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ONSOZ

Endiistriyel gelisme, artan diinya niifusu ve kentsel yasamin beraberinde getirdigi
cevre kirliligi, ozellikle yirminci yiizyilin ikinci yarisindan itibaren dogal yasami tehdit
etmektedir. Cevre kirliligi, ekosistem iizerinde diizensizliklere ve zararlara sebep olarak,
canli yasamini olumsuz bir sekilde etkileyebilecek olan kirleticilerin ¢evreye girisi ve bu
alanlarda yiliksek miktarlarda birikmesi seklinde tanimlanabilir. Cevre kirliliginin en
tehlikeli olanm1 agir metallerin olusturdugu kirliliktir. Agir metaller tiim canlilar iizerinde
fizyolojik ve biyokimyasal hasarlara neden olmaktadir. Agir metallerin ¢evrede olagan dis1
sekilde birikmesi, bitkiden insana hemen her g¢esit organizma igin tehlike arz etmektedir.
Bazilar1 toprak, su ve havada eser miktarlarda bulunsalar dahi biitiin canlilar i¢in tehlikeli
olabilmektedirler. Agir metaller i¢inde en toksik etkiye sahip olan kadmiyumdur.

Salisilik asit, genellikle bir hidroksil grubu ya da onun fonksiyonel tiirevini tastyan,
aromatik halkaya sahip bir bitki fenoligidir. Salisilik asitin bitkilere uygulanmasi ile ilgili
calismalar, uygunsuz c¢evre kosullari sonucunda meydana gelebilecek fizyolojik ve
biyokimyasal olumsuzluklari elimine edebilecegi yoniindedir. Salisilik asitin uygun dozlar
bitkilerin morfolojik ve fizyolojik gelisimleri iizerine olumlu etkileri oldugu gibi,
kadmiyum gibi toksik etkiye sahip agir metallerin olusturdugu stresi tolere edebildigine
dair bilgiler de mevcuttur. Bu noktadan hareket ederek, kadmiyumun bitkideki zararina
karsi salisilik asitin etkilerini ortaya koymay1 amagliyoruz.

Tez ¢aligmamin her agamasinda bilgi ve deneyimlerini paylagarak bana destek olan ve
tez calismami yonlendiren danisman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Songiil CANAKCI ’ya, tez
caligmalar1 sirasinda gerekli laboratuar imkanin1 saglayan, bilgi ve deneyimlerini bizden
esirgemeyen Zooloji Ana Bilim Dali Profesorii Saym hocam Okkes YILMAZ ’a ve Ars.
Gor. Seving AYDIN ’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Ayrica maddi ve manevi desteklerini,
her zaman oldugu gibi bu siiregte de esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Zeynep KARABOGA
ELAZIG-2012
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OZET

Bu ¢alismada salatalik (Cucumis sativus L. cv) tohumlarindan gelistirilen 15 giinliik
fideler materyal olarak kullanildi. Fidelere yapilan tiim uygulamalarda kokten hidrofonik
yontem tercih edildi. Fideler 24 saat siireyle salisilik asit (0.75 mM) 6n uygulamasi yapilan
ve yapilmayan olarak iki gruba ayrildi. Daha sonra bu iki gruba kendi i¢inde kontroller (saf
su ve salisilik asit) sakli tutulmak kosuluyla kadmiyumun farkli konsantrasyonlar1 (0, 25,
50 ve 100 uM) ayr ayr1 uygulandi. Farkli uygulamalar gérmiis fidelerde fide ve yaprak
boyu, fide taze ve kuru agirligi gibi biliylime parametreleri tespit edildi. Ayrica fide de
protein, yaprakta pigment, malondialdehit ve glutatyon miktarlar1 belirlendi.

Elde edilen sonuclara gore; salisilik asit 6n uygulamasi yapilan ve yapilmayan
fidelerde s6z konusu biiylime parametreleri ve yapraklarda pigment (klorofil a+b ve
karotenoid) miktarlar1 bakimindan ilgili gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki ac¢idan
anlamli bulunamadi (p> 0.05). Ancak kontrole kiyasla ad1 gegen parametrelerde kadmiyum
konsantrasyonu arttikga onemli Olglide gerilemeler ve disiisler tespit edildi (p< 0.05).
Uygulama yapilan fidelerde 25 pM kadmiyum konsantrasyonu i¢in salisilik asit 6n
uygulamasinin protein miktarindaki kaybi azaltici etkisi tespit edildi (p< 0.05). Yine
kontrole kiyasla salisilik asit 6n uygulamasi yapilan ve yapilmayan gruplarda kadmiyum
konsantrasyonu arttik¢a fidelerde protein miktarinda belirgin azalmalar bulundu. Fidelerin
yapraklarindaki malondialdehit miktar1 salisilik asit 6n uygulamali gruplarda (25 ve 50
uM) daha diisiik bulundu (p< 0.05). Kontrole kiyasla biitiin gruplarda malondialdehit
miktarlan yiiksek bulundu (p< 0.05). Fidelerin yapraklarindaki glutatyon miktarin salisilik
asit 6n uygulamast 50 uM kadmiyum konsantrasyonu i¢in artirdi (p< 0.05). Kontrole
kiyasla genel olarak gruplarda glutatyon miktarlari diisiik bulundu (p< 0.05).

Sonug olarak secilen konsantrasyonlara ve planlanan uygulama sekline, siiresine bagh
olarak salisilik asit 6n uygulamasinin kadmiyum toksisitesinin belirli parametreler lizerinde
sebep oldugu olumsuz etkileri diizenledigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Salatalik, Kadmiyum, Salisilik Asit, Toksik Etki



SUMMARY

Physiologocal and Biochemical Changes Due to Cadmium on Salicylic Acid Treated
Cucumber (Cucumis sativus L.) Seedlings

In this study, developed the seeds of cucumber (Cucumis sativus L. cv) seedlings of
15 days were used as the material. Seedlings, roots in the hydroponic method was preferred
in all applications. Seedlings, salicylic acid for 24 hours (0.75 mM)were divided into two
groups: pre-application and leave. Then these two groups, controls (distilled water and
salicylic acid) its own right to be kept in condition, different concentrations of cadmium (0,
25, 50 and 100 uM) were performed separately. Different applications have seen seedlings,
seedling length, seedling fresh and dry weight was determined as growth parameters. In
addition, seedlings of protein, leaf pigments, malondialdehyde, and glutathione quantities
were determined.

According to the results obtained; salicylic acid pre-application and leave the
growth parameters of seedlings and leaf pigment (chlorophyll a + b and carotenoids) in
terms of quantities has been found statistically not significant differences between the
groups (p> 0.05). However, compared to the control parameters mentioned in the
concentration of cadmium increases and decreases in setbacks was significantly (p< 0.05).
Seedlings treated for 25 uM concentration of cadmium loss of the effect of reducing the
amount of salicylic acid pre-application of protein was detected (p< 0.05). Again,
compared to control groups of salicylic acid pre-application and leave significant decreases
in the amount of protein found seedlings increases the concentration of cadmium. The
amount of malondialdehyde leaves of seedlings pre-applied salicylic acid groups (25 and
50 uM) was lower (p< 0.05). Amounts of malondialdehyde were significantly higher in all
groups compared to control (p< 0.05). Salicylic acid, glutathione, the amount of leaves of
seedlings pretreated for 50 uM cadmium concentration increased (p< 0.05). As compared
to control groups, the overall amount of glutathione was lower (p< 0.05).

As a result, depending on the selected concentrations, the shape of the planned
application and the duration of pre-application of salicylic acid is considered organized on
cadmium toxicity caused by the adverse effects of certain parameters.

Key Words: Cucumber, Cadmium, Salicylic Acid, Toxic Effect
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1. GIRIS

Stres, biyotik ve abiyotik faktdrlerin ayr1 ayr1 ya da birlikte fizyolojik ve
biyokimyasal olaylarda belli degisimleri meydana getirmesi veya organizmada hasar
olusturma kapasitesi olarak tanimlanabilir. Bitkilerin normal gelisme seyrini ve fizyolojik
olaylarinm1 etkileyen, yavaslatan ve/veya durduran tiim c¢evre etmenleri de stres faktorleri
olarak adlandirilmaktadirlar. Stres faktorleri, cansiz ¢evre etmenlerinin bitkide yapmis
oldugu stres (abiyotik stres faktorleri) ve canli ¢evre etmenlerinin bitkide yapmis oldugu
stres (biyotik stres faktorleri) olarak siniflandirilmistir [1].

Biyologlar canli organizmalara elverisli olmayan herhangi bir ¢evre faktorii igin
“stres” terimini benimsemisler, elverissiz bir c¢evre faktoriine karsi bitkinin hayatta
kalabilme yetenegine ise “stres drenci (tolerans)” adin1 vermislerdir. Bir bitkinin herhangi
bir strese 6nceden maruz kalmasi sonucu toleransi artmis ise, bitkinin alismis oldugu ya da
direncinin artmis oldugu ifade edilmektedir. Alistirma, adaptasyondan farklidir.
Adaptasyon genellikle pek ¢ok nesil boyunca se¢ilim sonucu kazanilan, genetiksel olarak
belirlenmis direncin diizeyini belirtir. Cevresel streslere adaptasyon ve alisma, morfolojik,
anatomik, hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde olmak iizere, birbirine baglh
olaylar sonucu olusmaktadir. Bitkilerin karsilastiklar1 bir stres faktoriine karst verdigi
tepkiler, genel olarak kaginma ve tolerans olarak iki ana baglik altinda toplanabilir [2].
Kaginma, stres faktorlerinin bitki dokularma girisinin 6nlenmesi veya azaltilmasini ifade
ederken, tolerans ise stres faktorlerin etkisini elemine etme, azaltma veya tamir etme
mekanizmalari olarak tanimlanabilir.

Bitkilerin maruz kaldiklar1 g¢evre faktorleri, onlarin kalite ve verimlilik tizerinde
biiyiik bir etkiye sahiptir. Verimli bir yetistiricilik i¢in bitkilerin optimum ¢evre isteklerinin
karsilanmas1 zorunludur. Bunlar iklim faktorleri, toprak faktorleri, dogal olmayan
kirleticiler, seklinde siiflandirmak miimkiindiir. Bu optimum isteklerde meydana gelen
her tiirlii sapma o bitki i¢in stresi meydana getirir. Bitkilerin ortalama veriminin %50°den
fazla azalmasina neden olan abiyotik stres, diinyadaki tarimsal {riin kaybmin birincil
nedenidir. Abiyotik stres morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlere

neden olarak  bitki  biiyime ve  verimliliini  olumsuz  etkilemektedir.



Son yillarda, c¢evre kirligine neden olan ve gittikge daha biiyiik boyutlarda tehlike
olusturan en Onemli etmenlerin basinda agir metaller gelmektedir [3]. 19. yiizyilin
sonlarinda ve 20. yiizyilin baslarinda, madencilik ve sanayi faaliyetleri arttikca metallerin
gevre kirliligi yayginlasmistir. Diinya ¢apinda mevcut maden tiretimi agisindan bakir (Cu),
kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve civa (Hg) 6nem tagimaktadir [3]. Topraktaki agir metaller,
endiistri kaynakli atmosferik tortu, madencilik faaliyetleri, evsel ¢op alanlari gibi
(antopojenik kaynaklar) ¢esitli kaynaklar ile fosfat giibresi ve atik su ¢amurundan
olusabilir [4]. Sonugta artan sayida, farkli antropojenik kaynaklardan tiiretilen bu
kirleticiler, giderek cesitli ekosistemleri ciddi boyutta etkilemistir [5].

Toplam 90 dogal elementten 53’1 agir metal olarak kabul edilmektedir [6]. Bu
elementler arasinda ¢inko (Zn), nikel (Ni), Cu, kobalt (Co), vanadyum (V) ve Cd toksik
elementlerken, yiliksek ya da diisiik 6neme sahip eser elementlerden demir (Fe), molibden
(Mo) ve mangan (Mn) 6nemli mikro besin elementlerdir. Fonksiyonu besin olarak bilinen
giimiis (AQ), arsenik (As), Hg, Cd, Pb ve antimon (Sb) bitkiler ve mikroorganizmalar i¢in
daha az ya da ¢ok toksik gibi goriinmektedir [7]. Agir metallerin bitki fizyolojisi ve
metabolizmasi lizerindeki toksik etkileri cok kompleks olup, bitkinin tiiriine ve yasina, agir

metalin tabiatina ve konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir [8].

1.1. Agr Metal Toksisitesi

Agir metaller yogunlugu 5 gr/cma’ ten daha yiiksek metaller olarak tanimlanir ve
bunlarin birkaci biyolojik olarak oOnemlidir. Ekosistemler igerisinde bitki ve hayvan
topluluklart icin fizyolojik kosullar altinda ¢dziinen 17 agir metal canli hiicreler igin
kullanilabilirler [6]. Agir metaller arasinda Zn, Ni, Cu, V, Co, volfram (W) ve Cr
konsantrasyonu diisiik toksik olmayan elementlerdir. Besin gibi bilinen hi¢bir isleve sahip
olmayan As, Hg, Ag, Sb, Cd, Pb ve aliminyum (Al), bitki ve mikroorganizmalar igin daha
az veya daha fazla toksiktir [9,10].

Agir metaller 6nemli ¢evresel kirleticilerdir [8] ve durumlart 6zellikle litojenik ve
pedojenik dogal siiregli topraklara, ama aynmi zamanda, madencilik, fosil yakitlarin
yanmasi, kentsel atik bertarafi, toprak yiizey akisi, metal isleme sanayileri, fosfat giibre
uygulamasi ve evsel kat1 atik imha alanlar1 gibi antropojenik faktorler baglidir. Evsel ve

endiistriyel atiklar topraktaki agir metal birikiminin kaynagini olusturmaktadir [11]. Izin



verilen sinirin tizerinde agir metaller ile kirlenmis toprak tarimsal verimde diisiislere neden
olmaktadir [12,13]. Ortamdaki agir metallerin artisi, ¢cevre kirliliginin 6nemli bir nedeni
sayilmaktadir.

Gegis metalleri tarafindan {iretilen toksisite norotoksisite, hepatoksisite ve
nefrotoksisiteye yol ag¢maktadir [14]. Bu metallerin farkli ¢Oziniirliliigii, emilimi,
taginmast ve kimyasal reaktivitesi viicut i¢indeki toksisitesinde belirli farkliliklara yol
acmaktadir [14]. Toprakta bulunan agir metallerin kimyasal formu, ilgili metal, pH ve
diger iyonlarin varligina baghidir [15]. Asir1 miktarda agir metal varligi gézlenen bitkilerde
toksisite belirtileri hiicresel diizeyde bir dizi etkilesimler nedeniyle olabilmektedir [16].
Aktivite inhibisyonu ya da yapinin bozulmasina yol agan toksisiteye, proteinlerin siilfidril
gruplarina baglanan metaller neden olabilmektedir [17]. Enzimlerin ligand gruplar ile
metal etkilesimi biiyiik Olgiide toksisiteyi tanimlar ve enzimlerin inhibisyonu katalitik
olarak  aktif gruplarimn  maskelenmesinden veya protein  denatiirasyonundan
kaynaklanabilmektedir [15]. Buna ek olarak, asirt miktarda agir metal serbest radikaller ve
reaktif ~ oksijen tiirlerinin  olusumunu uyarmaktadir [18-21]. Yiiksek metal
konsantrasyonlarina maruz kalan bitkilerde, oksidatif stres olusur. Bazi antioksidan
enzimler dolayli olarak metal toksisitesine hiicresel yanitta fitokelatinlerin roliini
tamamlayabilirler [22]. Bitkiler yiiksek derecede toksik metaller ile basa ¢ikmak veya
fizyolojik gereksinimlerini karsilayan gerekli metalleri bulundurmak amaciyla metallerin
birikimi ve detoksifikasyonunu kontrol etmeye yarayan karmasik mekanizmalar
gelistirmiglerdir. Atmosfer, toprak ve suda asir1 miktarda esansiyel ve esansiyel olmayan
metallerin varlig1 tim organizmalar i¢in ciddi sorunlara neden olabilmektedir.

Fotosentetik organizmalar, agir metallere son derece duyarlidir. Metal iyonlarinin
yiiksek bitkiler tizerine etkisi fotosentez, solunum, su ve mineral besin alimi gibi fizyolojik
fonksiyon bozukluklarini igerir. Agir metaller, bitki dokusunda su iligkiler1 ve su
almmmimin diizenini bozar ve bu sekilde genellikle biitiin bitkinin gelismesi ve yaprak
biiyiimesi azalir [23]. Oksidatif stres sonucu elektron taginiminin bozulmasini ile oksijenin
reaktif formlarmin sentezlenmesi indiiklenir [18]. Agir metaller yapraklarin Fe alinimi ve
taginim1 dahil olmak iizere esansiyel besin alimi ve dagilimint bozar. Bu metal klorofil
sentezi i¢in ve CO, asimilasyonu ile baglantili tiim siireglerin normal fonksiyonu i¢in

gereklidir [24]. Bitkilerin metabolizmasi ve fotosentetik parametrelerindeki degisiklikler,



agir metal uygulamasi sonrasi, metal kirliligi, metal stresinin siiresi ve bitki tiirlerinin

siralamasina baglhdir.

1.1.1. Bitkilerde kadmiyum toksisitesi

Kadmiyum bitki biiyiime ve gelismesini olumsuz etkileyen esensiyal olmayan bir
elementtir. Cevreye gii¢ istasyonlari, 1sitma sistemleri, metal isleme sanayileri ve kentsel
trafik ile yayilirlar. Elektriksel kaplama, plastik stabilizatorleri ve nikel-kadmiyum
pillerinde yaygin olarak kullanilir [25]. Yiiksek toksisite ve suda ki yiiksek ¢oziiniirligi
nedeniyle son derece 6nemli bir kirletici olarak kabul edilmektedir [3]. Cd’ un deniz
ortamina girisindeki baslica kaynaklar1 atmosferdeki birikimi, evsel su atiklar1 ve sanayi
atiklari igerir.

Bir agir metal olan Cd, bitkilerde ve hayvanlarda yiiksek toksisiteye sahip kuvvetli
bir gevresel kirleticidir [25]. Hayvanlarda kadmiyum genotoksisite ve ekotoksisite olarak
goriilmiistiir [26]. Ozellikle son yillarda tarimda 6nemli oranlarda iiriin kaybina yol acan
bu agir metal insan sagligini da tehdit eden 6nemli bir unsur haline gelmistir [27]. Dogada
Cd, metallerden, fosfat giibrelemesinden [28] ve kaya mineralizasyon siirecinden [29]
serbest kalmaktadir. Toprak-bitki sisteminde bu metalin yiiksek oranda mobilitesi besin
zincirine girigini kolaylastirmaktadir [30]. Oksitleyici kosullarda, ¢dziiniir ve mobil cd*
olarak serbest kalan Cd, topragi bozmakta ve bitkiler tarafindan kolaylikla asimile
edilmektedir. Bitkilerin Cd’u asir1 almasi ile hemen hemen tiim fizyolojik siirecler
bozulmaktadir [17, 31, 32] ve lipid membranlar etkilenmektedir [33].

Cevresel bir kirletici olarak Cd’ un arastirilmasi 6nemli olmakla beraber, bitkide
yarattig1 toksik etkilerin mekanizmasi tam olarak anlasilabilmis degildir [25]. Kadmiyum,
bitkilerde gii¢lii bir oksidatif stres faktoriidiir [34]. Bunun sonucu olarak bitkilerde bir dizi
toksik belirtilere neden olmaktadir. Serbest Cd plazmatik kompartmanlarda, hiicre
metabolizmasini ve diizenlenmesini bozarak, yiiksek oranda toksisiteye [17], biiyiimede
gecikmeye, fotosentezin inhibisyonuna, su iligkilerinde degisiklige, makro ve mikro
besinlerin alinmasi ve dagitilmasinda sikintilara, katyonlarin disar1 akisina ve serbest

radikallerin ¢ogalmasina yol agmaktadir [35,36].



1.1.2. Bitkilerde Agir Metal Alinim

Bitkilerin topraktaki metalleri alabilmeleri i¢in onlar1 hareketli forma gegirmeleri
gerekir. Bitkiler topraga bagli metallerin hareketini ¢ok farkli yollarla yapabilirler. Ornegin
metal selatlayici molekiiller topraktaki metali ¢ozmek ve selat yapmak i¢in rizosfere
salgilanabilir (Sekil 1. A). Coziinmiis metal iyonlar: hiicre dis1 (apoplastik) ya da hiicre i¢i
(simplastik) yollarla kok igine girebilirler (Sekil 1. B). Metal iyonlarinin ¢ogu 6zel veya
genel metal iyon tasiyicilarla ya da kanallarla serbest enerji yoluyla bitki hiicrelerine
girerler. Bazi agir metaller, bitkiler i¢in besin elementi gorevi yapan diger agir metaller
tarafindan kullanilan membranlarda lokalize olmus tasiyicilardan kolaylikla gecebilirler
[37]. Metal iyonlar1 kok i¢ine girdiklerinde ya depolanirlar ya da siirglinlere gonderilirler.
Filizlere metal tasinimi muhtemelen ksilemlerle olur. Ancak metaller floem yoluyla da
filizlere dagitilabilirler [38]. Metal iyonlar1 ksilem borularina girmek i¢in 6ncelikle kaspari
seridini gegmek zorundadirlar. Hiicre disi taginma bloke edildiginden metal iyonlar1 bu
suya gecirimsiz hiicre duvari seridini gegmek igin intraseliiler olarak hareket etmek
zorundadirlar. Ksilem hiicre duvari, metal hareketini 6nemli 6l¢iide yavaslatmasi beklenen
yiiksek bir proton degisim kapasitesine sahiptir. Bu nedenle Cd-sitrat gibi metal- selat
kompleksleri transpirasyon akiminda metal hareketlerini kolaylastirirlar. Buna ek olarak
metaller floemde organik asitler ve fitoselatinler ile selat olusturarak tasinabilirler [39]. Bir
bitki agir metallerin toksik etkilerine kars1 koymak i¢in ya onlarin hiicrelere alinmasin
sinirlayarak hiicre i¢ine girdiklerinde de detoksifiye etmek ya da agir metal
metabolizmasint gelistirmek zorundadir [40]. Hiicresel alinimi azaltarak agir metal
toksisitesinin 6nlenmesi ile ilgili kanitlar ¢ok sinirlidir. Ancak agir metal alinimini 6nleme
kok ucu meristemi gibi hassas dokular i¢in uygun bir strateji olabilir. Agir metaller hiicre
icinde biriktirildiklerinde detoksifiye edilmeleri gerekir. Bu da metale bagli olan
selatlanma, smirlama ve c¢oktiirme seklinde olabilir. Kadmiyumun da tiyolce zengin
peptitlerle iligkili olan fitoselatinlerin bulundugu vakuol i¢inde biriktirildigi bilinmektedir
[41] (Sekil 1.C) Cd ve Cd-fitoselat kompleksinin taginmasindaki mekanizmalar
tonoplasttan gecis ve Cd’ un fitoselatinlerle iligkili olarak vakuol i¢inde biriktirilmesiyle

gerceklesmektedir [42].
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Sekil 1. Kadmiyumun bitki i¢indeki olasi taginim yollar1 ve lokalizasyonu [39]

Bitkilerdeki Cd toksisitesinin en belirgin 6zelikleri biiylimenin yavaglamasi ve

klorozdur. Kloroz toksik metallerin etkilesimi ve Fe eksikliginden dolay1 olusur. Asir1 Cd

birikiminden kaynaklanan kloroz, bu agir metalin yapraklardaki Fe ile dogrudan ya da

dolayli etkilesimi sonucu ortaya ¢ikar [15]. Genel anlamda Cd stresi bitkilerde yaprak

kivrilmalarina ve kloroza neden olur. Kok ve siirgiinlerde biiyiimeyi engeller.

Kadmiyum ilk olarak bitki kokleriyle alinir ve toksik etkileri ilk bu bélgede olur.

Dokulara gecen Cd, RNA sentezini degistirebilir ve riboniikleaz aktivitesini inhibe edebilir

[43]. Cd ayrica siirgiinlerde nitrat rediiktaz aktivitesinin inhibisyonuna neden olarak

slirglinlere azot taginmasinin azalmasina neden olabilir [44].



Chen ve ark. (2003) havug ve turp koklerini su kiiltiirleri i¢in 0, 20, 40, 60, 80 ve

100 mg L-1 ve saksi denemeleri i¢in 0, 20, 60, 100 ve 150 mg L-1 Cd’nin etkisinde
birakarak siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), polifenol oksidaz, peroksidaz
aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) miktarindaki degisimi arastirmislardir [45]. Her iki
bitkinin tohumlarinin ¢imlenme oranlar1 ve kok biiytimeleri diisiilk Cd uygulamasinda bile
inhibe olmustur. Analiz edilen antioksidan enzimlerde her iki tiirde ve her iki ortamda
azalma Cd stresinden dolay: artma oldugu bulunmustur [45].

Mendelssohn ve ark. (2001) sucul makrofitlerden Typha domingensis’i 0, 20, 40,
-1 -1
60, 80 mg L CdCI2 etkisinde Spartina alterniflora’y: ise 0, 30, 60, 90, 120 mg L CdCI2

ortaminda yetistirmislerdir. Kadmiyum uygulamasi her iki tiirde de biiylimeyi siddetli bir
bicimde inhibe etmistir. Yaprak biiylimesi kisa siireli diisiik Cd etkisinde bile 6nemli
diizeylerde azalmistir [46].

Uzun siire Cd stresine maruz kalan geng arpa (Hordeum vulgare L. ) bitkilerinde
fotosentetik pigmentlerin sekillenmesi engellenmis ve ¢oziilebilir proteinlerin igeriginde
azalma gozlenmistir [31,47]. Ni, Cd ve Mo ’in seker pancarinda (Beta vulgaris L.) kuru
agirlik, nitrat icerigine, nitrat rediiktaz ve glutamin sentetazin aktivitesine, ¢oziilebilir
protein igerigine etkileri arastirilmis ve s6z konusu parametreler iizerinde en zararli etkiye
sahip agir metalin Cd oldugu sonucuna varilmistir [8]. Cd uygulanan domates fidelerinin
yaprak ve koklerinin hiicre membraninda linoleik ve linolenik asit miktarinin azaldigi

tespit edilmistir [33].
1.2. Salisilik Asit

Salisilik asit (SA), genellikle bir hidroksil grubu ya da onun fonksiyonel tiirevini
tastyan, aromatik bir halkaya sahip bitki fenoliklerindendir. SA, sogiit agacinin bilimsel
ismi olan Salix’den tiiretilmistir. Amerikanlilar ve Eski Yunanlilar, sogiit agaclari
yapraklarimin ve kabuklarmin bir agri kesici ve ates diisiiriici olarak kullanildigini
biliyorlardi. Labaratuvarda ilk kez 1828 yilinda Raffaele Piria isimli bir bilim adami
tarafindan izole edilen asetil salisilik asit (ASA) [48], ticari olarak aspirin denilen ve

insanlar tarafindan en iyi bilinen ve kullanilan antistres bilesiklerden biridir. Kimyasal



formiili C;HgO3; olan SA, renksiz kristal yapida bir organik asit olup a¢ik formiilii
asagidaki gibidir:
O H

OH

Sekil 2. Salisilik asit’ in agik formiilii

Fenolik bir bilesik olan SA, son zamanlarda bitkilerde c¢esitli fizyolojik ve
biyokimyasal rolleri nedeniyle bir bitki hormonu olarak nitelendirilir [49]. Ornegin SA,
proteinler ile ilgili patogenezi inhibe eder ve iki pirin¢ tohum cesitlerinin ¢imlenmesi
lizerine agir metallerin inhibitor etkilerini azaltilabilir [50]. Hidroksil ("OH) grubu tasiyan
aromatik halkali bitki fenolleri grubunda yer alan sekonder bir metabolit olan SA’ nin
bircok c¢evresel strese bitki tepkilerinin diizenlenmesinde biiylik bir rol oynadigi
diistiniilmektedir [51]. Osmotik stres ve tuzluluk gibi olumsuz ¢evre kosullarina bitkilerin
uyum saglamasinda biiylime diizenleyicilerin kullanimi, bitkilerin strese dayaniklilik
gelistirmesini saglayan yaklasimlar arasindadir [50]. SA, bitkilerde fizyolojik olaylarin
diizenlenmesinde yardimci olan, fenolik bilesiklere ait igsel bir biiylime diizenleyicisi
olarak kabul edilebilir [52].

Bitkiler i¢in tamamlayict biyokimyasal ve genetiksel yaklasimlar, dogal immiin
yanitlar1 ayarlayan sinyal agini incelemek i¢in kullanilmaktadir. Reseptor aracili tanima,
nitrik oksit, reaktif oksijen ara iirlinleri ve SA arasindaki sinerjik etkilesimlere dayali,
sinyal giiclendirme dongiisii biyotik ve abiyotik strese neden olmaktadir. Farkli stres
tirlerine kars1 harekete gecen alternatif diren¢ mekanizmalari, SA ve/veya biiylime
diizenleyicileri arasinda gelisir. Ayrica SA, patojen saldirilardan sonra bitkilerde lokal ve
sistemik hastaliklara diren¢ yaniti kurmayr kapsayan 6nemli bir sinyal elementi olarakta
tanimlanmistir [53,54]. Patojen bir saldiridan sonra, SA diizeyi genellikle artar ve
patogenez ile ilgili proteinleri uyarir, asir1 duyarli yanitlar ve sistemik kazanilmig direng
gelisimi baslar. Asir1 duyarli yanit siiresince SA baslangi¢ ve yikim fonksiyonlar1 arasinda

hassas dengeyi diizenlemek i¢in ortaya ¢ikar.



Giclii bir sinyal molekiilii olan SA bitkilerde 6zel biyotik ve abiyotik faktorlere
yanitlar olugmasini saglamaktadir [55]. Ayrica, SA’ nin bitkiyi kadmiyum toksisitesinden
de korudugu bilinmektedir [56]. Disaridan uygulanan SA, bitkilerde g¢esitli savunma
genlerini aktiflestirir. SA diizeyi bitkilerde, belirli sistemik diren¢ sonucu, enfeksiyon,
ultraviole 15181 ve ozona maruz kalmaya tepki olarak artar ve sinyal siirecinin bir pargasi

olduguna inanilir [57].

1.2.1.Salisilik Asit Biyosentezi

Bitkilerde SA olusumu i¢in iki metabolik yolun bulundugu ileri siiriilmektedir [58].
Bu yollarda, SA’ nin p-oksidasyon ve orto-hidroksilasyon reaksiyonlarinin olusum
siralarinin birbirinden farkli oldugu saptanmistir. Bu yoniiyle, saglikli ve viriis inokiile
edilmis tiitin bitkilerinde SA’ nin, benzoik asit araciligiyla sinnamik asitten tiirevlendigi
kanitlanmistir (Sekil 3) [59]. Buna gore, Agrobacterium tumefaciens ile enfekte olmus
geng domates fidelerinde, sinnamik asitin orto-kumarik aside ortohidroksilasyonunun
arttig1 ve ardindan kumarik asitin B-oksidasyonu ile SA olustugu ortaya cikarilmistir.
Saglikli bitkilerde ise, SA’ nin yaygin biyosentez yolunun, Sinnamik asit—Benzoik

asit—Salisilik asit seklinde gerceklestigi saptanmistir.
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Sekil 3. Bitkilerde salisilik asit biyosentezinin metabolik yolu.

1.2.2.Salisilik Asit Metabolizmasi

Bitkilerde SA, metabolik olarak aktif olan serbest formunun disinda, esterler ve
glukozidler olarak bagli formlarda da bulunabilir. SA bitkilerde genellikle bir seker bilesigi
olan salisilik asit-p-glukozit (SAG) seklinde, yani inaktif bir formda (depo formu)
bulunmaktadir. B-glukozidaz enzimi, bitkilerde hormonlarin sinyal aktivitelerini kontrol
etmekte ve SA’ nin bagh formdan serbest forma doniisiimiinii katalizleyerek, bitkide
serbest SA seviyesini diizenlemektedir [60]. Tiitiinde yapilan bir ¢alismada, bu bitkinin
yapraklarina disaridan SA uygulandiginda, yapraklarin hiicrelerarast bosluklarinda salisilik
asit-p-glukozidaz aktivitesinin ortaya ¢iktigi saptanmistir [58]. SAG’ n biiyiik bir kismi1
hiicreleraras1 bosluklarda bulunurken, SA’ nin biiyiik bir kism1 ise hiicrelerin ig¢inde yer
almistir. Clinkii SAG” in SA” dan sekillenmesi, hiicrelerin i¢inde olugsmaktadir. Bu durum

disaridan uygulanan SA’ nin dogrudan hiicrelere girdigini gostermektedir. Sonugta, SAG’
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in hiicrelerarasi bosluklar yoluyla uzak dokulara tasman bir sinyal rolii oynayabilecegi
goriisii ortaya ¢ikmistir. SA’ nin uzun mesafeli taginimi i¢in uygun seklinin SAG oldugu
distiniilmektedir. Ciinkii SAG hem SA’ dan daha fazla ¢Ozilinebilir, hem de daha az
toksiktir [61].

SA, bitkilerde biiyiimeyi diizenleyen ve metabolizma {izerinde etkili olan 6nemli bir
endojen bilesiktir [53,62]. SA’ nin bazi bitkilerde c¢iceklenmeyi tesvik ettigi [63],
termogenik etkide bulundugu [63,64], termotoleransi arttirdigi [65], yaprak dokiimiinii
onemli oranlarda azalttig1 [66], patojenlere kars1 direng sagladigi [67] bildirilmistir.

SA’ nin bir¢ok stres faktoriine karsi (sicaklik, kuraklik ve soguk gibi) tolerans
sagladigina dair raporlar bulunmaktadir [51]. Bilindigi gibi stres faktorlerinin bitkiler
tizerindeki 6nemli etkilerinden biri yaprak dokiimiidiir (senesens) ve klorozis de yaprak
dokiimiiniin 6nemli bir digsal gostergesidir. Domates ve fasulye fideleriyle yapilan bir
calismada farkli konsantrasyonlardaki SA ve ASA’ in soguk ve kuraklik stresine maruz
kalmis fidelerin daha uzun siire yesil kalabilmesini sagladigi bildirilmistir [51].

Erwin ve ark (2005) sicak stresine (40 °C, 96 saat) maruz kalan ¢im (Poa pratensis)
bitkilerine yapraktan yapilan SA uygulamasimn (0.5 kg.ha™) bitkilerin fotosentez hizini
yiiksek tutarak verimin artmasina neden oldugunu ve gorsel sicak stresi zararini azalttigin
saptamiglardir [68]. Shakirova ve ark. (2003), 0.05 mM SA ile muamele edilen bugday
fidelerinde, fide koklerinin apikal meristeminde hiicre boliinme hizlarinda ve bitki
gelisiminde, dolayisi ile bugday veriminde bir artisa neden oldugunu bildirmistir [52].

El-Tayeb (2005), tohuma yapilan 1.0 mM SA uygulamalarinin fide doneminde tuz
stresine maruz birakilan arpa fideleri lizerine etkilerini incelemis ve SA ile muamele edilen
bitkilerin daha fazla fide yas agirligina, klorofil igerigine, seker ve prolin igerigine sahip
oldugunu bildirmistir [69]. Tari ve ark. (2002), domates bitkisinin SA ile 06n
muamelesinden sonra tuz stresine alistirilmasini inceledikleri calismalarinda, diisiik
konsantrasyonda (0.01 mM) SA ile muamele edilmis bitkilerinin 7 giin siiren tuz stresine
kars1 tolerans gosterdiklerini belirtmislerdir [70].

SA’ nin eksojen uygulamalarinin mustard fidelerinde sicaklik stresine kars1 [71] ve
misirda (Zea mays L.) soguk zararina karsi [55] koruma sagladigi tespit edilmistir.
Aygigegine disardan uygulanan SA, Cu toksisitesine kars1 adaptif tepkiyi ve fotosentetik
pigmentler i¢in koruyucu reaksiyonlar1 uyardigi, organik ¢oziiciilerin birikimi ve membran

hasarini azalttig: tespit edilmistir [72]. Ayrica SA’ nin, Cu stresli bitkilerde klorofil a/b
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oranini ve lipid peroksidasyon (LPO) seviyesini énemli derecede azalttigi goriilmiistiir
[72]. Shakirova ve Bezrukova (1997) tarafindan SA uygulanan bugday bitkilerinde
saliniteye direngte bir artis oldugu goriilmustiir [73]. SA uygulamasi arpa fidelerini agir
metal toksisitesine karsi nispeten korumaya neden oldugunu gostermistir [56]. SA su
ihtiyacinin yarattig1 zarara direnci artirmakta, Pb ve Hg gibi agir metallerin zararl
etkilerini hafifletmektedir [74,75]. Oksidatif stresin genis bir alanina kars1 hafiflestirilmis
bitki cevabinda SA’ nin rolii oldugu bildirilmektedir [76].

1.3.Kadmiyumun Toksisitesi Uzerine Salisilik Asidin Etkileri

Metwally ve ark. (2003), arpa bitkisinde agir metal stresine karsi SA” nin etkilerini
incelemistir [56]. Arpa bitkilerine sulama suyu yolu ile uygulanan 0.5 mM diizeyindeki SA
uygulamasinin, Cd stresi altindaki bitkilerin  koklerinde lipit  molekiillerinin
peroksidasyonunu azaltarak agir metal stresine karsi tolerans saglandigi goriilmistiir [56].
Ayrica arpa fidelerinde SA 6n uygulamasinin Cd’ un neden oldugu, kdk ve siirgiin
uzunlugu, taze ve kuru agirlik artisi, koklerde MDA igerigini gosteren LPO’ nun
engellendigi gorilmistiir [56]. Bu durum SA’ nin Cd’ un yarattigi stres mekanizmasi
tizerinde direkt ya da dolayl olarak rol oynadigini diistindiirmektedir. Ayrica, Cd stresi
altindaki arpa fidelerinde biiylime ve fotosentetik parametreler ile antioksidant enzimlerin
aktivitesi lizerinde disardan uygulanan SA’ nin pozitif etkisi saptanmistir [56].

Choudhury ve Kumar (2004), yaptiklar1 bir ¢alismada SA’ nin piring (Oryza sativa
L.) i¢in Cd’ un yol actig1 oksidatif stresi diizenledigi sonucuna varmislardir [76]. Piring
(Oryza sativa L.) koklerine SA uygulamasmin Cd’ a karsi kok enine biiylimesi ve kuru
agirhiktaki degisimi azalttigi tespit edilmistir [76]. Guo ve ark. (2009) tarafindan piring
(Oryza sativa L.) iizerinde yapilan baska bir ¢alisma SA 6n uygulamasinin Cd’ un yarattigi
toksik etkiye kars1 glutatyon (GSH) miktarin1 hem kok hem de siirgiinlerde artirdigina ve
MDA seviyesini diistirdiigiinii ortaya koymustur [77].

Misir bitkisi iizerinde yapilan bir ¢alismada, SA 6n uygulamasinin Cd’un bitki
biliylime parametreleri lizerindeki olumsuz etkisini azaltabildigi rapor edilmistir [78].
Benzer durumu klorofil seviyesinde de goézlemislerdir. Ayrica LPO seviyesi SA 6n
uygulamal1 bitkilerde daha diisiikken, Cd uygulanan bitkilerde artis gozlenmistir [78].
Misir bitkisi tizerinde yapilan baska bir ¢calismada da Cd’ un olusturdugu strese karsi SA’

12



nin rolii incelenmistir. Cd uygulanan musir bitkilerinde SA’ nin lipit membranlar {izerine
koruyucu bir rol oynadig1 sonucuna varilmistir [79].

Piring fideleri tlizerinde yapilan baska bir calismada, Cd’ un olusturdugu
toksisitenin SA ile hafifletilebilecegi rapor edilmistir. Piring tohumlar sterilize edilerek 2
gruba ayrilir, yaris1 0,1 mM SA soliisyonu ile 24 saat 6nyikamaya tabi tutuldu ve farkli Cd
konsantrasyonlarinda ¢imlenmeye birakildi. Cd uygulanmast sonucu, kdk uzunlugu, kok
uclariin mitotik indeksi ve canlilik indeksinde kademeli olarak bir azalma tespit edildi.
Ancak SA ile 6nyikama yapilan grupta, ¢cimlenme parametreleri ve artan enzim aktivitesi
ile mitotik indeks tizerine Cd’ un olumsuz etkisinin kismen azaltilabildigi rapor edildi [80].

Bezelye bitkisinde yapilan bir ¢alismada, bitkileri Cd toksisitesinden SA’ nin
koruyucu rolii arastirildi. Bezelye fideleri artan Cd konsantrasyonlarina (0.5, 1.0, 2.0 ve 5.0
uM) maruz kalarak, en yliksek Cd konsantrasyonunda kok ve siirgiin taze agirliginda
kademeli olarak bir diisilis tespit edildi. Ayrica bezelye yapraklarinda oksidatif stres, yani
LPO, elektrolit sizintis1 ve prolin {iretimi ile ilgili baz1 6nemli parametre diizeylerinde artis
oldugu rapor edildi. Ancak tohumlara SA ile 6n uygulama yapilarak biiylime, fotosentez ve
klorofil miktar1 gibi parametreler lizerine Cd’ un olumsuz etkisi ve ortaya ¢ikan oksidatif
hasarin azaltilabilecegi tespit edildi [81].

Keten bitkisinde yapilan bir ¢calismada, SA’ nin bitki biiytimesi, LPO ve yag asidi
komposizyonu iizerine Cd toksisitesinin etkileri aragtirildi. Cd biyokiitle iiretiminin yan
sira, K, Ca, Mg ve Fe emilimini inhibe ettigi, ayrica kok ve siirglinlerde dnemli dl¢iide Cd
birkiminin arttig1 tespit edildi. Kuru keten taneleri SA igeren soliisyon ile 6n yikama islemi
yapilarak, biiyiime peryodu ardindan fideyi Cd toksisitesinden kismen koruyabildigi rapor
edildi. Yapraklarda Cd, hem toplam lipit miktarinda hem de klorofil miktarinda azalmaya,
elektrolit sizintisini, MDA birikimi ile belirtilen LPO oranimi 6nemli 6lglide arttirmistir.
SA 6n yikamasina tabi tutulmus fidelerin yapraklarinda, s6z konusu parametrelerde
iyilesme tespit edildi [82].

Salatalik fideleri tizerinde yapilan bir calismada, CdCl, uygulamasinin bitki
biiyiimesi, koklerin histolojisi, fotosentetik pigment miktar1 ve mineral besin igerigi
tizerine etkileri incelenmistir. Salatalik fideleri 10 giin boyunca 4 farkli CdCl,
konsantrasyonu (0, 100, 400 ve 1000 uM) igeren ortamda yetistirilmistir. Cd, fideler
tarafindan kolayca absorbe edildi ve slirgiine oranla koklerde daha fazla biriktigi tespit

edildi. Cd’ un kok ve siirgiin uzunlugu ile fidelerin taze ve kuru biyomasini azalttig1, ayrica
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en yiiksek Cd dozunda, klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil icerigini de azalttig
bildirildi. Salatalik kotiledonlarinda, Cd’ un artan konsantrasyonlarinda karotenoid
seviyesinin dogrusal bir sekilde azaldig: tespit edildi. Ayrica fidelerin, biiyiime ve mineral
besin igerigi yoniinden de olumsuz etkilendigi bildirildi [83].

Mn toksisitesi altindaki salatalik bitkisinde SA’ nin, bitki biliylimesi, LPO,
antioksidan enzimler ve antioksidanlar gibi parametreler iizerine etkileri incelenmistir. Mn
salatalalik bitkisinin biiylimesini inhibe etmis ve kloroza neden olmustur. Ayrica kok ve
siirgtinlerde 6nemli 6l¢iide Mn birikimi artarak, Ca, Mg ve Zn emilimini de inhibe ettigi
rapor edildi. SA uygulamasi ile ROS ve LPO diizeyi 6nemli 6l¢iide azaldigi bildirildi.
Fazla oranda Mn’ a maruz kalan salatalik yapraklarinda, dnemli antioksidanlardan olan

askorbat ve GSH igeriginde, SA uygulanmasi ile 6nemli 6lgiide bir artis tespit edildi [84].

1.4.Serbest Radikallerin Biyomolekiiller Uzerine Etkileri

Canli organizmalar metabolik fonksiyonlar1 i¢in molekiiler oksijeni kullanmak
zorundadirlar. Metabolik olaylar sirasinda elektronlarin oksijene aktarilamamasi sonucu
serbest radikaller olusur. Serbest radikaller genellikle yapilarinda ciftlesmemis elektron
bulunduran ¢ok reaktif molekiillerdir. Bunlar hiicrede siirekli olarak ya metabolizma
riinleri ya da mitokondriyal solunumda elektron kagagi sirasinda olusurlar. Serbest
radikaller, karbonhidrat, lipit, protein ve DNA gibi biyomolekiillerin tim siniflar1 ve tiim
hiicre komponentleri ile etkilesme 06zelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik
degisikliklere neden olurlar. Serbest radikallerin en belirgin etkileri, LPO’ ya neden olarak
bir dizi hasarin ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemesinde rol oynamalaridir. Biyomolekiillerin
biitiin tiirleri serbest radikallerin hasarlarindan etkilenirler, fakat bunlardan membran
lipidleri en hassas ve duyarli olanlaridir [85].

Serbest radikallerin zararli etkilerine karsi tiim sistemler koruyucu mekanizmalara
sahiptirler. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu, bir kismi ise
olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini 6nlemeye yonelik olarak c¢aligmaktadir. Bu
islevleri yapan maddelerin tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir [86].

LPO, membrandaki doymamis yag asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan
alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri gibi ¢esitli iiriinlere yikilmasi reaksiyonudur.

Serbest radikaller 6zellikleri nedeniyle, lipitler, proteinler ve niikleik asitler ile etkileserek
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hiicreye zarar verirler. Cesitli toksik durumlar sirasinda bir¢ok hiicre tipinde O’ nin
rediiksiyonundan olusan tiirlerin {retimiyle oksidatif stres meydana gelir. Bunun
sonucunda hiicre yapisindaki lipitlerde bozulmalar olur [87]. MDA, biyolojik sistemde
lipitlerin  oksidasyonu sonucunda olusmaktadir. MDA dlgiimii ile LPO’ nun
degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Bu bilesikler ya hiicresel olarak metabolize olurlar ya
da baslangigta etkili olduklar1 bolgeden diffiize olup hasari hiicrenin diger boéliimlerine
yayarlar.

Reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini kontrol etmek ve hiicreleri oksidatif zarardan
korumak i¢in bitkiler tarafindan gelistirilen karmagik antioksidant savunma sistemi ¢esitli
enzimleri ve enzimatik olmayan molekiilleri igermektedir [88]. Bitkilerdeki antioksidant
enzimler SOD, CAT, askorbat peroksidaz (APX), guaiakol peroksidaz (POD), glutatyon
rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) gibi diisiik molekiil agirlikli enzimleri igermektedir [89]. Diger taraftan, GSH,
askorbik asit (AsA), a-tokoferol, lipoik asit gibi enzimatik olmayan antioksidantlarin
oksidatif strese karsi koruma sagladigi bilinmektedir [90]. Peroksidazlar (APX ve POD),
H,O,’in temizlenmesinde fonksiyon gormektedir, fakat bu temizlemeyi ¢esitli organik ve
inorganik indirgenmis kosubstratlarin  oksidasyonu ile ger¢eklestirmektedir [91].
Kloroplastlar ve diger hiicresel bilesenlerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan AsA ve
GSH gibi antioksidantlar bitkilerin oksidatif strese kars1 olan savunma sisteminde oldukca
onemlidir [92]. Bitkilerde yiiksek seviyede indirgenmis/yiikseltgenmis AsA ve GSH
oranlarinin siirdiiriilmesi hiicrelerde etkin sekilde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
temizlenmesi i¢in zorunludur. Bu oran indirgeyici gli¢ olarak NADPH kullanan GR,
DHAR ve MDHAR enzimleri tarafindan saglanmaktadir (sekil 4) [89,91]. Bitkilerde GSH,
H,0O, seviyesinin kontrol edilmesinde fonksiyon gérmektedir [90]. Artan stres kosullarinda
zamana bagli olarak gozlenen daha yiiksek GR aktivitesine karsin GSH ve toplam

glutatyonun tiiketimi artmaktadir.
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H,0 AsA NAD(P)H
Xx MDHAR
H,0, MDHA NAD(P)
¥
AsA + DHA GSSG NAD(P)'
DHAR X
AsA GSH NAD(P)H

Sekil 4. Bitkilerde ROS uzaklastiran askorbat-glutatyon dongiisii (Mittler [91]’den modifiye edilerek
alinmustir).

Aycicegi fidelerinden alinan yaprak segmentlerinde agir metal uygulamasi genel
anlamda klorofil ve GSH miktarinda azalmaya, LPO’ da ise artisa yol agmistir [92]. SA’

nin GSH biyosentezinde 6nemli bir rol oynadigi ileri siiriilmektedir [93].

Bu ¢alisma, salatalik (Cucumis sativus L.) fidelerine salisilik asit 6n uygulamasinin,
Cd kaynakli oksidatif stresin yarattigi fizyolojik ve biyokimyasal degisimler {izerine

etkilerini arastirarak, bu alandaki ¢alismalara katki saglamay1 amacglamaktadir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Bitki Materyali:

Calismamizda bitkisel materyal olarak salatalik (Cucumis sativus L., Beith Alpha)
tohumlarindan gelistirilen 15 giinliik fideler kullanildi. Kabakgiller familyasindan olan
salatalik, tek yillik ve sarilic1 karakterde olup, sicak iklim bitkisidir. Anavatan1 Hindistan
olup, Orta Asya, iran ve Anadolu iizerinden Avrupa’ya yayilmistir. Hiyar, sistematik
acidan Dicotyledoneae sinifi, Cucurbitales takimi, Cucurbitaceae familyasi igerisinde yer
almaktadir. Optimum gelisme sicakligi giindiiz 21-25 °C, gece 15-18 °C olup, diisiik ve
yiiksek sicakliklarda gelisme ve verim olumsuz etkilenmektedir. Toprak nemini ¢ok
sevdiginden kokleri oldukga yiizlek gelisim gdsterir. Hafif donlardan bile etkilenen hiyar
bitkisi, 0.5-5 °C’lar arasinda iisiir, -2 °C’de donar. Hiyar tohumlarinin ¢imlenmesi 12
°C’de baslarsa da optimal toprak sicakliginin ¢imlenme i¢in 20-22 °C’ler, hava sicakliginin
22-24 °C’ler arasinda olmasi istenmektedir.

Salatalik fidelerini yetistirmek amaciyla, tamamen homojen olan tohumlar se¢ildi ve
3 saat siireyle karanlikta 23-25 °C’de 1slatildi. Bu siirenin sonunda tohumlar, 1slak filtre
kagitlarinin bulundugu petri kutularina dizilerek 3 giin siireyle karanlikta 23-25 °C’de
etlivde cimlenmeye birakildi. Daha sonra radikula uzunluklari esit biiyiikliikte olan
¢imlenmis tohumlar segilerek, dnceden hazirlanan besin ¢ozeltisi ile doldurulmus beherlere
ekildi. Burada beherdeki fideler 15 giinliik oluncaya kadar belirli araliklarla besin ¢6zeltisi
degistirildi. Uzun giin periyodunda normal giin 1518inda biiyliyen tamamen homojen olan

fideler deneysel olarak kullanildi.
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Sekil 5. Cimlenmis salatalik tohumlari

Sekil.6. Salatalik fidelerinin uygulamalar 6ncesi genel goriinimii

2.2. Bitki Materyaline Yapilan Uygulamalar:

15 giinliik salatalik fideleri ayni sayida fideden olusan 8 gruba ayrildi. Bu gruplarin
yarist saf su (kontrol), diger yarisi ise saf suda hazirlanmig SA (0,75 mM) ¢ozeltisiyle dolu
beherlere alind1 ve burada 24 saat siireyle kokten uygulamaya tabi tutuldu. Bu siirenin
sonunda biitiin fidelerin kokleri saf su ile yikanarak kontroller sakli tutulmak kosuluyla (saf

su ve SA grubuna ait fideler besin ¢ozeltisine alindi) diger iicer gruba besin ¢ozeltisinde
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hazirlanmis Cd ¢ozeltileri (25, 50, 100 uM) yine kokler yoluyla 24 saat siireyle uygulandi.
Daha sonra farkli uygulamalar gérmiis gruplara ait fidelerde ¢esitli biiyiime parametreleri
tespit edilip, pigment miktarina bakildi. Protein, MDA ve GSH analizleri yapildi. Besin
¢ozeltisi; Ca(NO3),.4H,0 708,45; MgS0O,4.7H,0 492,94; KH,PO, 136,09; K,SO4 348,50;
(NH4)2S0,4 396,39; CaCl,.2H,O 441,09; H3BO; 2,868; MnSO4.H,O 1,545; EDTA-Fe
33,0345; ZnS0O,4.7H,0 0,220; CuSO4.5H,0 0,080; Na;Mo0,.2H,0 0,0299.

2.3. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler:

Salisilik asit, kadmiyum kloriir, aseton, siilfosalisilik asit, etil alkol, toluen, sodyum
fosfat tamponu, trikloroasetik asit (TCA), 2-thiobarbutirik asit (TBA), sodyum hidroksit,
GSH, TEP, protein kiti, biliret reaktifi, folin reaktifi, hidroklorik asit, biitanol, BHT,

biitanol (kullanilan bu kimyasallar Merck, Sigma ve Fluka firmalarindan temin edildi).

2.4. Kullanilan Aletler ve Cihazlar:

Homojenizatdr, etiiv, doner buharlastirict (rotavapor), UV spektrofotometre,

vorteks, sonikasyon, hassas terazi, otomatik pipetler, buzdolabi, su banyosu.

2.5. Bilyiime Parametrelerinin Alinmasi:

Bu amagla uygulama yapilan biitiin gruplarda fidelerin hassas olgiimler yapilarak
fide boyu tespit edildi. Fidelerde uygulamalardan once ve sonra olmak {izere iki boy
olglildii ve % boy degisimi hesaplandi. Uygulama sonrasi fidelerin son taze agirliklart
tespit edildi. Uygun paketlemeler ve isaretlemeler yapilarak 105 °C’lik etiivde, 3-6 saat
araliklarla sabitlesmis kuru agirliklart tespit edildi. Daha sonra gerekli hesaplamalar

yapildi.

2.6. Pigment iceriginin Belirlenmesi:

Uygulama yapilan biitiin gruplardan ayri ayr1 0.5 g taze yaprak dokusu materyal
olarak kullanildi. Biitiin bu islemler her bir grup i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Steril bir havanda
kiiglik pargalara ayrilan yaprak dokusu 40 ml %80’ lik aseton ile 3-4 dk ezildi ve yesil
renkli bir ekstrakt elde edildi. Daha sonra bu ekstrak buhner hunisi ile vakumlanarak

stiziildii. Geri kalan tortu 30 ml %80’ lik aseton ile tekrar ezildi. Bu islem tortunun rengi
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tamamen beyazlagincaya kadar siirdiiriildii ve buhner hunisi ile siiziilerek siiziintiiler
birlestirildi. Geriye kalan renksiz tortu %80’ lik asetonla yikanarak toplam siiziintiiniin son
hacmi 100 ml’ ye tamamlandi. Daha sonra spektrofotometrede ekstraklarin 440, 645 ve
663 nm dalga boylarinda ayr1 ayr1 absorbanslar1 kore kars1 okundu. Elde edilen absorbans
degerlerinden mg.g™t taze agirlik cinsinden pigment tayinine gidildi (Witham ve
arkadaslar1 1971) [94].

2.7. Kimyasal Analizler:
2.7.1. Protein Analizi:

Salatalik fidelerinde protein ekstraksiyonu Larson-Beevers (1965) metoduna gore
yapildi [95]. Bu amagla biitiin gruplar igin ayr1 ayri esit sayida fide kullanildi. Fidelerin
toplam agirliklar1 tespit edildi ve steril bir makasla pargalara boliinerek blendera konuldu.
Bundan sonra iizerine 100 ml 50 mM sodyum fosfat tamponu eklenerek 4 dk siireyle
homojenize edildi. Bu siirenin bitiminde olusan ekstrak buhner hunisi ile siiziildii. Daha
sonra blender 40 ml tamponla yikanarak tekrar 30 sn siireyle homojenize edildi ve siiziildi.
Siiziintiiler toplam1 250 lik bir meziire aktarildi ve saf su ile hacmi 150 ml ye tamamlandi.
Bundan sonra 15 ml’ lik santrifiij tiipiine alinarak icine bu siiziintiiden 10 ml konuldu ve 10
dk siireyle buz banyosunda tutuldu. Sonra tiipiin tizerine % 20’ lik TCA” dan 3.3 ml ilave
edildi ve tekrar 10 dakika siireyle buz banyosunda bekletildi. Bu siirenin bitiminde buz
banyosundan ¢ikarilan tiipler 2000 gravitede 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra siipernatant kismi atildi. Pelet kismina ise 2 ml %1°lik TCA ilave edildi.
ayni siire ve gravitede santrifiij islemi tekrarlanarak slipernatant kismi atildi. Bundan sonra
pelete 5 ml 0.1 N sodyum hidroksit ilave edildi ve 10 dakika vortekslendi.

Daha sonra bu karisimdan bir deney tiipiine 0.2 ml alindi ve Lowry (1951) metoduna
gore uygulamalar yapildi [96] ve spektrofotometrede 725 nm’de kore karsi absorbanslari
okundu. Spektrofotometrede okunan absorbans degerleri protein standart egrisinde yerine

konularak buna karsilik gelen protein konsantrasyonu mg.g™ taze agirlik cinsinden tespit
edildi.
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2.7.2. MDA Analizi:

Uygulama yapilan biitiin gruplardan ayr1 ayr1 0.5 g yaprak dokusu alind1 ve lizerine
10 ml % 0.1° lik TCA ilave edilerek steril bir havanda pargalandi. Elde edilen homojenat 3
santriflij tiipiine esit sekilde paylastirildi ve 6000 gravitede 15 dakika santrifiij yapildi.
Santrifiijden sonra iist fazlar ayr1 ayn g tiipe alind1 ve tiiplere 4’er ml % 0.5 lik TBA
ilave edilip ve vortekslendi. Daha sonra her bir tiipe 0.4’ er ml BHT ilave edildi. 95 °C*de
30-45 dakika 1si1tild1 ve buz banyosunda aniden sogutuldu (oda sicakliginda 10-15 dakika
bekletilir). Her bir tiipe 3’ er ml biitanol ilave edilip, vortekslendi ve santrifiij yapilarak
stipernatant kismi otomatik pipetle dikkatli bir sekilde bir tlipe toplandi.
Spektrofotometrede 532 nm’ de kore karsi absorbanslart okundu. Spektrofotometrede
okunan absorbans degerleri MDA standart egrisinde yerine konularak buna karsilik gelen
malondialdehid konsantrasyonu pmol.g™ taze agirlik cinsinden tespit edildi (Heath, 1968)
[97].

2.7.3. Glutatyon Analizi:

1 g yaprak dokusu tartild1 ve bir erlen igine konuldu. Uzerine 30 ml % 5’ lik TCA
eklenerek homojenize edildi. elde edilen homojenat 6000 gravitede 4 °C’ de 15 dakika
siireyle santrifiij edildi. Siipernatantin pH’ s1 7.5’ e ayarlandi ve 412 nm’ de absorbansi
okundu. Absorsbans sonuglart GSH i¢in hazirlanan standart egride yerine konularak, pug. g'1

taze agirlik olarak yorumlandi (Ellman, 1959; Griffith 1980) [98-99].

Istatistik Analizler:

Calismamizdaki biitiin parametreler 3 tekrarli olarak yapildi. Verilerin dogruluk
degerleri SPSS 15 paket programi kullanilarak ortalama ve One -way ANOVA ile test
edildi.

21



2.8. Standartlarin Hazirlanmasi:
2.8.1. Protein Standardi:

Protein standardinin hazirlanmasinda protein standart soliisyonu kullanildi. Stok

proteinden 0.25, 0.50, 0.75 ve 1 mg.ml'l’lik konsantrasyonlar hazirlanarak kullanildi.
2.8.2. MDA Standarda:

Standart olarak 1,1,3,3-Tetracthoxypropane (TEP) kullanildi ve 2, 4, 6 ve 8 nmol.
ml™’lik konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlandi. Absorbans degerleri kalibrasyon egrisine

gore hesaplandi.
2.8.3. Glutatyon Standardi:

Bitkisel dokulardaki GSH miktar1 tayini saf GSH standardindan hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Bunun i¢in 1 kor olmak iizere 6 tiip hazirlandi.

Hazirlanan GSH standardi (0,0054 gr GSH 10 ml saf su) 20, 40, 60, 80 M ve 100 pg. ml™’
lik olacak sekilde seyreltildi ve kullanildu.
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2.9. Kalibrasyon Egrileri:

2.9.1. Protein Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 6. Protein kalibrasyon egrisi
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2.9.2. MDA Kalibrasyon Egrisi
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2.9.3. Glutatyon Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 8. Glutatyon kalibrasyon egrisi
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3. BULGULAR

Bu arastirmada farkli Cd konsantrasyonlarinin (25, 50 ve 100 uM) salatalik
fidelerine uygulanmasindan 6nce SA ©6n uygulamasinin Cd’ a verilen fizyolojik ve
biyokimyasal cevaplar lizerindeki etkileri arastirllmigtir. Caligmada, SA 6n uygulamasi
0.75 mM konsantrasyonunda ve 24 saat olacak sekilde tasarlanmistir. SA uygulamasindan
sonra fidelere farkli Cd konsantrasyonlari ayri ayri gruplar halinde uygulanmstir.
Uygulamalarmn tiimii kokler araciligiyla hidrofonik yontem ile yapilmistir. 24 saatlik agir
metal uygulamasindan sonra fideler biiyiime parametreleri (fide ve yaprak boyu, fide taze
ve kuru agirligl) bakimindan incelenmis, yapraklarda pigment, MDA ve GSH miktarlari,

fidelerde ise protein miktar1 analiz edilmistir.

3.1. Biiyiime Parametrelerindeki Degisiklikler

Biiyiime parametreleri bakimindan; fide boyu ve yaprak boyu iizerindeki degisimlere
bakildiginda kontrol grubuna kiyasla SA 6n uygulamali grupta fide boyu farksiz bulundu
(p> 0,05), fakat yaprak boyunda % degisimlere dayali gerilemeler tespit edildi. Kontrole
kiyasla hem fide boyu hem de yaprak boyunda Cd konsantrasyonu artigina paralel bir
sekilde SA 6n uygulamasi yapilan ve yapilmayan tiim gruplarda biiylimede gerileme ve
kayiplar tespit edildi (Tablo 1 ).

Benzer sekilde fide taze ve kuru agirliginda da kontrole kiyasla doku yikimina dayali
olarak kayiplar olusmustur (p< 0,05). Gerek fide boyu, gerekse fide taze ve kuru agirhig
tizerinde SA 6n uygulamast 100 uM Cd’ un olumsuz etkisini destekleyici etkiye yol agmis
bulundu (Tablo 1 ve Tablo 2).

Uygulamalardan sonra, gruplar arasinda fidelerde makroskobik gozlemlere
bakildiginda gerek SA On uygulamali gerekse On uygulamasiz gruplarda Cd
konsantrasyonu artisina paralel olarak biiyiime inhibisyonu, kok uglarinda kahverengi
goriiniim ve yumusamalar, govdede incelme, yapraklarda solgunluk tespit edildi. SA 6n
uygulamali gruplar ile 6n uygulamasiz gruplar arasindaki kiyaslamalar ise, 25 uM ve ¢cogu
zaman 50 uM Cd i¢in SA’ nin bitkiyi dayanikli kilma konusunda basarili oldugunu

diistindiirmektedir.
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Tablo 1. Salatalik fidelerinde (Cucumis sativus L.) SA 6n uygulamasinin biiyiime parametreleri (fide ve
yaprak boyu) iizerinde kadmiyumun yol a¢tig1 toksisiteye etkileri

Fide boyu (cm) Yaprak boyu (cm)
Kadmiyum
(M) SA SA SA SA
(0 mM) (0.75 mM) (0 mM) (0.75mM)
23.00+0.13 22.98+0.20 2.334+0.05 2.66+0.03
Kontrol (% 0.30 +) (% 0.26 +) (% 2.90 + ) (%1.75+ )
21.95+0.28 21.96+0.45 2.27+0.03 2.39+0.04
25 (% 0.09 -) (% 0.07 -) (%044 + ) (% 0.35)
22.01+0.58 22.91+0.25 2.88+0.20 2.27+0.07
50 (% 0.18 -) (% 0.13-) (9% 0.69 - ) (%0.44-)
21.40+0.10 20.57+0.40 2.46+0.14 2.34+0.11
100 (% 0.29 -) (%0.24 -) (% 1.20 -) (%0.85-)
o Kontrole kiyasla , * Tlgili gruba kiyasla; p <0.05 olasilik seviyelerinde dnemli. Verilerin ortalamasi
+ SE (n: 10)

Tablo 2. Salatalik fidelerinde (Cucumis sativus L.) SA 6n uygulamasinin biiyiime parametreleri (taze ve kuru
agirlik) tizerinde kadmiyumun yol agtig1 toksisiteye etkileri

Taze agirlik (g) Kuru agirlik (g)
Kadmiyum
(uM) SA SA SA SA
(0 mM) (0.75mM) (0 mM) (0.75mM)
0.946+0.04 0.900+0.03 0.596+0.06 0.556+0.07
Kontrol
0.75040.052 0.744+0.08= 0.443+0.07= 0.460+0.07=
25
0.690+0.05x 0.70620.02x 0.403+0.02x 0.400£0.06x
50
0.686+0.10= 0.676+0.08= 0.392+0.04x 0.376+0.04x
100
o Kontrole kiyasla , * [lgili gruba kiyasla; p <0.05 olasilik seviyelerinde dnemli. Verilerin ortalamasi
+ SE (n: 10)

3.2. Klorofil (a+b) ve Karotenoid Miktar:

Yapilan uygulamalarin yaprakta klorofil (a+b) miktari iizerine etkileri incelendiginde,

kontrol grubu fidelerinin yapraklarina kiyasla SA grubu farksiz (p> 0,05) bulundu. Diger
gruplar yani SA-25, 25, SA-50, 50, SA-100 ve 100 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 16,62,
% 17,12, % 18,03, % 23,73, % 41,3 ve % 27,28 oranlarinda klorofil (a+b) miktarlarinda
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azalmalar tespit edildi (p< 0,05). Bununla birlikte ilgili gruplar arasinda istatiski agidan
anlamli bir fark bulunamadi (p> 0,05) (Tablo 3).

Tablo 3’te goriildiigii lizere, uygulama yapilan SA-25, 25, SA-50, 50, SA-100 ve 100
uM Cd gruplarinda kontrole kiyasla sirasiyla % 27,72, % 27,72, % 31,43, % 32,57, %
29,72 ve % 40 oranlarinda karotenoid kaybi tespit edildi (p< 0,05). Bu parametredeki

degisiklikler cok hareketli olmakla beraber ilgili gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamadi (p> 0,05) (Tablo 3).

Tablo.3. Salatalik fidelerinde (Cucumis sativus L.) SA 6n uygulamasinin pigment ve protein miktarlar
tizerinde kadmiyumun yol agtig1 toksisiteye etkileri

Klorofil a+b Karotenoid Protein
Kadmiyum mg.g” TA mg.g* TA mg.g* TA
(M)
SA SA SA SA SA SA
(0 mM) (0.75 mM) (0 mM) (0.75 mM) (0 mM) (0.75 mM)
1.770£0.15 | 1.733+0.05 | 0.350+0.05 | 0.323+0.03 1.073+0.09 | 0.886+0.09x=
Kontrol
1.467+0.12= | 1.476£0.21= | 0.253+£0.02= | 0.255+£0.06 | 0.733+0.04= | 0.920+£0.06*
25 Cd
1.350+0.13z | 1.4514£0.12= | 0.236+0.01= | 0.2404+0.05= | 0.674+0.05= | 0.761+0.06=
50 Cd
1.287+0.11= | 1.039+0.07= | 0.210+0.05= | 0.226+0.04= | 0.670+0.03= | 0.736+0.04x
100 Cd

o Kontrole kiyasla , * Ilgili gruba kiyasla; p <0.05 olasilik seviyelerinde onemli. Verilerin ortalamasi

+ SE (n: 3)

3.3. Protein Miktari:

Uygulamalar sonrasinda kontrol grubu fidelerine kiyasla SA, SA-50, SA-100, 25, 50
ve 100 uM Cd gruplarinda sirastyla % 23,96, % 29,08, % 31,41, % 31,69, % 37,19 ve %

37,55 oranlarinda protein kaybi tespit edilmistir (p< 0,05). Tablo 3’te de goriildiigii iizere

sadece 25 pM Cd konsantrasyonu i¢in SA 6n uygulamasi yapilan fidelerde protein kaybi
anlaml1 bir sekilde daha az (% 25,51) bulunmustur (p< 0,05).
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Tablo.4. Salatalik fidelerinde (Cucumis sativus L.) SA 6n uygulamasinin MDA ve GSH miktarlar1 {izerinde
kadmiyumun yol agtig1 toksisiteye etkileri

Malondialdehid Glutatyon
Kadmiyum nmol.g™ TA ng.g' TA
(nM)
SA SA SA SA
(0 mM) (0.75 mM) (0 mM) (0.75 mM)
33.22+1.29 40.63+4.47x 27.16+2.91 20.44+2.68x
Kontrol
47.02+4.29= 34.16+3.61* 13.25+3.96x 21.46+4.18
25 Cd
54.114+4.93x 39.70+3.292* 22.38+4.11 33.13+3.95*
50 Cd
50.13+4.12x 47.10+4.740 17.46+3.43n 18.46+5.40x
100 Cd

o Kontrole kiyasla , * {lgili gruba kiyasla; Sirasiyla, p <0.05 olasilik seviyelerinde énemli. Verilerin

ortalamasi + SE (n: 3)

3.4. Malondialdehit Miktari:

Tablo 4’te goriildiigli iizere kontrol grubu fidelerin yapraklarina kiyasla uygulama
yapilan diger biitiin gruplarda MDA miktar1 artmis bulundu. Fakat sadece 25, SA-100, 100,
SA-50 ve 50 uM Cd uygulanan gruplarda sirasiyla % 41,54, % 41,78, % 50,9, % 19,50 ve
% 62,88 oranlarindaki MDA artis1 istatiski a¢idan anlamli bulundu (p< 0,05). SA 6n
uygulamas: yapilan gruplarda 25 ve 50 uM Cd uygulamalarina kiyasla % 27,35 ve %
26,63 oranlarinda MDA artisinin azaldigi tespit edildi (p< 0,05).

3.5. Glutatyon Miktari:

Yapilan uygulamalar sonrasinda, fidelerin yapraklarindaki GSH miktarinda kontrole
kiyasla diistisler tespit edildi. Sadece 50 uM Cd uygulamasi igin SA 6n uygulamasinimn %
48,03 oraninda bir GSH artisina yol actig1 tespit edildi (p< 0,05). Kontrol grubuna kiyasla
SA-100, 100 ve 25 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 32,04, % 35,72 ve % 51,22 oranlarinda
azalma tespit edildi (p< 0,05) (Tablo 4).
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Salatalik fideleri iizerinde yapilan bu ¢alismada, fidelere 6nceden uygulanan SA
konsantrasyonunun, daha sonra uygulanan Cd konsantrasyonlarina verilen cevaba etkileri
incelenmistir. Genel olarak fidelere uygulanan kadmiyum konsantrasyonlar arttik¢a, gerek
SA 6n uygulamas1 yapilan gerekse yapilmayan gruplarda kontrole kiyasla fide ve yaprak
boyu biiylimesini, fide taze ve kuru agirlik miktarlarin1 ¢ogu kez anlamli bir sekilde
azaltmistir [8, 45, 46]. Benzer sonuglar farkli bitki tiirlerinde de rapor edilmistir [69,76].
Diger ilgili gruplar arasindaki farkliliklar anlamli bulunamamistir. Cd uygulamalarindan
sonra daha uzun siire gézlem altina alinmadan hemen analizlere gidilmis olmasi, ozellikle
biiylime parametrelerinde, gruplarda tespit edilen olumsuz etkilerin yansimalarinin daha az
belirgin olmasina yol agmustir. Ancak makroskobik anlamda yapraklarda nekrozis,
klorozis, biiziigme ve bilhassa kok dokusunda yikimlara bagli yumusamalar gozlenmistir
[27, 80, 81].

Yine fidelerde protein miktari, yapraklarda da pigment miktar1 kontrole kiyasla
benzer sekilde azalmistir [8, 31, 47, 50]. Fakat bu parametreler iizerinde SA 6n uygulamali
gruplar ile 6n uygulamasiz gruplar arasinda tespit edilen farkliliklar sadece 25 uM
kadmiyum konsantrasyonunda protein yikimi miktarinin azalmast seklinde anlamlhi
bulunmustur [56]. Yapraklarda, pigment miktar1 bakimindan kontrole kiyasla SA 6n
uygulamali ve 6n uygulamasiz gruplarda genel olarak kadmiyum konsantrasyonu arttikca
klorofil (a+b) miktar1 diisikk bulunmustur [78, 82, 83]. Bu durum pigment yikiminin
artmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan
anlamli bulunmamistir [8]. Karotenoidlerin miktar1 kontrole kiyasla diisiik bulunmustur [8,
56, 83, 92]. Kisacasi pigment miktarlarina bakildiginda kontrole kiyasla anlamli
azalmalara ragmen gruplar i¢inde anlamli bir farklilik bulunamamastir.

Ozellikle agr1 metal stresinde siklikla kontrol edilen, oksidatif stresin siddetini
gosteren onemli bir parametre olan ve hiicre membranindaki LPO’ nun hizina isaret eden
MDA [8, 27, 56] konusunda calisilan gruplarin yapraklart arasinda 6nemli farkliliklar
tespit  edilmistir.  Benzer sonuglar Cd  uygulanmigs  farkli  Dbitkilerde de
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rapor edilmistir [77, 78]. SA 6n uygulamasi 25 ve 50 uM Cd uygulamasi i¢in etkili
olmustur. SA 6n uygulamasi her iki konsantrasyon i¢in de MDA miktarini asag1 ¢ekmistir.
Bu durum agir metal stresinin sebep oldugu oksidatif stresin SA 6n uygulamali gruplarda
daha az seviyede yasandigini diistinmektedir [84]. SA dozu ve 6n uygulama siiresinin 100
uM Cd dozu i¢in basarili olmadig diisiincesini yaratmistir [78].

Bitkilerde GSH serbest radikallerle miicadele eden ve normal bir hiicrede de belirli
bir seviyede bulunan antioksidan koruyucu sisteme ait Onemli bir non-enzimatik
temizleyici molekiildiir. Mevcut literatiirler bu molekiiliin oksidatif stres karsisinda tiire ve
secilen dokuya gore artma [77, 84] veya azalma [92] seklinde farkli sonuglari rapor
etmektedir. Salatalik fidelerinin yapraklarinda SA 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz biitiin
gruplarda kontrole kiyasla genel anlamda GSH degerleri diisiik bulundu [87]. SA 6n
uygulamali gruplarda 50 uM Cd i¢in anlamli bir artig tespit edildi. Bu artig SA’ nin
glutatyon biyosentezi konusunda 6zel bir rol oynadigini [87] diisiindiirmektedir.
Dolayisiyla GSH konusundaki farkliliklar enzimsel bir dayanaga oturtulabilir. Yiiksek Cd
konsantrasyonu i¢in GSH miktarinin artik diisiise gectigi tespit edilmistir [77, 92]. Bu
sonuglar SA 6n uygulamali gruplarda artan GSH’ 1n serbest radikallere kars1 savunmada
bir stlinliik sagladigi ya da serbest radikallerin SA 6n uygulamali gruplarda daha az
retildigi seklinde de yorumlanabilir. Tek basina SA wuygulanan gruplarin fide
yapraklarinda GSH miktar1 kontrole kiyasla diisiik bulunmustur.

SA on uygulamasinin Cd’ un yarattig1 toksik etkiyi, bu agir metalin alinimin -
tasinimint etkileyerek; veya Cd’ un hiicrede bagli forma doniistiiriilmesini arttirarak;
biyokimyasal reaksiyonlarda rol oynayan enzimlerin aktivitelerini etkileyerek meydana
getirmis olabilir. Dolayisiyla SA’ nin agir metalin toksisitesini hafifletici etkisi, biri
toksisite ile ylizlesmeyi azaltmak, digeri ise toksisite ile miicadelede biyokimyasal bir rol
iistlenme seklinde olabilir. Sonuglar, salatalik fidelerinde SA 6n uygulamasinin Cd’ un
yarattigl oksidatif stresi smirli olgiide de olsa diizenledigini diisiindiirmektedir. Bu
calismanin diger bir ayagini olusturan koklerde de ayni parametrelerin sorgulanmasinin

konunun tam anlagilmasina katki saglayacag: kanaatindeyiz.
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