75 uM Cd gruplarinda sirastyla %11.53 ve% 10.53 oraninda artis tespit
edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+25 uM Cd ve 50
uM SNP+25 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 5.60 ve % 4.33 oraninda artig tespit edilmistir
(P<0,05). Ayrica uygulama yapilan fidelerde, 25 pM Cd, 25 uM SNP ve 50 uM SNP

gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05).

3.6. Okside Glutatyon (GSSG) Miktarindaki Degisiklikler

Uygulama yapilan fidelerin kdklerinde kontrole kiyasla; 75 uM Cd, 25 uM SNP, 50
uM SNP, 25 uM SNP+ 25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50
uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 pM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda
strastyla; % 16.80, % 9.61, % 47.09, % 33.97, % 43.32, % 51.29, % 49.07, % 55.32 ve %
57.31 oranlarinda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore
25 uM SNP+ 25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd grubunda sirasiyla % 34.65 ve %
49.60 oraninda azalma; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM
Cd gruplarinda sirasiyla % 47.96 ve % 58.98 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM
SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirastyla % 41.46 ve % 48.69
oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 uM Cd ve 50 uM Cd gruplarinda
artis tespit edilse de istatistiki agidan anlamli bulunamamstir (P>0.05).

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrole kiyasla; 25 pM SNP, 50 uM
SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM
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SNP+75 uM Cd gruplarinda sirasiyla; % 37.66, % 33.17, % 38.32, % 38.49, % 46.34 ve %
28.46 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM

Cd gruplarinda artis tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25
uM SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd grubunda sirastyla % 46.79 ve % 25.88
oraninda azalma; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd grubunda % 52.89 oraninda
azalma; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda
sirastyla % 40.26 ve % 20.37 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). 25 uM Cd, 75
uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlaml
bulunmamistir (P>0.05).

Tablo 9. SNP 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun kok

ve yaprakta GSH ve GSSG miktarlari {izerine etkileri

GSH GSSG
GRUPLAR (ug.g'TA) (ug.g'TA)
KOK YAPRAK KOK YAPRAK

KONTROL 13.43+0.43 12.73+0.62 115.85+7.48 112.35+2.32

25 uM SNP 6.96:+0.06*" 7.90+0.84 104.71£1.95% | 70.04+9.37*

50 uM SNP 5.29:0.04*" 8.01+0.94 61.31+£0.90* 75.08+6.51*

25 uM Cd 11.40+0.60 9.47+0.61 117.07+7.86 130.22+8.36
50 pM Cd 11.92+0.59* 10.06+0.14* 126.20£6.47 | 146.65+10.20%

75 uM Cd 10.89+0.12%* 9.97+0.08* 96.39+2.05* 100.93+3.44

25 uM SNP+25uM Cd | 12.03+0.1*" 9.97+0.08* 76.51+1.88*7 | 69.30+6.75*"
25 uM SNP+50uM Cd | 12.78+0.72%*" 10.55+0.18* 65.67+1.21%° | 69.12+0.77*"
25 uM SNP+75uM Cd | 11.66+0.02*" 10.02+0.19* 56.43+0.20%° | 60.29+1.97*"
50 uM SNP+25uM Cd | 12.11+0.08*" 9.88+0.41*" 59+0.21° 96.52+3.44*°
50 pM SNP+50uM Cd | 11.99+0.07*" 10.23+0.42* 51.76+0.48* 131.68+9.63*
50 pM SNP+75uM Cd | 11.07+0.03*" 9.96+0.11%* 49.47+0.28*7 | 80.38+2.50*"

*:Kontrole kiyasla o: Gruplar arasi; p<0.05 olasilik seviyelerinde 6nemli. Verilerin ortalamasi

+SE (n: 3)

3.7. Yag asidi Miktarlarindaki (%) Degisiklikler

Yapilan SNP ve Cd uygulamalarinin fidelerin yag asidi bilesimi etkileri;
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3.7.1. Palmitik asit (16:0)

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 75 uM Cd, 25 uM
SNP, 25 uM SNP+50 puM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM Cd
gruplarinda sirastyla % 25.91, % 30.08, % 28.64, % 24.78 ve % 61.55 oraninda artig tespit
edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 50 uM Cd’ ye gore 50 uM SNP+50 uM Cd
grubunda % 36.38 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 pM Cd, 50 uM Cd,
50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd
gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05).

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 25 uM Cd, 50
uM Cd, 75 uM Cd, 25 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50
uM SNP+50 uM Cd gruplarinda sirastyla % 21.77, % 24.32, % 31.04, % 15.13, % 25.64,
% 24.86 ve % 13.90 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 pM
Cd’ye gore 50 uM SNP+25 uM Cd grubunda % 14.20 azalma; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM
SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 12.92 ve % 8.38
oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda % 17.44 azalma
tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM SNP, 25 uM SNP+50 uM Cd, 50 uM SNP+25
uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli
bulunamamustir (P>0,05).

3.7.2. Palmioleik asit (16:1)

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 75 pM Cd, 25
uM SNP ve 50 uM SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 14.76, % 18.33 ve % 11.55
oraninda artig; 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda ise % 15.30 oraninda azalma tespit
edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd
grubunda % 9.87 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM
SNP+75 uM Cd gruplarinda sirastyla % 18.21 ve % 26.20 oraninda azalma tespit
edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 uM Cd, 50 uM Cd, 50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd,
25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarindaki
farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05).

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde yapilan analizlerde 16:1 yag asidine

rastlanmamustir.
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3.7.3. Stearik asit (18:0)

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 25 uM Cd, 50 uM
Cd, 75 uM Cd ve 50 uM SNP gruplarinda sirasiyla % 32.99, % 80.98 ve % 81.84
oranlarinda artig tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 uM SNP+75 uM Cd grubunda %
45.70 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ye gore 50
uM SNP+25 uM Cd grubunda % 28.55 oraninda azalma; 50 pM Cd’ ye gore 25 uM
SNP+50 uM Cd grubunda % 39.61 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75
uM Cd grubunda % 70.14 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). 25 uM SNP, 25 uM
SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarindaki farklar
istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05).

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda, yapilan analizlerde 18:0 yag asidine

rastlanmamustir.

3.7.4. Linoleik asit (18:2)

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 50 uM Cd, 75 uM
Cd, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 puM SNP+75 uM Cd ve 50 uM
SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 56.36, % 60.85, % 99.62, % 73.49, % 85.15 ve %
99.92 oranlarinda artis tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ye gore 25
uM SNP+25 uM Cd grubunda % 61.89 oraninda artig; 50 uM Cd’ ye gore 50 uM SNP+50
uM Cd grubunda % 27.86 oraninda artig; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd
grubunda % 15.10 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM SNP, 25 uM Cd
ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir
(P>0,05).

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 25 uM Cd, 50
uM Cd, 75 uM Cd, 25 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM
SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM
Cd gruplarinda sirasiyla % 24.66, % 34.07, % 44.61, % 14.25, % 10.90, % 17.22, % 40.02,
% 14.12, % 10.04 ve % 54.64 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM SNP
grubunda % 7.31 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM
Cd’ye gore 25 uM SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd grubunda sirastyla % 11.03
ve % 8.45 oraninda azalma; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM
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SNP+50 uM Cd grubunda sirasiyla % 12.57 ve % 17.93 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye
gbre 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda % 6.95 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05).

3.7.5. Linolenik asit (18:3)

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 50 uM Cd, 75
uM Cd ve 25 uM SNP gruplarinda sirasiyla % 13.13, % 16.83 ve % 12.80 oraninda azalma
ve 50 pM SNP+25 uM Cd grubunda % 9.13 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05).
Gruplar arasinda; 25 pM Cd’ye gore 50 uM SNP+25 uM Cd grubunda % 15.68 oraninda
artis; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM Cd grubunda
strastyla % 21.29 ve % 16.73 oraninda artig; 75 pM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve
50 uM SNP+75 uM Cd grubunda sirastyla % 23.83 ve % 23.93 oraninda artig tespit
edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 pM Cd, 50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM
SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM
Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamaistir (P>0,05).

Uygulama yapilan fidelerin kdoklerinde, yapilan analizlerde 18:3 yag asidine

rastlanmamustir.

Tablo 10. SNP 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun

kokte yag asidi bilesiminin (%) degisimi lizerine etkileri

KOK
GRUPLAR
16:0 18:0 18:2
Kontrol 36.20+3.76 30.13 + 3.08 13.13£2.80
25 uM SNP 47.09 +2.30*
50 uM SNP 39.67 + 1.54 39.79 + 3.86* 17.18 £ 1.74
25 uM Cd 39.92+1.92 40.07 +2.23* 16.19+1.26
50 uM Cd 42.88 +1.76 54.53 + 0.48* 20.53 + 1.49*
75 uM Cd 45.57 + 1.55% 54.79 + 1.32% 21.12 +2.55%
25 uM SNP+25 pM Cd 40.67 £2.07 33.85+0.35 26.21 + 2.49%°
25 uM SNP+50 pM Cd 46.57 +2.35% 32.93 +5.42° 22.78 +2.76*
25 uM SNP+75 pM Cd 45.17 + 5.69* 16.36 + 1.62*° 2431 + 0.63*°
50 pM SNP+25 pM Cd 32.84+2.76 28.63 +3.47° 14.45+ 228
50 pM SNP+50 pM Cd 58.48 + 5.00%° - 26.25 + 0.40%°
50 pM SNP+75 pM Cd 44.67+2.71

*:Kontrole kiyasla o: Gruplararasi; p<0.05olasilik seviyelerinde 6nemli. Verilerin ortalamasi
+SE (n: 3)
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Tablo 11.

yaprakta yag asidi bilesiminin (%) degisimi lizerine etkileri

SNP 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun

YAPRAK
GRUPLAR
16:0 16:1 18:2 18:3
Kontrol 12.95 +0.40 10.92 +£0.45 8.08 £0.10* 60.56 + 1.35
25 uM SNP 14.92 £ 0.09* 12.91 £ 0.33* 9.22+£0.01* 52.81 £ 1.53*
50 uM SNP 12.52 +0.00 11.84 £0.00 7.48 £ 0.00* 60.98 +£0.00
25uM Cd 15.77 £ 0.46* 10.88 + 0.06 10.06 £0.11* 57.13 £1.82
50 pM Cd 16.10 £ 0.06* 11.75+0.31 10.83 £0.11* 52.61 £ 1.61%*
75 uM Cd 16.98 + 0.54* 12.52 £ 0.18% 11.67 £0.26* 50.36 £ 0.35%
25 uM SNP+25 pM Cd 16.28 + 0.42%* 11.41 £0.58 8.96 £ 0.23*" 58.68 £ 2.81
25 uM SNP+50 pM Cd 14.02 £ 0.20" 10.59 £ 0.63" 9.46 £+ 0.24*" 63.80 £+ 1.80°
25 uM SNP+75 pM Cd 16.17 £0.13* 10.24 +0.14° 11.30 £ 0.09* 62.26 +=0.10"
50 pM SNP+25 uM Cd 13.53 £0.13" 11.03 £0.07 9.21 £0.18*" 66.08 = 0.39*"
50 uM SNP+50 uM Cd 14.75 £ 0.04*" 12.18 £ 0.38%* 8.88 £0.12*" 61.41 £0.49”
50 uM SNP+75 uM Cd 14.01 +£0.94"° 9.24 +0.36*" 12.49+ 0.47*° 62.41+0.11°

*:Kontrole kiyasla o: Gruplararasi; p<0.05olasilik seviyelerinde 6nemli

. Verilerin ortalamas1 =SE (n: 3)
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Misir (Zea mays L.) fideleri {lizerinde yapilan bu ¢alismada, SNP 6n uygulamasi
yapilan fidelerin farkli kadmiyum konsantrasyonlarina verdigi cevaplar arastirilmistir.
Literatiir taramalarimizda musir bitkisinde, SNP ve Cd’yi birlikte calisan bir makaleye
rastlamadigimiz i¢in parametreleri ¢ogunlukla dolayli makaleler iizerinden tartismaya
calistik. Genel olarak fidelere uygulanan kadmiyum konsantrasyonlar arttik¢a, gerek SNP
on uygulamasiz (Hassan vd., 2005; Laspina vd., 2005; Ayhan, 2006; Ivarez vd., 2006;
Krantev vd., 2008; Chaudhary ve Sharma, 2009; Guo vd., 2009; Auda ve Emad, 2010;
Mohsenzadeh vd., 2011; Zhao, 2011; Kalinbacak vd., 2012; Moradkhani vd., 2012; He
vd., 2014; Singh ve Shah, 2014), gerekse SNP 6n uygulamali (Kopyra ve Gwozdz, 2003;
Laspina vd., 2005; Chen vd., 2012; Zhao vd., 2013; He vd., 2014) fidelerde kontrol grubu
fidelerine kiyasla, fide boyu biiyiimesi, taze agirlik basina diisen kuru agirlik miktarlari
cogu kez anlamli bir sekilde azalmigtir. Bu konuda SNP 6n uygulamasinin (50 uM SNP),
Cd’ nin biiyiime parametreleri lizerindeki inhibitif etkisini hafifletme c¢abasi anlamli
bulunmustur (Laspina vd., 2005; Chen vd., 2012; Zhao vd., 2013; He vd., 2014). Tek
basina SNP uygulamalarinda, bliylime parametreleri iizerinde kontrole kiyasla, 50 uM SNP
daha inhibitif bulunmustur (Zhao vd., 2013).

Ayrica gerek SNP 6n uygulamasiz (Costa ve Spitz, 1997; Skoérzynska-Polit vd.,
1998; Laspina vd., 2005; Ayhan, 2006; Krantev vd., 2006; Chaudhary ve Sharma, 2009;
Lopez-Millan vd., 2009; Mohsenzadeh vd., 2011; Zhao, 2011; Saidi vd., 2013; Singh ve
Shah, 2014), gerekse SNP 6n uygulamali (Aytamka, 2005; Laspina vd., 2005; Selgukcan,
2005; Zhao-Duan vd., 2009; Xiu-Lan vd., 2012; Zhao vd., 2013; Singh ve Shah, 2014)
fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla, pigment miktar1 ¢ogu kez anlamli bir
sekilde azalmistir. Bu konuda SNP 6n uygulamasinin, Cd’ nin kl (a+b) iizerindeki yikict
etkisini 25 uM SNP konsantrasyonu i¢in ve karotenoid {izerindeki yikici etkisini ise 50 uM
SNP konsantrasyonu i¢in hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur (Laspina vd., 2005; Zhao-
Duan vd., 2009; Zhao vd., 2013). Tek basina SNP uygulamalarinda, kl (a+b) miktarinda 50
uM SNP ve karotenoid miktarinda ise 25 uM SNP daha yikict bulunmustur (Zhao vd.,
2013). Makroskobik anlamda s6z konusu agir metalin uygulandig fidelerin yapraklarinda
nekrozis, klorozis ve 6zellikle kdklerde doku yikimlarina bagli yumusamalar gézlenmistir.

SNP uygulanan gruplarda ise, bu yikimlar daha hafif gézlenmistir. Sonuglarimiza gore;



uygulanan Cd konsantrasyonlar1 karsisinda gerek biiyiime parametreleri i¢in, gerekse
pigment yikimi i¢in SNP’ nin hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur.

Ozellikle agir metal stresinde tipik bir parametre olan ve siklikla yapraklarda
sorgulanan prolin miktar1 konusunda kontrole kiyasla, uygulama yapilan diger gruplarda
genellikle anlamli farklar tespit edilmistir. Gerek SNP 6n uygulamasiz (Zhao, 2011;
Thounaojam vd., 2012; He vd., 2014), gerekse SNP 6n uygulamali (Aytamka, 2005; Zhao
vd., 2013; He vd., 2014) fidelerde kontrol grubu fidelerine kiyasla, koklerde ¢ogunlukla
prolin miktar1 azalmig yapraklarda ise siirekli olarak artmistir. Bu konuda SNP 6n
uygulamasinin kokte 50 uM SNP i¢in ve yaprakta ise 25 uM SNP i¢in, Cd’ nin prolin
miktar1 artis1 lizerindeki hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur (Laspina vd., 2005; Zhao-
Duan vd., 2009). Tek basina SNP uygulamalarinda, prolin miktar1 artig1 tizerinde kontrole
kiyasla, 25 pM SNP daha geride kalmistir (Kazemi vd., 2010).

Yapraklarda ve koklerde oksidatif stresin siddetini gosteren Onemli bir diger
parametre olan ve hiicre membranindaki lipit peroksidasonunun hizim1 gosteren MDA
konusunda ¢aligilan gruplar arasinda 6nemli artislar tespit edilmistir. SNP 6n uygulamasiz
(Metwally vd., 2003; Jouili ve El Ferjani, 2004; Ayhan, 2006; Ivarez vd., 2006; Krantev
vd., 2006; Guo vd., 2007; Krantev vd., 2008; Singh vd., 2008; Guo vd., 2009; Popova vd.,
2009; Belkhadi vd., 2010; Ahmad vd., 2011; Mohsenzadeh vd., 2011; Yilmaz ve Parlak,
2011; Zhao, 2011; Saidi, 2013; He vd., 2014; Singh ve Shah, 2014) ve SNP 6n uygulamal
(Laspina vd., 2005, Singh vd., 2007; Singh vd., 2008; Kumari vd., 2010; Zhao vd., 2013;
He vd., 2014; Shi vd., 2014) fidelerde, kontrol grubu fidelerine kiyasla, MDA miktari ¢ogu
kez anlamli bir sekilde artmistir. Bu konuda SNP 6n uygulamasinin (50 uM SNP), Cd’ nin
MDA miktarini arttirici etkisini hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur (Laspina vd., 2005,
Singh vd., 2007; Singh vd., 2008; Zhao-Duan vd., 2009; Kumari vd., 2010; Chen vd.,
2012; Zhao vd., 2013; He vd., 2014; Shi vd., 2014). Tek basina SNP uygulamalarinda,
MDA miktar1 kontrole kiyasla, 50 uM SNP daha az bulunmustur (Kazemi vd., 2010).
Sonug olarak SNP uygulamasimin Cd’ nin lipid peroksidasyonunu arttiric1 etkisni 6nemli
ol¢iide azalttig1 bulunmustur.

Genel anlamda Cd uygulanan misir fidelerinin koklerinde ve yapraklarinda SNP 6n
uygulamasiz (Hatata ve Abdel- Aal, 2008; Guo vd., 2009; Yilmaz ve Parlak, 2011)
fidelerde, kontrole kiyasla glutatyon degerlerinde artma; SNP 6n uygulamali (Laspina vd.,
2005; Zhao vd., 2013; Shi vd., 2014) fidelerde ise azalma tespit edildi. Bu konuda 50 uM
SNP 6n uygulamasinin hem kokte hemde yaprakta Cd’ nin GSH {izerindeki arttirici
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etkisini hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur (Laspina vd., 2005, Singh vd., 2008; Zhao
vd., 2013; He vd., 2014; Shi vd., 2014). Tek basina SNP uygulamalarinda, glutatyon
miktari iizerinde kontrole kiyasla, 50 uM SNP daha azaltic1 bulunmustur.

Genel anlamda, Cd uygulanan musir fidelerinin koklerinde ve yapraklarinda SNP 6n
uygulamasiz (Srivastava vd., 2006; Lin vd., 2007; Liu vd., 2007) fidelerde, kontrole
kiyasla okside glutatyon degerlerinde artma ve SNP 6n uygulamali (Shi ve Zhu, 2008;
Lopez-Orenes vd., 2014) fidelerde ise azalma tespit edildi. Bu konuda SNP 6n
uygulamasinin hem kokte (50 pM SNP) hem de yaprakta (25 pM SNP), Cd’ nin GSSG
miktar1 tizerindeki arttirict etkisini hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur. Tek basina SNP
uygulamalarinda, GSSG miktar1 iizerinde kontrole kiyasla, 25 uM SNP daha azaltici
bulunmustur.

Yag asitlerini misir lizerinde veya bagka bir bitki lizerinde SNP ile Cd’ ye bagh
olarak calisan bir makaleye rastlamadik. Bu nedenle tartismamizi ¢ok derinlestirmeden
stresi hafifleten bir haberci molekiil olan salisilik asit iizerinden ele alacagiz. Farkli
bitkilerde Cd’ nin yol agti1 toksik stres veya oksidatif stresin fidelerin yapraklarindaki
membranlarda yag asidi profilini etkiledigi bildirilmistir (Benmously-Mlika vd., 2005;
Nouairi vd., 2005). Genel olarak fidelere uygulanan kadmiyum konsantrasyonlar1 arttikca,
gerek SNP 6n uygulamasiz (Quariti vd., 1997; Ivanova vd., 2008; Belkhadi vd., 2010),
gerekse SNP 6n uygulamali (Ivanova vd., 2008) fidelerde kontrol grubu fidelerine kiyasla
16:0 yaprak ve koklerde artmistir. Bu konuda SNP 6n uygulamasinin (50 uM SNP), Cd’
nin palmitik asit miktar1 tizerindeki arttiric etkisini hafifletme ¢abast anlamli bulunmustur
(Ivanova vd., 2008). Tek basina SNP uygulamalarinda, palmitik asit iizerinde kontrole
kiyasla, 50 puM SNP daha az bulunmustur. Cd uygulamalar1 ile SNP 6n uygulamasiz
(Quariti vd., 1997) ve SNP 6n uygulamali fidelerde 16:1 yapraklarda genel olarak artarken,
bazi gruplarda SNP 06n uygulamasiyla bu artis hafifletilmistir. Bu konuda SNP o6n
uygulamasinin (50 uM SNP), Cd’ nin 16:1 {izerindeki arttiric1 etkisini hafifletme ¢abasi
anlamli bulunmustur (Quariti vd., 1997). Cd uygulamalari ile SNP 6n uygulamasiz (Quariti
vd., 1997; Ivanova vd., 2008; Belkhadi vd., 2010) ve SNP 6n uygulamal1 (Ivanova vd.,
2008) fidelerde 18:0 koklerde artmistir. Bu konuda SNP 6n uygulamasinin (50 uM SNP),
Cd’ nin 18:0 iizerindeki arttiric1 etkisini hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur (Ivanova
vd., 2008). Cd uygulamalar1 ile SNP 6n uygulamasiz (Quariti vd., 1997; Popova vd., 2009;
Belkhadi vd., 2010) ve SNP 6n uygulamali fidelerde 18:2 kok ve yapraklarda artmistir. Bu
konuda SNP 6n uygulamasinin (50 uM SNP), Cd’ nin 18:2 miktar1 {izerindeki arttirict
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etkisini hafifletme cabasi anlamli bulunmustur (Ivanova vd., 2008). Cd uygulamalari ile
SNP 6n uygulamasiz (Quariti vd., 1997; Ivanova vd., 2008; Popova vd., 2009) fidelerde
18:3 yaprakta azalirken; SNP 6n uygulamali (Ivanova vd., 2008) baz1 fidelerde ise 18:3
miktar1 yapraklarda artmistir. Bu konuda SNP 6n uygulamasinin (25 uM SNP), Cd’ nin
18:3 miktar1 tizerindeki arttirici etkisini hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur (Ivanova
vd., 2008). Kontrole kiyasla, yaprakta 16:0, 18:2, 18:3 yag asitleri artarken; 16:1° de
azalma meydana gelmistir. Kokte, 16:1 ve 18:3’e rastlanmamistir. Yapraklarda ise 18:0° a
rastlanmamustir. Diger yag asitleri i¢in de benzer sonuglar tespit edilmistir.

Dogal olarak bitkiler i¢in gerekli bir element olmayan Cd’in ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi misir bitkisi i¢in toksik oldugu tespit edildi. SNP’ nin doza bagh
olarak Cd’ ye kars1 hafifletici etki yarattig1 bulundu. Sonug olarak elde edilen bulgular;
secilen konsantrasyonlara, planlanan uygulama sekline ve siiresine bagli olarak musir
fidelerinde SNP’ nin, Cd’ nin belirli parametreler {izerinde sebep oldugu oksidatif stresi
sinirl1  Glgiide de olsa diizenleyebildigini diisiindiirmektedir. Ancak konunun tam
anlasilmasi acisindan, enzimatik olan ve olmayan antioksidan temizleyici unsurlarin da

calisilmasinin ¢alismamiza katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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