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Bu calsmada, bir bitkiye kadmiyum (Cd) stresinden 6nceulggan nitrik oksitin (NO), bitki
strese maruz kalgiinda, antioksidatif stres toleransini artirabilna¢apsiyeli argtiriimistir. Bu
amacla misir{ea maysyv. Karadeniz yildizi) bitkilerine, Cd stresi tsuowle, iki farklisekilde
NO donéri olan sodyum nitroprussid (SNP) farkl igelerde (0.0, 0.01, 0.1, 0.5 mM)
uygulanmgtir. Birincisinde, kum kultlrinde ystirilen 12 gunlik bitkilere SNP uygulangnwe
14. giinde farkli seviyelerde (0.0, 25, 50, 200 L®Bd4) stresine maruz birakilghardir. ikinci
uygulamada ise tohumlar, ekilmeden dnce SNP cterdtiile On i1slatmaya birakilgwe daha
sonra ekilmgtir. Yetisen fideler, 14. guin, ayni seviyelerdeki Cd stresiaguz birakilmytir. 17.
gun her iki uygulamadan elde edilen bitkilerin yagari ve kokleri deney materyali olarak
kullaniimigtir. Bitkilerin kok ve yapraklarindan stperoksicmiutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
peroksidaz (POX) aktiviteleri ile malondialdehid M) ve i¢csel BO, seviyeleri belirlenmtir.
SNP’nin dg@rudan uygulangn calsma bulgularina gore, tek gaa SNP uygulanmi bitki
yapraklarinda SOD aktivitesi gérken, CAT ve POX aktivitesi artgtir. Koklerde SNP
enzimler tzerinde dizenli bir etki yapmatm Tek bgina Cd uygulannibitki yapraklarinda,
SOD aktivitesi dgerken, CAT ve POX aktivitesi artirgtir. Cd stresi koklerde enzimlerin
aktivitesini digirmistir. SNP uygulanmive Cd'ye maruz kalrgi(SNP+Cd) bitkilerde, CAT
aktivitesi hem kdkte hem de yapraklardardistir. POX aktivitesi ise 2fM Cd stresinde,
kokte artarken yaprakta ghiatis, ancak 50 ve 20QM Cd stresinde bunun tam tersi olgtwr.
SOD aktivitesi ise hem kokte hem de yaprakta 25&@M Cd stresinde SNP ile artgniakat
200uM Cd’'de aktivite kokte artarken yapraktasdiistur. H,O, miktari, ayri ayri SNP ya da Cd
uygulanmg bitkilerin kék ve yapraklarinda dintstir. SNP+Cd uygulamalari ile ise kokte ve
yapraklarda genelde artgtir. MDA miktarinda, SNP ile belirgin bir @g&sim olmamstir.
SNP+Cd'de, MDAkdk ve yapraklarda 25 ve 5QuM Cd stresinde digrken, 200uM Cd'de
artmstir. SNP’nin tohumlara uygulanglicalsmalarda, CAT aktivitesi tek lgma SNP ya da Cd
artarken, yapraklarda ise ghitstir. POX aktivitesi, SNP uygulangnyapraklarda artarken,
koklerde dgmistir. Cd uygulanng bitkilerde ise kok ve yapraklarda gfitstir. SNP+Cd
uygulanmg bitkilerde, POX aktivitesi hem yaprak hem de koéke digmistir. SOD
aktivitesinde SNP uygulangbitki kdk ve yapraklarinda gememitir. Hem Cd uygulanngi
hem de SNP+Cd uygulangbitkilerin yapraklarda ise artgiir. Koklerde 0.01 mM SNP’de
aktivite Cd stresinde dérken, dger SNP uygulamalarinda belirgin birgigm sergilementitir.
MDA ve H,O, miktarlari birinci uygulamadan elde edilen sonuglaenzer nitelikte olnytur.
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Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, nitrik oksit, misirZea maysantioksidan enzim, reaktif
oksijen, hidrojen peroksit, lipid peroksidasyonu



ABSTRACT
MS Thesis
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In this work, the effect of exogenous nitric oxidO) applied a plant before cadmium stress (Cd)
was investigated on the potential to increase tilesstolerance when the plant exposed to thesstres
For this purpose, before Cd stress, NO donor sodiitraprusside (SNP) at different levels (0.0,
0.01, 0.1, 0.5 mM) was applied to maiZee§ maysv. Karadeniz yildizi) in two different ways. In
the first, SNP was directly applied on 12-day maand then the plants were exposed to Cd at
different levels (0.0, 25, 50, 200M) on 14 days. In the second, before sowing the sseezie
presoaked in the SNP solutions and then the seeds planted. The obtained seedlings were
exposed to the same levels of Cd on 14 days. Oda$3, the leaves and roots of plants from the
applications were used as experimental materiathéntissues of plants, activities of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase R@Xe determined. In addition, the levels of
malondialdehyde (MDA) and @, were also evaluated in the same tissues. Whemethéts in
which SNP was applied to the plants are examinedhée leaves applied SNP, SOD activity
decreased while CAT and POX activities increasédl $id not affect the enzymes in the roots.
Similarly, in the plant leaves applied Cd, the ttiof SOD decreased whereas CAT and POX
activity increased. But Cd stress decreased theitsgcdf all enzymes in the roots. In the plants
applied SNP and then exposed to Cd stress (SNP-82d),activity decreased both root and leaves.
The activity of POX, under 2 M Cd stress, decreased in the leaves while inerigathe roots, but
plants under 50 and 2Q@M Cd stress, an opposite situation was determiBS&D activity was
increased by SNP+Cd treatment in both leaves aoid tonder 25 and 50M Cd but plants under
200 uM Cd stress increased in the roots while decreasethe leaves. The amount of,®)
decreased in general in the plant's roots and $eapplied SNP or Cd individually. But SNP+Cd
applications generally increased it in the root kxades of the plants under 25 andB0 Cd stress.
The amount of MDA did not show a significant vaidatin SNP applications alone. In the plants
exposed to SNP+Cd stress, MDA content decreasedois and leaves under 25 and 8@ Cd
stress, but increased in plants tissues undep2@0Cd stress. When the studies in which SNP was
presoaked to seeds are examined; CAT activity asa@e in the leaves applied SNP or Cd alone
while decreased in the roots of plants. In plapgliad SNP+Cd, CAT activity increased in roots
while decreased in the leaves of plants. POX dgtintreased in the leaves of the plant applied SNP
while it decreased in their roots. It also decrdaseroots and leaves of the plants applied Cd. In
addition, POX activity decreased in roots and lsavethe plants applied SNP+Cd. It could not be
obtained a significant variation at SOD activitprfr roots and leaves of plants applied SNP. Cd
treatments increased SOD activity in roots anddeai plants. SOD activity increased in the leaves
of plants applied SNP+Cd. But its activity in rootsas decreased by 0.01 mm SNP+all Cd
treatments while other SNP+Cd treatments couldshotv a significant variation. MDA and,8,
contents were a similar nature to the results efitist application.

2011, 89 Pages
Keywords: Cadmium, nitric oxide, maiz&ea maysantioxidant enzyme, reactive oxygen,
hydrogen peroxide, lipid peroxidation
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1. GIRIS

Dogadaki canlilarin dnemli bir bolimunt gturan bitkiler, canli ygaminin devamlifii
acisindan ekosistemin temel elamanlarindan biriiem d@al hem de tarimsal
kosullar altinda, bitkiler siklikla cevresel streslemaruz kalirlar. Dinya genelinde
bitkisel Gretimde Urin kaybinin {daca nedeni abiyotik streslerdir ve 6énemli tarimsal
drnlerin ortalama Uretimini yalkjk %50 azaltarak tarim endistrisinin gel&oe
tehdit etmektedir (Mahajan and Tuteja 2005).

Stres bitkilerde zarar meydana getiren gug¢ (poyafjsolarak tanimlanngtir (Hale and
Orcutt 1987; Kocacajkan 2004). Stres genellikle bitkinin gayabilirlik, verimlilik,
biayume (biyolojik kitle birikimi) ya da primer 6zieme klemlerine (CQ ve mineral
alinimi) dayanilarak o6lculmektedir (Taiz and Zeig$06). Bitkiler tzerinde stresin
dereceleri genisinirlar icerisinde dalim gdsterir ve sifir stresten, 1hmli weddetli
strese kadar cok @gmsken dereceleri bulunur. Stresin derecesi bitki n@rigore de
degsisebilmektedir. Yani bir bitki tiriinde yiuksek dereeestrese sebep olan bir faktor,
diger bitki turiinde 1hml veya sifir strese sebepbdia Strese dayaniklilik, bitkinin
blylme ve gejme donemine gore de glgebilir. Bazi durumlarda bir bitkinin batina
veya bir kismi strese kardirencli olabilirken, déer bazi kisimlarl ise strese daha
duyarli olabilmektedir (Hale and Orcutt 1987; Salisy and Ross 1992; Taiz and
Zeiger 2006). Bircok bitki, stresin dldurict olmaydozlarina maruz kaldiktan sonra
strese daha dayanikli olabilir. Bu olay kuvvetlenim&dening) veya aklimasyon (uyum
veya algim) safhasi olarak adlandirilir. g&r bir yaklgimla aklimasyon yeni bir
cevreye maruz kalan bitkideki kalitsal olmayagisi&likler olarak tarif edilir (Hale and
Orcutt 1987; Salisbury and Ross 1992; Kocakah 2004). Stresle alakaliggir bir
kavram adaptasyondur, bu ise ise pek c¢ok nesil fmxg/secilim sonucu kazanilan,
genetiksel olarak belirlenmidirencin dizeyini belirtir (Taiz and Zeiger 200&trese
dayaniklilgin belli bali iki tipinden birisi sakinma deri de toleranstir. Sakinma,sdi
cevrede stres ofturabilecek keullar olmasina rgmen, bitki hicrelerini stres altina
sokmayan bir i¢c ortam gmnmasidir. Stres kavrami strese tolerans ile dengian



iliskilidir. Stres toleransi, bitkinin uygunsuz ortamosullari ile baa cikma

potansiyelidir. Stres toleransi daha fazla terdingekle birlikte, literattir de bu terimin
yerine siklikla strese diren¢ terimi de kullanilreakr (Brayet al2000;Mahajan and
Tuteja 2005; Kocacalkan 2008).

Dunya Uzerindeki kullanilabilir alanlar stres fall&dine gore siniflandiriginda, dgal

bir stres faktori olan kuraklik stresi %26, bunu(®4 g5ir metalleri de icine alan
mineral stresi ve %15 ile §ok ve don stresi takip etmektedir. Bunlarigiada kalan
diger tim stresler %29’luk bir pay alirken, yalnizca®uk bir alan herhangi bir

cevresel stres faktdriine maruz kalmamaktadir (BlA86; Guler 2008).

Dunya topraklarinin %25’nin mineral eksikliyoninden stres gorracak durumda
oldugu belirlenmgtir. Bu stresin etkisi bitkilerde mineral maddetereksikligi veya
fazlaligi yuzinden ortaya cikabilir. [@adaki elementlerden 16 tanesinin bitkiler icin
esas element olgu kabul edilmektedir. Bunlar bitki blylumesi icinrgkli ve zorunlu
olan elementlerdir. Bunlarin bir kismi bitki dokulada bol miktarda bulunan makro
elementler iken (C, H, O, N, P, K, S, Ca, Mg), kismi ise ¢cok az miktarda bulunan
mikro elementlerdir (B, Cu, Zn, Fe, Mn, Cl, Mo). Blementlerin eksik§iinde yetersiz
beslenme yuzinden ve fazfahda ise toksik etki ylzinden stres slu Bitkilerde
strese neden olan elementler daha c¢ok topraktmargdrdir. Bunlarin strese neden
olmalari c¢aitli faktorlere bgldir (Kocacalskan 2001; Kadigiu 1999).

1- Minerallerin topraktaki miktari (ag — fazlalg),

2- Bitki icin toksik olup olmamalari

3- Topraktaki formu (aligiformunun bulunamamasi — eksiklik),

4-Minerallerin  bitkilere faydali olabilmesi icin gemeleri gereken kimyasal
degisikliklerin olusup olusmamasi,

5- Toprak ¢ozeltisinin su miktari,

6- Toprain pH’si (elementlerin pH'ya gére ¢dziinmesi),

7- Minerallerin (iyonlarin) absorbsiyonu veitamasi.



Bitki icin esas olmayan bazi elementler deswgdukla eser miktarda bulunduklar
zaman bile toksiktirler. Bunlarin atmosferde, tdgpaave sudaki birikimleri énemli
cevre problemlerine yol acar. Ayrica bitki veringihde 6nemli kayiplara ve ger
canlilar icin tehlikeli sglik problemlerine sebep olurlar. Bunlar icerisinde fazla
dikkati ceken toksik @r metaller arasinda, kadmiyum (Cd), um (Pb) ve aliminyum
(Al) sayilabilir (Gratacet al 2005).

Agir metallerin ge§mekte olan endustri, tarimsal teknoloji alanlarinddlaniminin
artmasi ve biyolojik birikim, toksisite sebebiykBir metaller yaayan organizmalar icin
blyuk abiyotik stres faktorlerinden biri olgtur. Agir metallerin bitkilerdeki toksik
etkisi, bitkilerin yer Ustl ve yer alti bolumlenmbiylime sureglerini etkileyen geni
guclia ve hizli bir inhibisyondur. Bunun yanindadsgntez elemanlarinin aktivitelerini
dusUrdr, siklikla da senesens sirecinin ilerlemesibdgantilidir (Krupaet al. 1993;
Maksymiecet al. 1994, 1995; Ouzounidcet al. 1995; Maksymiec and Baszynski 1996;
Skorzynska-Polit and Baszynski 1997; Weckx and s@is 1997; Molas 2002,
Sobkowiak and Dekert 2003; Alaoui-Sostal. 2004; Linet al.2005). Asir metallerin
etkisiyle bitki kokleri genellikle kisalir, inceliya da az gejir ve hatta gir metallerin

yuksek konsantrasyonlari, bitkilerin 6limune ychia(Casellat al 1988).

Kadmiyum (Cd) yuksek hareket yetgimee sahip olmasi ve diik konsantrasyonlarda
bitkileri ve diger canlilari etkilemeye kEmasindan dolayr c¢ok tehlikeli ga
metallerden bir tanesidir (CEPA 1994; Prasadl. 1995; Dast al. 1997; Kamnev and
Van der Lelie 2000). Genel olarak toprakta bulukadmiyum konsantrasyonu gleik
seviyelerde bulunur ve toprak ¢ozeltisi en az 3&kgdcadmiyum icerir. Bu toprakta
sadece en fazla kadmiyum toplayan bitki turlerindnm olan Brassicaceae thlaspi
caerulescendiyutyebilir (Toppiet al. 1999). Kontamine alanlarda ortalama olarak 4
mg/kg ve kanalizasyon suyu ve endustriyel atikladamiyle metal yonitnden
zenginlatirilmi s toprakta ise 300 mg/kg kadmiyum bulunabilir (DeRlasaet al. 2004;
Dorlhac de Bornet al. 1998). Kiresel olarak kadmiyumun endustride 3 agigulama
alani vardir. Bunlar; pil Gretimi (%50), kaplamaadaler (%20), boya maddeleri (%18)
plastik ve sentetik Urtinler (%6) ve glalardir (%6) (CEPA 1994, Lindqvist 1995;



Siripornadulsil et al. 2002). Kadmiyum pillerden, enerji istasyonlarindasitma
sistemlerinden, @r metal endustrisinden, su dezenfektasyonunglaniy trafiginden,
cimento fabrikalarindan ve fosfat gubresinin Uratitlen fazla birsekilde cevreye
salinan bir metaldir (Topt al. 1999; Prasad 1995; Zornoggal. 2002). Kadmiyumun
bitki, hayvan ve insan ghg tzerine yikici etkileri vardir, bunag@en tiketimi halen
gun gectikce artmaktadir (CEPA 1994).

Kadmiyumunbitki metabolizmasinda ¢ok 6nemli zararlara ve d&sf strese neden
oldugu bircok calsmada rapor edilmgiir (Schitzendibett al. 2001; Vitoriaet al. 2001
Benavideset al 2005; Grata@t al 2005). Bitkilerde kadmiyum g#li biyokimyasal ve
fizyolojik surecleri bozar, hucre olumine ve buyimmeengellenmesine neden olur
(Chaouiet al. 1997; Toppi and Gabrielli 1999 Sandaéb al. 2001 Guoet al. 2009;
Popovaet al. 2009; Xuet al. 2009). Misir, pirin¢ ve bhidayin kadmiyuma toleranslari
karsilastirildiginda, misirda kadmiyumungir iki ttirden daha az birilgi belirlenmistir
(Wojcik and Tukendorf 1999). Kadmiyumun gadan veya dolayl olarak fotosentetik
sureci engellegi de gosterilmitir (Krupa and Baszynski 1995). Bitkilerdeki kok
blylme inhibisyonu kadmiyumun vegdr gir metallerin en énemli belirtilerinden
biridir (Metwally et al. 2003; Rodriguez-Serrared al. 2006; Kimet al. 2007; Groppat
al. 2008)..Kadmiyumun pirin¢ koklerindeki toksik etkisi bircakratirmaci tarafindan
rapor edilmgtir (Hsu and Kao 2005; Guet al. 2007; Yehet al. 2007). Kadmiyumun
olusturdusu oksidatif strese kar aycicesi bitkisinde NO’nun koruyucu rol oynagli
rapor edilmgtir (Laspinaet al. 2005). Aycicginde Cd, superoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve glubatyrediktaz (GR) aktivitelerini
azalttgl, lipid peroksidasyon sirecini attigl ileri sirtlmigtir (Gallegoet al. 1996).
Lipid peroksidasyonunun klamasi kadmiyum toksisitesi altindaRhaseolus vulgaris

ve Phaseolus auretda gorulmigtir (Lozano-Rodrigueet al 1997).

Birgcok cevresel streste olgu gibi Cd stresi de bitki metabolizmasinda ortayaig g
en O6nemli sorunlardan birisi ‘Reaktif Oksijen Tiinen’ (ROS) olisumuna sebep
olmalaridir. ROS ylUksek derecede reaktiftir ve ildtkicin toksiktir ayrica proteinler,

lipitler, DNA ve karbohidratlara zarar vererek héiéiimine neden olabilir (Noctor and



Foyer 1998; Apel and Hirt 2004; Baetial. 2009; Gucet al. 2009). ROS, hiicrelerdeki
savunmaya kg genlerin induksiyonu icin yayilabilir bir sinyalarak ¢akir. ROS bir
veya daha fazlaskesmemg elektrona sahip, kisa 6murll, kararsiz, molekgitligi
disik ve cok reaktif molekuller olarak tanimlanabilReaktif oksijen tirleri (veya
serbest radikaller) arasinda hidrojen peroksitQdji siuperoksid anyonu ¢O ve
hidroksil (OH) radikali gibileri sayilabilir. Oksijen radikali icerisinde en reaktif ve en
toksik olan’OH radikali, su dahil rastlagh her molekiille tepkimeye girebilir. Bitin bu
tepkimelerOH'in paylailmams elektron iceren diorbitaline elektron alma ilgisinden
kaynaklanir (Halliwell 1994). Hidroksil radikalinisebep oldgu en 6nemli hasar, lipid
peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zimelaksiyonudur.OH'In balica
hedefi doymansi yag asitleridir ve zar lipidlerinin peroksidasyonu mayapisini bozar
ve gecirgeniiini artirip hiicre 6limine sebep olabilir (Nishiyamiaal 1998; Guler
2008). Superoksid gruplarindan hizli kikilde olgan singlet oksijen'(Q,), hiicre
zarlarinin glikolipid, fosfolipid, sterol ve glisdryapisindaki doymamiyag asitleriyle
reaksiyona girerek peroksitler, aldehitler, hidiokss asitleri ve pentan gibi ggli lipid
peroksidasyon drunlerini o§tururlar (Slesaket al. 2007). Son derece aktif olan ve
hiicre hasarina yol agan superoksid grubii)(®akir igceren bir enzim olan superoksid
dismutaz enzimiyle bD, ve oksijene cevrilir. Stiperoksid grubuna gore dahaetkili
olan hidrojen peroksit (#D,), oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da superoksitlerin enzimatikav@nzimatik olmayan dismutasyon
tepkimeleri sonucu okuwr. Siperoksitin olgtugu yerlerde (peroksizomlar, elektron
tasima zinciri, plazma membrani, ekstraselilar mafriégeemli miktarda HO,'de
uretilir (Slesaket al. 2007). Hidrojen peroksit, gli fizyolojik ve biyokimyasal
slreclere aracilik eder (Nedt al. 2002; Brightet al. 2006; Mclnniset al 2006).ilging
bir sekilde hidrojen peroksit, antioksidan enzimlerdeskara neden olabilir (Pastori and
Trippi 1992; Sairam and Srivastava 2000). Yapisinuaylgilmams elektron
icermedginden radikal 6zellik tamaz. HO,'nin oksitleyici bir tir olarak bilinmesinin
nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin vamda hidroksil radikalinin éncull
olarak davranmasidir. Bu formdaki demir ¢ok gugksiteyici 6zelliklere sahip olup,
hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi raditepkimeleri balatabilir. Oksitleyici
Ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde aolan HO,'nin ortamdan uzakkdiriimasi

gerekir (Halliwell 1994; Giler 2008). Bu gorevi &tz ve peroksidaz gibi antioksidan



enzimler su ve oksijen gibi Uriinlere détirerek yerine getirir. Oksidatif streslere
tolerans sglamada bitkilerin bu enzimlerin hiicresel seviyelediizenlenmesi oldukca
onemlidir (Gechewt al 2002; Minibaeva and Gordon 2003a, Mutlu 2005)si@tif
stres, biyotik ve abiyotik stres fdlarinda ortaya ¢ikan temel bir durumdur ve rdakti
oksijen turleri ile antioksidan savunma arasindi&dpe bir dengesizlik oldgu zaman
meydana gelir (Foyer and Noctor 2000). Oksidatresh, ceitli bitkilerde distk
sicaklik (Tagin et al 2005), kuraklik (Mencoret al. 1995, Sairanet al 1998, 2001),
yuksek sicaklik (Davidsoet al 1996, Sairanet al. 2000) ve gir metal (Schitzendubel
et al 2001) streslerine bir cevap olarak ortaya gik@apor edilmgtir.

Serbest radikallerin (ROT) uyagli hiicre yikiminda énemli bir metabolik olay da,
doymamsg yag asitlerinin oksidatif yikimina yol acan o lipidrnp&sidasyonu (LPO)’dur.
Lipid peroksidasyonu; membran butigliniin yok olmasina, hicrenin elektrolitlere
permeabilitesinin artmasina neden olur. Ozellikdésiyum ve sodyum iyonlarinin hiicre
icerisine kontrolstiz gegi hicrenin enerji olgturan mekanizmalarini olumsuz yénde
etkileyebilir. Intraselluler kalsiyum iyonlarindaki agtiprotein ve lipidlerde daha fazla
hasara neden olabilecek proteaz ve fosfolipazvalgder. Bu ayni zamanda DNA'da
yapisal hasara ve hicre dlimine neden olabilecaieanaktivasyonuna neden olabilir
(Halliwell 1994). Bircok hastalikta meydana geleokd yikimi serbest radikaller ve
LPO olayr sonucu okur (Simsek 1999). LPO olay! ile okan membran hasari geri
donttmsuzdir (Akkg 1995). Biyolojik sistemlerde LPO’yu blatan serbest radikalin,
superoksit anyonu ile 6zellikle de hidroksil radik@dugu kabul edilmektedir. Serbest
radikal etkisi ile yg asidi zincirinden hidrojen atomunun uzakteasi, bu ya asidinin
radikal 6zellgi kazanmasina neden olmaktadir. Boylecesanulipid radikali, kararsiz
bir bilesik haline ge¢cmy olur. Molekdl ici konjuge edilen arinin farkli pozisyonlara
gelmesi ile dgisiklige usrayabilen kararsiz lipid radikalinin molekiler glksile

tepkimesi sonucu lipid peroksit radikali meydanardSpiteller 2001; Kuru 2007).

Uc veya daha fazla cift Baiceren (poliansature) yaasitlerinin peroksidasyonunda,
malondialdehid (MDA) meydana gelir (Yilmaz vd. 2003MDA vyag asidi
oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indik@t desildir, fakat LPO olayinin



derecesi ile iyi bir korelasyon gdsterir. Bu seleepiganizma da ojan LPO dlzeyini

Olcmek icin MDA seviyelerinin dlcumda, siklikla kalhilan bir yontemdir (Heath and
Packer 1968). MDA, tiyobarbitirik asit (TBA) ile mpde renkli bir kompleks

olusturmakta ve olgan bu c¢ozeltinin absorbans gdelerinden LPO'nun derecesi
saptanabilmektedir (Yiimaz vd. 2003; Kuru 2007).

Bitkilerde gerek normal, gerekse strgstlarinda uretilen ROT big&klerinin bertaraf
edilmesinde bircok antioksidan hile gorev alir. Bunlar icerisinde antioksidan
enzimler énemli bir yer t&il eder. Bitki hiicrelerinde bulunan énemli bir enkisidan
enzim, stperoksid dismutazdir (E.C 1.15.1.1). Bziraim, sliperoksid radikalini (@),
hidrojen peroksit (KO,) ve molekuler oksijene cevirebifgigdsterilmitir (Sairam and
Srivastava 2000; Eyidgan vd. 2003; Minibaeva and Gordon 2003). Bagedaki

sekilde 6zetlenebilir.

20 + 2H' v+ O

SOD’un biri sitoplazmada, geri mitokondride olmak Uzere iki izoenzimi
bilinmektedir. Okaryotlardaki mitokondriyal SODatakteristik Mi?> muhtevasi ve
amino asit diziji bakimindan bircok bakterininkine benzer. Buna shdr
sitoplazmadaki ise, tamamen farkli yapiya sahigirCu? ile Zn*? iyonu ihtiva eder.
Bu enzim, olduk¢ca yuksek konsantrasyonda ve ak@ddn bulunur. Cunki
mitokondride kullanilan oksijenin %1-5 arasi sUpside dongmekte ve ancak ytksek
bir SOD aktivitesi tarafindan bertaraf edilebilmegkt. Bircok cevresel ve biyotik
streslerde hicresel SOD miktarinin tretimindes aolugu belirlenmgtir (Hernandez
et al.2001; Minibaeva and Gordon 2003a; Eyido vd. 2003). &ir metallerin de SOD
aktivitesi Uzerine etkileri vardir. Orgm; Cd stresi farkh bitki tirlerinde SOD
aktivitesinde ¢@almaya neden olur (Gut al. 2009; Miloneet al. 2003; Sandaliet al
2001).

Antioksidan enzimlerden biri de katalazdir (E.C1111.6). Bu enzim, yuksek

konsantrasyondaki 40, nin, 2 elektronunu kullanarak su ve oksijene inelngesini



katalizleyen demir porfirin iceren tetramerik vekgégk molekul girligina sahip bir
enzimdir (McClung 1997; Chaudiere and Ferrari 1999)n1 zamanda CAT, diik
H.O, seviyelerinde alkoller, askorbat ve fenol icerediigenmi substratlari kullanarak
peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere andrrari 1999). CAT'In goérev aldi

reaksiyonlar gagidaki gibi 6zetlenebilir.
2H0, —> 2H,0 + O (Katalitik Aktivite)

ROOH+AH —— —* 4D+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Pek cok bitki hicresinde enzimin buyuk bir kismipOpinin  yiksek oldgu

peroksizomlarda bulunur. CAT c¢ok az miktarda miteto matriksinde de
belirlenmitir. CATIn bitki dokusunda KO, nin uzaklatirlmasinda onemli rol
oynadgl belirtilmistir (Patkowski and Urbanek 2003). CAT, solunum #&inde,

oksijenin eksik indirgenmesinden e&n HO, i, su ve Qye indirger (Chaudiere and
Ferrari 1999). CAT'In hicrelerdeki temel fonksiyprmolekiler @ mevcudiyetinde
metabolizmanin bazi kademelerinde uretileaQrhin ve ROOH gibi bir peroksitin
radikalligini gidererek 6zellikle membranlarda e#bilecek geri doniiimsiz hasarlari

engellemektedir.

Antioksidan enzimlerden bir géri peroksidaz (E.C 1.11.1.7) enzimidir. POXCHyi
kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi cok sagidaromatik bilgenlerin
dehidrojenasyonunu katalizleyen (Bergmeyer and IGd#&383) ve HEM prostetik
grubuna sahip bir enzimdir (Banci 1997; Kenal. 2000). Coklu molekuler formlara ve
geng bir hiicre alti dgaslimina sahip olan POX, bitkilerde biyluk orandauowir. POX,
elverissiz cevresel faktorler altinda Uretilen zararh iggts radikallerinin seviyesini
dizenler ve bitki hiicresinin en énemli koruyucu ieri@rinden birisidir (Bakardjieva
and Christov 1996). Molekilgaliklari 35-100 kDa arasinda gigmektedir. POX’lar

asagidaki reaksiyonu katalizlerler.

AH> + H,O, » A +2H0




Bitkilerde bu reaksiyon sonucu;

1. Serbest fenollerin oksidatif polimerizasyonu écre duvarinda lignin ve suberin

biyosentezi gercekie.

2. Hicre duvarina tga fenollerin oksidatif polimerizasyonu ile capraéaaglanmalar
olur ve hicre duvari sertie. Sonug olarak peroksidazlar, hidrojen peroksidntrol
altinda tutarak hicre duvaringekillenmesini sglarlar (De Pinto and De Gara 2004).

POX’larin spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofékler, inhibitérlere hassasiyet ve
optimum pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli atacok sayida izoenzimleri bulunur
(Banci 1997). Dglk sicaklhk, SQ, tuzluluk, parazit enfeksiyonu, patojenler, Uyki
tesirleri gibi ¢aitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilerfe®@X aktivitesi, bu
enzimin stres enzimi olarak anilmasina sebep gimyKerby and Somerville 1992;
Bakardjieva Christov 1996; Chanda and Singh 199 Kt al 2000; Lee and Lin
19964a,b). Cd ile negatif gki, POX aktivitesinde ¢ggalmaya neden olur (Metwalkst al
2005). Bitkisel POX; yapraklarda, yaralanan govoide kotiledon yapraklarda, cicek
saplarinda belirlenmive bu doku hicrelerinde nukleus, mitokondri, rimoz hire
membranlari ve hiicre @nda (apoplast) lokalize olabilmektedir (Bergmegad Grabl
1983; Banci 1997; Hamest al. 1998; Kimet al. 2000; Tagin et al 2006; Mutluet al.
2009). POX enziminin ¢ok sayida fizyolojik olaydal oynadgl ve birgcok metabolik
olayin gerceklgmesine yardimci oldiu aciktir. Bu yuzden bu kadar cokev ile
bagdastirilan POX enzimi ile ilgili argtirmalar ygun birsekilde strdurilmektedir.

Nitrik oksit/azot monoksit (NO) uzun yillardan bana bilim dinyasinda bilinen gaz
yapida bir molekildur. Bitkilerde NO’nun etkileriei ilgili ¢alismalar azot oksitler
tarafindan olgturulan atmosferik kirlenme Uzerine gunlasmistir. Bitkilerde NO
salinimi ve bitki blylumesi Uzerine olan etkileki Kez 1970’ li yillarda tanimlanrgtir
(Anderson and Mansfield 1979; Klepper 1979). Sonnakarda bitkilerin sadece
atmosferik NO’ya maruz kalmagli ayni zamanda bitkilerin dnemli miktarlarda i¢sel
olarak NO urettikleri de kesinlik kazangtir (Wildt et al. 1997). Ik defa memeli
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hiicrelerinde, daha sonra da bitkilerde NO’nun bigiua geme sireclerinde, biyotik
ve abiyotik stres cevaplarinin efnasinda haberci molekil olgw ispat edilmgtir
(Anbar 1995; Leshem and Haramaty 1996; Duseteal. 1998; Beligni and Lamattina
20014, b; Del Ri@t al. 2004; Graziano and Lamattina 2005). Bununla kgliNO’nun
1998 yilinda bitki savunma sinyali olarak tanimlasma kadar bitki buyime ve
gelismesi Uzerine olan etkileri Leshem (Leshem and Hatgyml996) ve Lamattina
(Laxalt et al. 1997) gibi birka¢c 6nct anamaci ile sinirli kalmgtir. Bu yillardan sonra
NO ve bitki biyolojisi ile ilgili calsmalarin sayisi giin gectikce argtm (Leshemet al.
1998; Durner and Klessig 1999; Beligni and Lamatt2®01a, b; Wendehemnet al
2001; Neilet al.2002b, 2003; Del Riet al. 2004; Graziano and Lamattina 2005).

Bazi calsmalarda, bitkilerin sadece atmosferik NO’yaskarevaplar olgturmadgi ayni
zamanda i¢sel olarak Urettikleri de bulurytom (Wildt et al. 1997; Barroset al. 1999).
NO sentezinde enzimatik ve enzimatik olmayasliba iki metabolik yol mevcuttur
(Sekil 1.1).

Denitrifikasyon

NO
NR

1
gy ——————
O T Y

Karotinoidler |

L-Arginin + O, + NADPH / AA
| Nitrifikasyon

NR veya NiR
B — NOy
N:

A Kimyasal

V\ Asidik pH l

Denitrifikasyon

A

Azot
Fiksasyonu

L-Sitrulin + H-O + NADP™
| —

NH,

T Nitrifikasyon

>
e}

NO; ¢«—— NO«4—N.O <«

Sekil 1.1. NO’nun muhtemel biyosentez yollari (Wojtaszek 2088Icukcan 2005)

Enzimatik yollardan birindeL-argininin, NO velL-sitruline dongimud nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalizlenmektediek{l 1.2). NOS'un bezelye

yapraklarinda kloroplast ve peroksizomlarin mainéle bulundgu gosterilmgtir



11

(Barrosoet al. 1999). Tutun, soya fasulyesi, misir, bezelye @&z bitki ttrlerinde
biyokimyasal, immunolojik ve molekuler teknikler llkanilarak NOS aktivitesinin
oldugu rapor edilmgtir (Delledonneet al. 1998; Durneret al. 1998; Yamasaki and
Sakihama 2000; Beligni and Lamattina 2001b; Del &ial. 2004). Ayrica, Cueto vd.
(1996) Lupinus albuskdk ve nodullerinde NOS’a benzer bir enzim akésihin

varhgini da bildirmglerdir. Bitkilerde, memelilerdeki NOS’a benzer ng gen ya da
cDNA, ne de herhangi bir protein henliz tam anldentanimlanmamasina kan misir

fidelerinin kdk ucu ve gencg yapraklarinda 116 kble’NOS’a benzer bir protein vagli

saptanmytir (Ribeiroet al. 1999).

NOS
L- Arginin » L-Sitrullin + NO + 2NADP + 2HO
2NADPH
20
Ca++
Sekil 1.2. NOS aktivitesiyle NO uretimi (Selgukcan 2005)

Diger enzimatik yolda ise NO dretiminin ¢hega kayng NADP(H)'a bagimli nitrat
rediktaz (NR) enzimidir§ekil 1.3). Kofaktor olarak molibden (MY iceren bu enzim
elektron vericisi NADP(H)'1 kullanarak N£xlen NO uretimini katalizlemektedir (Dean
and Harper 1988; Yamasa#t al. 1999; Yamasaki and Sakihama 2000; Rockedhl.
2002; Lamattineet al. 2003).Phytophtora infestanmantari ile enfekte olngupatates
tuberlerinde NR aktivitesinin geik edildigi gosterilmitir (Yamamotoet al. 2003).
Boylece bitki stres kosullari altinda iken aycicege misir bitkisinde, ispanak
yapraklarinda NR’a bagh NO Uretiminin artabilecégri surtlmigtir (Rockelet al.
2002).

NR
NO, + NADP(H) » NO+ NAD
Mo++

4

Sekil 1.3.NR ile NO uretimi (Selgukcan 2005)
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Bitkilerde NO Uretiminin dier enzimatik kaynaklari ksantin oksidorediktaz (¥OR
peroksidaz, sitokrom P450 ve bazi*Fégeren proteinler olabilir. XOR'un bezelye
yaprak peroksizomlarinda bulurglu ve bitkilerde haberci molekil olarak NO
Uretiminde anahtar rol oynamigdsterilmgtir (Corpaset al. 2002). Bitki hiicrelerinde
onemli fizyolojik sureclerde yaygin bgekilde gorev alan peroksidaz enziminin hisim
hidroksiarginin ve HO,'den, hem de hidroksilre ve,8,'den NO uretimini sgladig
rapor edilmgtir (Boucheret al. 1992a; Huanget al. 2002b; Veicht 2004). Enzimatik
olmayan yolda, N@ NO ve dihidroaskorbik asiti Uretmek Uzere pH 8& askorbik
asitle kimyasal olarak indirgenir. Bu reaksiyonurpoplastik alanlarda ve
kloroplastlarda meydana gegdive arpa alevron hucrelerinde NO’nun Rekilde
sentezlendji gosterilmitir (Henry et al. 1997; Horeman®t al. 2000; Beligniet al.
2002; Stohr and Ullrich, 2002). Ayrica NO, karotidiler tarafindan N@in 1siga
bagimli yolla indirgenmesi ile de glur (Cooneyet al. 1994). Bununla birlikte NO,
disardan uygulanan sodyum nitropurissid (SNP) SaitrosoN-asetil-penisilamin
(SNAP) gibi NO vericilerinden (donérlerinden) enztik olmayansekilde de ortaya
cikar (Leshem, 1996). NO, tek dmaa yiksek konsantrasyonlarda dahi hucreleri
oldurmeyen toksik olmayan bir molekildur (Pryor aBduadrito 1995). Bununla
birlikte aerobik ortamda NO kararli bir molekul deg. Derisiminin artmasi ile
oksidasyonu hizlanir. Bu nedenle ortamdaki gil@ii ile kendi 6mrU arasinda ters bir
oranti vardir. NO biyolojik sistemlerde ,Oile kuvvetli reaksiyona girdinde
nitrozonyum iyonu (NO), nitroksil anyonu (NQ, nitrit (NO,), nitrat (NQ),
peroksinitrit (ONOO) gibi “aktif azot oksit turleri” meydana gelir. Hiede NO, aktif
oksijen turleriyle (HO,, OH, O,, ONOO vb.) kimyasal reaksiyona giggnde ise ya
toksik ya da koruyucu etki gosterir. Ayrica NO véicke ici antioksidan sistem
(glutatyon, askorbat, karotinoidler ile antioksidamzimler) arasinda dolayl bir
koruyucu sinyal iletim yolu da mevcuttur (BeligmdLamattina 1999a, b). NO Uretimi
ve salinmasi @l miktardaki serbest radikallerin ortamdan uzstkidmasi icin diger

detoksifikasyon mekanizmalarina ilave olarak erligtildur (Gouldet al. 2003).

NO bitki buyiime, gefime ve savunma cevaplarinda yaygin bir hiicre ichivereler
arasi haberci molekul oldu ileri siralmigtir (Leshem, 1996). Tum bitkiye ya da hlcre
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kultirine dgardan NO uygulamalari, bu molekulin bazi fizyoloyi& biyokimyasal
surecleri nasil etkiledigi hakkinda bilgiler elddilmesine olanak gemistir. Disardan
uygulanan NO, bitki biyime ve ggininin cesitli yonlerini (Ribeiro et al. 1999),
patojenlere (Durneret al. 1998), siga (Beligni and Lamattina 2000), yercekimi
(Pedroso and Durzan, 2000) ile oksidatif stresdigBeand Lamattina, 1999a) kar
olusturulan cevaplari etkilemektedir. Ayrica bitkilerétatalaz, askorbat peroksidaz ve
akonitaz enzimlerinin inhibisyonunda (Clarket al. 2000), hiicre ceperi
lignifikasyonunda (Ferrer and Ros Barcelo 1999kcbétcrelerinde iyon kanallarinin
dizenlenmesinde (Garcia Magaal. 2003), kloroplast ve mitokondri fonksiyonlarinda
(Yamasakiet al. 2001), hicre olumu (Pedrosat al. 2000a), senesens ve yaralanma
sinyalinde NO’nun muhtemel rolleri tespit edikti (Leshem 1996; Leshem and
Haramaty 1996; Hung and Kao 2003).

Disaridan uygulanan NO’nun bitki biyime ve gealesi ya da strese karolusturulan
bitki cevaplarinin bir diizenleyicisi olarak etktigini gosteren ¢ok az kanit olmasina
ragmen bitki ygam doéngusinde bazi olaylarin da rol oygadiesinlik kazanmstir
(Beligni et al. 2002). NO’nun tohum c¢imlenmesi, deetiyolasyon veapnak
genglemesini tgvik ettigi, hipokotil ve internod uzamasini inhibe giti savunma
genleri ve fitoaleksin Uretimini arttirgh bilinmektedir (Leshem 2000; Beligni and
Lamattina 2001b). Marul tohumlarinigik varhginda cimlenmesi SNP ve SNAP gibi
NO dondrleri tarafindan geik edilebilmistir (Beligni and Lamattina 2000). Beligni ve
Lamattina (2001a,b) NO’nun bitkilerin ozellikle gielerinde cgtli metabolik ve
gelisimsel sureclerde rol oynagini kanitlamglardir. Karanlkta ya da guk isik
siddetinde buytyen farkli bitki turlerindeAfabidopsis thaliana Lactuca sativa
Solanum tuberosumnanomolar dizeydeki NO, hipokotil ve internod mzaini
belirgin bir sekilde azaltmytir (Beligni and Lamattina 2000). Bazi bitkilerdeON
yapraklarda oldgu gibi (Leshem and Haramaty 1996), koklerde destlu
konsantrasyonlarda doku ggleimesini tgvik ederken, yiksek konsantrasyonlarda
inhibe etmektedir (Gouvéet al. 1997).
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Literatirde, konumuzla alakali makalelerin hemempsirede, gerek @armetal stresi
gerekse dier streslerde, NO’nun bitkiye stres ajani (kuraktikluluk, @&irmetal vb.)
ile birlikte ve ayni zamanda uygulagdtespit edilmgtir. Bu argtirmada ise konuya
baks acisi farkl tutulmstur. Calsmamizda amacg olarak, bitki strese girmeden 6nce,
yani normalsartlarda buytrken uygulanan NO’nun, ileriki strdiemitkinin Cd stresi
ile kasilasmasi durumunda, bitkiyi koruyup koruyanmay@&caratiriimak istenmgtir.
Bu acidan cagmamiz metodolojik olarak literatirdeki gahalardan farklidir.
Calismada bitki materyali, olarak model bir bitki olanism (Zea mayk secilmi ve
literatirde bitkilerin strese cevap ve toleransedelerinin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan deneysel parametreler gerggikierek amaclanan hedefe gibnak
istenmitir. Bitkilerde NO’nun stres cevabini nasil duzenlgi ve bu cevapta nasil rol
aldigi ile ilgili yeterince cakma bulunmamaktadir. Asarmamiz bu nedenle 6zgin

degeri olan orijinal bir camadir.
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2. KAYNAK OZETLER i

Bitkilerde patojen saldirisi, kuraklik, glik ve yuksek sicaklik, ultraviyole (UV), ozon
gibi birbirinden farkli streslere ksirbitki cevaplarinin dizenlenmesinde, NO'nun hem
antioksidan sistemi duzenleyebgdihem de antistres ajani olarak gérev yapabgece
ileri surdImistar (Neill et al.2003). Bununla birlikte stres altinda wetn bitkilerde icsel
NO miktarinda buytk bir agtioldugu belirlenmstir (Garcéset al. 2001). Biyotik streste
asiri duyarlihk (HR) cevabinin t@iki esnasinda patojen saldirisi sonrasinda NOhiun
sinyal molekullin yapabildi sekilde sinyal iletimini harekete gecirebigdibelirtiimistir
(Dellodonne et al. 1998; Romero-Puertas and Dellodonne 20@hyptophthora
infestans mantari tarafindan enfekte olgpypatates yapraklarinda NO’nun klorofil
kaybini 6nledii belirlenmitir (Laxalt et al. 1997). Ayrica SNP ve SNAP gibi iki NO
vericisinin herbisit ile ylem goérmig patates yapraklari ve izole kloroplastlarda lipid
peroksidasyonu, protein ve RNA yikimini azgltsaptanmtir (Beligni 2000). Yabani
tip Arabidopsis thaliana yapraklarinda, mekanik stres ve yaralanma ileId&iminin
arttigi ve bunu NOS aktivitesiyle gercekledigi bulunmuytur (Garcé<t al. 2001). Son
yillarda NO’nun bgday fidelerinde kurakliktan kaynaklanan oksidatifese kagi
koruyucu oldgu bildirilmistir (Garcia Mata and Lamattina 2001). NO, kuraldikesine
toleransta ve stoma hareketlerinde rol oynayan yeini molekil olarak kabul
edilmektedir. Ciddi kuraklik stresi kollarindan sonra, 150 uM SNP ile muamele
gormis bugday yapraklarinin su icginin arttgl ve transpirasyon oraninin azgdi
tespit edilmgtir. Bu deneylere paralel olarak NDradescantiasp. veVicia fabdda
stoma kapanmasinisigk etmektedir (Garcia Mata and Lamattina 2001;d@zaMataet

al. 2003). Su eksikdi ile tesvik edilen piring yapraklarinin senesensinin NGatardan
inhibisyonunun artan suUperoksit dismutaz (SOD) vitkisi ve azalan lipid
peroksidasyonu ile ilgili oldgu gosterilmgtir (Chenget al. 2002). Baka bir calsmada
UV-B stresi altinda hem garidan hem de i¢csel uygulanan NO’nun misir yapraidia
blylme ve gejme siresince antistres molekul olarak rol oynanmaktzk, UV-B nin
inhibe ettgi buyimede stres sinyal molekul olarak gorevalderi surdlmigtir (An et

al. 2005). Bitkilerde abiyotik stres etmeni olan kaglomun (Cd) olgturdusu oksidatif
strese kawn aycicesi bitkisinde NO’nun koruyucu rol oynagli rapor edilmgtir (Laspina
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et al. 2005). Toksik etkisi bilinen kgun (Pb) ve kadmiyum (Cd) gibiga metal
etkisinde c¢imlenmenin inhibe olgu bilinmektedir. Bu inhibisyonun SNP 6n
muamelesi sonuculLupinus luteus tohumlarinda yiksek oranda engellgndi

kanitlanmgtir (Kopyraet al.2003).

NO’nun; tuzluluk (Shiet al. 2007), &r metal ve 1si stresi (Uchidzt al. 2002; Koypra
and Gwozdzy 2003; Ywet al 2005; Wanget al 2010), kuraklik, UV-B ve sgtuk
streslerine maruz birakilmbitkilerde, POX aktivitesini arttirgh belirlenmitir. ilave
olarak, barbunya bitkisine giridan  uygulanan NO’nun tek dgnaa POX aktivitesini
artirdgini, tuz stresine maruz birakilgnbitkilerde ise aktiviteyi dgiirdigli tespit
edilmistir (Li et al. 2007). Dguk sicaklga maruz birakilngi yabani mavi hardal
suspansiyon kultirinde POX aktivitesi NO’nun etdisidaha da arfi belirlenmitir
(Liu et al. 2010). Cd uygulaninca bezelye ygprala, Phaseoulus auretda, havug ve
turpun koklerinde POX aktivitesinin azajditespit edilmgtir (Sanita di Toppi and
Gabrielli 1999; Liu and Yang 2000; Sandakb al 2001; Chenet al 2003). Cd
uygulanan ladin gaci yapraklarinda POX aktivitesinin d@ngicta artgfi, daha sonra
distigl gozlemlenmitir (Radotic et al. 2000). Misir yapraklari Cd’e maruz
birakildginda ise, POX aktivitesinin argti bulunmuytur (Lagriffoul et al. 1998; Kong
et al. 1999).

NO’nun; tuzluluk (Shiet al. 2007; Liet al. 2008), &ir metal-1s1 (Uchidaet al. 2002;
Koypra and Gwozdzy 2003; Yet al. 2005; Wanget al 2010), kurakhk (Zhact al.
2008) ve spuk streslerine (Litet al. 2010) maruz birakilngibitkilerde CAT aktivitesini
artirdgl belirlenmgtir. Yapilan baka bir calgmada barbunya bitkisine uygulanan
NO’nun tek baina CAT aktivitesini artirirken, tuz stresine maturzakilms bitkilerde
ise aktiviteyi etkilemedi belirtilmistir (Li et al. 2007). Cd stresi altinda, CAT
aktivitesinin Phaseolus vulgarigSomashekaraiabt al. 1992),Lemna minor(Mohan
and Hosetti 1997) ve biberde (Leeh al 2002) azalma goOstegdiifade edilmitir.
Aksine CAT aktivitesiAgropyron repengBrej 1998),Raphanus sativugVitoria et al
2001) veseker kamginda (Fornazieet al 2002a) c@aldig fakat soya fasulyesinde
degsismeden kaldil sonucuna ukalmistir (Ferreiraet al 2002).
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Seker kamgina Cd uygulamasi sonucunda SOD aktivitesi gttm(Maleckaet al
2001; Fornazieret al 2002; Jouili and El Ferjani 2004). Cd uygulanmiasibazi
bitkilerde SOD aktivitesinin dg@smedisi de bulunmugtur (Sanita di Toppi and Gabrielli
1999). Oksidatif stres altindaki $aday genotiplerinde SOD aktivitesinde birgdgklik
gozlenmezken (Sairam and Srivastava 2000), ylukseklgk stresi veya tuz stresi
altindaki bgday genotiplerinde 6nemli Ol¢clide artgdibelirlenmitir (Sairamet al.
2000; Eyidgan vd 2003; Sakhabutdinoeaal 2004).

Hucre zar lipidlerinin serbest radikallerle (sigesid anyonu, singlet oksijen, hidrojen
peroksit ve hidroksil radikali) etkifenesi sonucu lipid peroksidasyonu (LPO)
gerceklgir ve bu olumsuz durum hicre zarlarinin bozulmasmaden olur.
Peroksidasyonun derecesi, hicresel dizeyde stsebiep oldgu hasarin hem 6lcuti
hem de yansimasi olgu kabul edilmektedir (de Azevedo Ne&d al. 2006). Stres
sartlarinda, doymami yag asitlerinin peroksidasyon urinu olarak ortaya gika
malondialdehit (MDA) miktarindaki agtl htcre zarlarinin yapisal butigiinin
bozuldigunu gosteren iyi bir indikatdr olarak kabul edilntedir (Posmyket al. 2005).
LPO drlnlerinin, Cd uygulanmi bezelye bitkisinde kok ve surgunlerinde artti
bildirilmistir (Lozano-Rodriguezet al 1997; Romero-Puertagt al. 2003). Cd
tarafindan LPO’nun arffl Phaseolus vulgarigShaw 1995; Chaouwet al. 1997) ve
Helianthus annuusbitkilerinde (Benavides and Tomaro 1996) belirlegtim Misir
bitkilerine Cd uygulandiktan sonra MDA seviyesinkbklerde cgaldigi, fakat
yapraklarda c¢galmadgl gozlenmgtir (Hong et al. 2008). Stres durumlarinda artan
MDA miktarinin dolayisiyla lipid peroksidasyon sgesinin uygulanan NO ile
azaldgina dair literatiirde bazi ¢ginalar mevcuttur. Squk stresi (Liuet al. 2010), tuz
stresi (Shiet al. 2007; Q-Liet al. 2008), su stresi (Zhaet al 2008), nikel fazlaf
(Kazemiet al2010), Cd fazlafii (Singhet al. 2008), arsenik fazlah (Singhet al.
2009), yuksek sicaklik stresi (Soeg al. 2006) gibi streslerde artan MDA miktarinin
uygulanan NO tarafindan glirtlebildigi bulunmutur.

Tuzluluk (Huaifuet al. 2007; Q-Y. Liet al.2008), dguk sicaklik (Liuet al. 2010), &ir
metal (Hsu and Kao 2004; Cat al 2010) gibi streslerde artan i¢sei®4 miktarinin,
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uygulanan NO tarafindan glirtldigt belirlenmgtir. Bitki hicrelerinde HO, artisi
genellikle Arabidopsis thalianave domates bitkilerinin Cu, Cd (Drazkiewiet al.
2004; Romero-Puertas al. 2004; Maksymiec and Krupa 2006b) ve Hg (Cho amtt Pa
2000) muamelesinden sonra gozlestmi Ayrica pirin¢ bitkisinin yapraklarindasa

Cd varlginda HO, miktarinin arttgini belirlenmitir (Hsu and Kao 2004).

MS besi yeri ortaminda buyUtilen kavak kalluslarda stresi, HO, miktarini
artirabilirken, ortama uygulanan NO’nun,® miktarini daha da artirgh rapor
edilmistir (Zhanget al 2007).

Stres altinda ki bitkilere uygulanan NO nun; tlizkustresi altindaki pamuk kalluslarin
da (Vital et al. 2008), kuraklik stresinde ki kagnbitkisinde (Zhaoet al. 2008), Cd
toksitesindeki arpa da (Chest al. 2010), dguk sicaklk stresinde ki yabani hardal
suspansiyon kultirinde (Let al. 2010), amonyum toksitesinde Hiydrilla verticillata

bitkisin de (Wanget al.2011) artan @ miktarini azaltg rapor edilmgtir.

Nitrik oksitin, stres durumlarinda bazi bitki hiicrelerinde icsarai arttgina dair bazi
calismalar mevcuttur. Tuzluluk stresinde i¢sel olaradgaiopsis peroksizomlarinda NO
miktarinin arttg1 belirlenmitir (Corpaset al. 2009). Kuraklik stresi altindaki bezelye,
bugday ve tuttiinde i¢csel NO Uretiminin agttrapor edilmgtir (Leshem and Haramaty
1996; Gouldet al.2003; Kolbertet al. 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

iklim dolabi : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
Masa santrifiju : Hettich EBA 21
Sasutmali santrifgju : Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre : Shimadzu UVmini—1240
pH metre : WTW unilab pH metre
Hassas terazi : Shimadzu AY220
Buzdolabi . Argelik

Derin dondurucu (-3T) . Arcelik

Derin dondurucu (-8tT) : Harris,ingiltere

Karistirici : Fisons Whirlimixer
Otomatik pipetler : Nichipet EX ve Socorex
Calkalayici : Gallenkamp

Manyetik karstirici : Chiltern HS31

Sasuk su banyosu : Huber Polystat CC1.

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Arastirma suresince kullanilan g¢ozeltilerin kullangdiyerler ve hazirlagi bigimleri
asaglda sunulmstur. Calsmalarimizda kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve

Fluka’dan temin edilngtir.

1. Arnon ve Hogland Besi CozeltisiZ1.02 g KNQ, 0.492 g Ca(Ng),.4H,0, 0.23 g
NHsH.PQ,, 0.49 g MgSQ7H,O, 2.86 g HBO;, 1.81 g MnCj4H,O, 0.08 mg
CuSQ.5H,0, 0.22 mg ZnSE7H,O, 0.6 mg FeSE 0.6 mg tartarik asit saf su

icerisinde ¢ozulerek toplam hacmi 1 L tamamlagimi
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2. 0.01 mM SNP Cozeltisi0.2975 g SNP 1 L saf suda ¢ozUknu ¢ozeltiden 10 mL
alinarak son hacim saf su ile 1 L'ye tamamlagtimi

3. 0.1 mM SNP Cozeltisi0.2975 g SNP 1 L saf suda ¢ozukniu ¢ozeltiden 100 mL
alinarak son hacim saf su ile 1 L'ye tamamlagtmi

4.0.5 mM SNP Cozeltisi:0.2975 g SNP 1 L saf suda ¢6zUkniiu ¢cozeltiden 500 mL

alinarak son hacim saf su ile 1 L'ye tamamlagtmi

5. 25 uM CdClk Cozeltisi: 0.0915 g CdGl ¢ozeltisi 500 mL saf suda ¢ozulgibu
cOzeltiden 12.5 mL alinarak son hacmi 500 mL’yedartanmgtir.

6. 50 uM CdCl, Cozeltisi: 0.0915 g CdGl ¢ozeltisi 500 mL saf suda ¢ozulgibu
cOzeltiden 25 mL alinarak son hacmi 500 mL’'ye tarhasamstir.

7. 200 uM CdCl, Cozeltisi: 0.0915 g CdGlcozeltisi 500 mL saf suda ¢ozulgibu
cOzeltiden 100 mL alinarak son hacmi 500 mL'ye taraamsgtir.

8. 103.5 mM KH,PO,: (Katalaz aktivitesi 6lciminde kullanilan tampori)4 g
KH,PO,, 80 mL saf suda ¢6zilnil N NaOH ile pH: 7.5’e kadar titre edilgnve son
hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlagtmi

9. 40 mM H,O, Cozeltisi (Katalaz aktivitesi dlcimunde kullanilan substéreltisi):

408 uL %30’luk H,O, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak hazirlanmi

10. 5 mM HO, COzeltisi (Katalaz aktivitesi dlgiminde standart grafik naznak igin
kullantlaniimstir): 41 puL %30’luk H,O, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak

hazirlanmgtir.

11. Peroksidaz aktivitesi élciimiinde kullanilan substratcozeltisi: 15 L. H,O, dan
(d=1.13 g/mol) alinarak 5 mM olacakkilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5)

icinde ¢ozulerek hazirlangtir.
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12. 0.1 M NaHPQO,, pH 5.5 (Peroksidazin aktivitesi dlcimuinde kullamitampon
cOzeltisi): 3.55 g NAHPO, alinmg, 200 mL saf suda c¢ozilmive pH: 5.5%e

ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamigtrr.

13. 50 mM K;HPO,4 (pH: 7.8) (Superoksit dismutaz aktivitesi 6lgiménkullanilan
tampon): 2.9 g KHPO, 200 mL saf suda coOzulmive son hacmi 250 mL'ye

tamamlanmytir.

14. 13 mM Metionin C0zeltisi: 0.485 g metionin, 250 mL, 50 mM,KPO, (pH: 7.8)
tamponu icerisinde ¢ozilerek hazirlagim

15. 75uM NBT (Nitroblue Tetrazolium Klordr): 0.015 g NBT, 250 mL, 50 mM
K2HPQ, (pH: 7.8) tamponu icerisinde ¢ozilerek hazirlagmi

16. 0.1 mM EDTA (Etilen Daimin Tetra Asetik asit): 0.075 g EDTA, 250 mL, 50
mM K;HPQ; (pH: 7.8) tamponu igerisinde ¢ozilerek hazirlagmi

17. 2uM riboflavin: 0.038 g riboflavin, 1 L saf suda ¢ozulgtiir. Bu ¢ozeltiden 1M

olusturmak icin, bundan 6QL alinmi ve 3 mL’lik reaksiyon kagimina pipetlennstir.

18. %5’lik TCA (trikloroasetik asit) : 100 mL saf su icerisine 5 g TCA ilave edilir.
TCA tam olarak ¢ozilene kadar kamlarak hazirlannstir.

19. %0.5’lik TBA (tiobarbutirik asit): 100 mL saf su igcine 20 g TCA c¢ozulgue

icerisine0.5 g TBAilave edilir ve iyice kastirilarak hazirlannstir.

20. %5’lik Ti(SO ), (titanyum disilfat ¢ozeltisi) (H,O, miktarinin belirlenmesinde
kullanilir): 1 g Ti(SQ), 20 mL safsuda ¢ozilerek hazirlanghr.

21. %19’'luk NH4OH (H20- belirlenmesinde kullanilan): 4.16 mL NR2O mL saf suda
¢cozllmesiyle hazirlanrtr.
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22. 2 M’k H,SO,4 (H20, miktarinin belirlenmesinde kullanilan): 40 mL % B8’
H.SO, alinmg 160 mL saf su icerisine ilave edildikten sonra 200ye tamamlanarak

hazirlanmgtir.

3.3. YOntemler

3.3.1. Bitkilerin buyuttilmesi ve SNP ile Cd uygulamalarini yapiimasi

Bu argtirmada, monokotil bir bitki olan misirZéa mayscv. Karadeniz yildizi)
kullaniimistir.  Misir  bitkisine ait tohumlar, Karadeniz Tariahs Arastirma
Enstitisi’nden temin edilgtir. Elde edilen tohumlarin sterilizasyonu, birk&ez
cesme suyu ile yikandiktan sonra %10’luk ticari camauyunda 5 dk bekletilmive en
son saf su ile iyice yikanarak vyapiktm. Bitkiler yikanmg kum kdltirinde
yetistirilmi slerdir. Bitkilerin yetktirildi gi kum 6nce ¢gme suyu ile 5 kez, 1 kez 1IN
HCL ile ve en son da saf su ile 2 kez yikagtmve her bir saksiyasi agirlikta olacak
sekilde yerlgtirilmistir. Bu islemle kum icindeki metal iyonlarinin uzakiaiimasi
sglanmstir. Her saksiya (30x20x15 cm) buyuklikleri sekilleri homojen olan 25 g
steril tohum ekilmitir. Bitkiler bir iklim dolabinda 22/2%C ve 12/12 saatik-karanlik
periyodunda (20.000 1ik860 nem) 17 gun sireyle buyuttlgedir. Her saksi, 10.
glne kadar, gunluksg miktarda ¢cgeme suyu ile sulanmgtir. Onuncu ginde bitkiler 1
kez olmak lizeres¢ miktarda Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulagimi

Calismanin amacinda da anlatgdgibi bu aratirmada bitkilere bir sinyal bikgk olan
NO uygulanmak istenmgir. Ancak NO gaz formunda olan bir kil oldugu icin acik
bir alanda hassas ve dengeli uygulanmasi mimkgitdae Bu sebeple akirmamizda
suda ¢ozinebilen ve bitki tarafindan alfjpdda parcalanarak NO Ureten bir kikeolan
sodyum nitroprussid (SNP) kullanilgtir. Bu 6zellginden dolayr SNP’ye NO donori

denilmektedir.

Arastirmamizda SNP ugulamasi iki farklgekilde gerceklgtirilmistir. Birinci
uygulamada; bitkiler kum kultarinde ygtrilmistir. Cimlenmeyi takiben 12. ginde
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farkli konsantrasyonlarda (0.0, 0.01, 0.1, 0.5 mM)her seferde taze hazirlanagt e
miktardaki (her saksi icin 200 mL) SNP c¢Ozeltisir latomizer yardimiyla bitki
yapraklarina puskarttlngtiir. Paskirtmeslemi her saksi icingt zamanda yapilmive
islem butin yapraklardan damlamalar oluncaya kadatUstulmistir. Daha sonra, 14.
guinde buseklilde yetitirilen bitkilerin yetsme ortamina, kadmiyum (Cd) ¢ozeltisi (0.0,
25, 50, 200 pM) her saksiya 70 mL olacsgkilde uygulanmtir. Yukaridaki
uygulamalar yapildiktan sonra, 17. gun (Cd uygukndan 3 gln sonra) bitki
yapraklarindan ve koklerinden ornekler aligimi Alinan drnekler hemen bir derin
dondurucuya (-3C) transfer edilmitir. Ornekler kullaniincaya kadar burada
saklanmglardir. Yukarida ifade edilen uygulama igin 16 saksllaniimis ve bunlarin
SNP ve Cd uygulamalari dizergagudaki gibi olmytur. Deneme hatalarini azaltmak

icin her bir gruba ait 4 saksi ekilgtir (toplamda 60 saksi).

. 0.0 MM SNP + 0.0 uM Cd (Genel kontrol)
. 0.01 mM SNP + 0.0 uM Cd

. 0.1 Mm SNP + 0.0 uM Cd

. 0.5mM SNP + 0.0 uM Cd

. 0.0 mM SNP + 25 uM Cd

. 0.01 mM SNP + 25 uM Cd

. 0.1 mM SNP + 25 uM Cd

. 0.5 mM SNP + 25 uM Cd

. 0.0 mM SNP + 50 uM Cd

. 0.01 mM SNP + 50 uM Cd

. 0.1 mM SNP + 50 uM Cd

. 0.5 mM SNP + 50 uM Cd

. 0.0 mM SNP + 200 uM Cd

. 0.01 mM SNP + 200 uM Cd
. 0.1 mM SNP + 200 uM Cd

. 0.5 mM SNP + 200 uM Cd

© 00 N OO O A W N P

e e T o e =
o UM W N P O

Arastirmamizda SNP’nin ikinci farkli uygulamasi saida anlatilan sekilde

gerceklgtirilmi stir. Sterilize edilmg misir tohumlari ekilmeden oncaitemiktardaki
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0.0, 0.01, 0.1, 0.5 mM SNP c¢ozeltilerinde 24 séat de On i1slatmayssisirme islemi)
tabi tutulmylardir. On islatmanin game tohumlar énce gme suyu ile ve daha sonra
steril saf su ile yikanmgive birinci uygulamada anlatiigli sekilde hazirlanan saksilara
ekilmisler ve aynisartlarda yettirilmislerdir. Her saksi, 10. glne kadar, gunlit e
miktarda ¢eme suyu ile sulanmgtir. Onuncu ginde bitkiler 1 kez olmak Uzergt e
miktarda Hoagland besin cozeltisi ile sulagimni Bu seklilde yetstirilen bitkilerin
yetisme ortamina 14. ginde Cd c¢ozeltisi (0.0, 25, 5@ @®1) her saksiya 70 mL
olacaksekilde uygulanmgtir. Daha sonra, 17. gin (Cd uygulamasindan 3 giwa}
bitki yapraklarindan ve kdklerinden érnekler aligim Alinan érnekler hemen bir derin
dondurucuya (-3C) transfer edilmitir. Ornekler kullaniincaya kadar burada
saklanmglardir. Buradaki uygulamalar icin de 16 saksi kullais ve bunlarin SNP ve
Cd uygulamalari diizeni, yukarida verilen duzeklinde olmgtur. Deneme hatalarini
azaltmak icin her bir gruba ait 4 saksi ekitmi(toplamda 60 saksi). Birinci uygulama
ile ikinci uygulama arasindaki en o6nemli fark, bai uygulamada SNP bitki
yapraklarina dgrudan verilmesi, ikinci uygulamada ise SNP’nin bitkhumlarina

emdirilmesiseklinde olmasidir.

3.3.2. Yaprak ve kdklerde antioksidan enzim aktivielerinin belirlenmesi

Antioksidan enzimlerin aktivitesinin belirlenmesgin Oncelikle cakilan kok ve
yapraklardan protein izolasyonu ve ekstraksiyormulyastir. Bu islem igin, 0.5 g doku
(yaprak veya kok) alinip gak bir havan icine konulnguve Uzerine sivi azot ilave
edilerek toz haline gelinceye kadaiudilmistir. Sonra tzerine 5 mL ok homojenat
tamponu (1 mM EDTA igeren 0.1 M KROy; pH: 7.0) ilave edilmyi ve kargim bir
santrif(j tiplne aktarilarak 120Qf ve +4C’de 15 dk. santrifijlennstir. Santrifij
islemi sonucunda elde edilen slipernatant tek sefexti& olarak antioksidan enzimlerin
aktivite 6lctmleri icin kaynak olarak kullanilgtir (Angelini et al. 1990; Angelini and
Federico 1989) .
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3.3.2.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini icin kullanilan yéem, Luck (1965) ile Havir and
Mchale’nin (1987) uygulagh yontemdir. Bu metotla aktivite dlcimui, CAT aktivi
Olcim ortamindaki BD,’nin O, ve HO’ya dongumini sglarken meydana gelen
absorbans azalmasinin 240 nm’de izlenmesi esaayanchaktadir (Haviet al 1987).
Reaksiyonda azalan,B, miktarini belirlemede kullanilacak olan®} standart grafii
onceden hazirlangtir. Bunun i¢in, 5 mM HO, c¢o6zeltisinden 3 mL'lik
spektrofotometre tuplerine sirasiyla; 0.15, 0.8500.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5
mL konulmutur. TUptn hacmi saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanua her tipe 1.47 mL,
103.5 mM KHPO, ve 30 uL saf su ilave edilmtir. Kivet spektrofotometreye
yerlestirildikten sonra 240 nm’de absorbans belirlestmi Absorbans dgerlerine
karsilik gelenuM H,O, deserleri kullanarak bir standart grafik elde edgtmi (Sekil
3.1).

CAT aktivite olcumu icin 3 mL'lik spektrofotometr&livetine, 103 mM KHPO,
tamponundan 1.475 mL ve 40 mM'lik8, substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL konulduktan
sonra, 251L enzim ekstrakti ilave edilrgtir. Kiivet spektrofotometreye yestaildikten
sonra 240 nm’de 5 dakika boyunca 1 dk. aralikledee kagl absorbansi okunngtur.
Olcumlerde absorbansin gtosal olarak azalgh araliktan dakika kana absorbans
azalmasi hesaplangtir. Bu ortalama absorbans gégleri, standart grafik yardimiyla
umol cinsinden HO, miktarina déngtirilmistir. 25°C’de, 1 dakika iginde substrati 1
umol azaltan enzim miktari, 1 enzim Unitesi olarabkl edilmg ve sonuclar gram

yaprak bana digen enzim unitesi olarak sunulgtur (Gonget al. 2001).
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Hidrojen peroksit (H202) miktari (pumol)

Sekil 3.1 Katalaz aktivitesi 6lctiminde kullanilan standaetfidy.

3.3.2.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) aktivite tayini, guaikol ve,®b'nin substrat oldgu reaksiyonun
aranu olan renkli bilggin meydana getirdi absorbans aginin 470 nm’'de izlenmesi
esasina dayanmaktadir (Angeligti al. 1989). Aktivite dlcimi icin spektrofotometre
kiivetine; 100 mL 0.1 M, NajO, (pH: 5.5) ve 5 mM guaikol iceren substrat
cozeltisinden 3 mL konulduktan sonra, UzerineulOenzim ekstrakti ilave edilrytir.
470 nm'de 5 dakika boyunca absorbanssiarti dakika araliklarla kaydedilgive
absorbansin dpusal olarak artf kisimdaki absorbans amtil dakikaya oranlanrtir.
25°C’de 1 dakikada, absorbansi 0.01 artiran enzimanilkt enzim Unitesi olarak kabul
edilmis ve sonuglar g doku kena digen enzim unitesi (EU/g doku) olarak sunuktom
(Yeeet al 2002).
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3.3.2.c. Superoksid dismutaz aktivitesinin belirlemesi

Superoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro bluéraeoliumun (NBT) fotokimyasal
indirgenmesinin inhibisyonunu, spektrofotometrikaralk belirleme esasina dayanir
(Agarval and Pandey 2004; Yordanataal 2004). Reaksiyon karmi (3 mL); 50 mM
KH.PO, (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 76M NBT, 2 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA
icermektedir. Aktivite Olcimu icin 3 mL spektrofometre kivetine yukaridaki
riboflavin icermeyen reaksiyon kammdan 2.84 mL alinmive Uzerine 10QuL enzim
ekstrakti pipetlenngtir. Reaksiyon, tup tzerine 1QM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 60
pL pipetlenip kagtirildiktan hemen sonra, beyaz birki kayna ontne yerlgtirmek
suretiyle balatiimistir. Tlp, ik kaynainin kagisinda 15 dk. tutulmuve reaksiyon
Isik kayna&inin kapatiimasiyla durdurulrgiwr. 15 dk. icerisinde NBT’nin renk aciima
yogunlugu 560 nm’de kore kar okunmuytur. Kor, Ayni slemin enzimsiz érngnden
olusmaktadir. SOD aktivitesinin 1 Unitesi, 560 nm’dezlgiien NBT indirgenmesinin %
50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enémitesi olarak kabul edilmpive

deserler EU/g doku olarak sunulrstur.

3.3.3. Kok ve yapraklarda hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesi

H.O2'nin miktar tayini icin kullanilan yontem Mukherjeand Choudhuri (1983)
tarafindan kullaniingtir. Hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesi icitaze bitki
dokusu (0.5 g ) 4 mL $ok aseton ile homojenize edilgnie bulamag¢ 10.000gde 10
dk santriftj edilmgtir. Sipernatantin 1 mL’si %5 Ti(Sf2 ve 0.2 mL amonyak ile
karistirilmistir. Cokelti bicimlendikten sonra reaksiyon kami 10.000g'de 10 dk
santrifij edilmg, sonra pelet 2 M FBO/de eritiimis ve 415 nm’de absorbansi

okunmugtur.

H,O, miktarini belirlemede kullanilan @, standardi icin, 5 mM D, ¢Ozeltisinden
ependorf tiplne sirasiyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.85,00.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 mL

konulmutur. TUpin hacmi aseton ile 1.5 mL'ye tamamlanwe her tipe 0.15 mL
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%5’lik Ti(SO4) 2 ve %19’luk NH,OH ilave edilmgtir. Cokelek olgtuktan sonra kagim
10.000xgde 5 dk daha santrifij edilgtir. TUpun sUpernatant kismi uzagtialdiktan
sonra elde edilen pelet 3 mL 2 Mk .80, icinde c¢6zilm§ ve kivet
spektrofotometreye yeggrildikten sonra 415 nm’de absorbans koreskakunmutur.
Absorbans dgerlerine kagilik gelen pM, HO, degerleri kullanilarak standart grafik
elde edilmgtir.

3.3.4. Kok ve yapraklarda Lipid Peroksidasyon sevigsinin (MDA miktarinin)

belirlenmesi

MDA miktarinin belirlenmesi ic¢in kullanilan yonteneath and Packer (1968)
tarafindan kullaniingtir. Bunun icin yaklatk 0.5 g taze bitki materyali %10’luk TCA
(trichloro-acetic acid) 10 mL %25’lik 2-TBA (thiobaituric acid) ile homojenize
edilmistir. Homojenat sicak su banyosunda %@ de 30 dk inkiibe edilmive sonra
10.000xgde 10 dk santriftj edilmgtir, 532 nm’de absorbans gkyleri okunduktan
sonra 600 nm deki non-spesifik absorbsiyon icinirleelen absorbans geri
ctkarithmstir. Lipid peroksidasyonunun hesaplanmdsimL ¢ozeltideki MDA (nmol/
ml):[ (A532-A600) / 155000] X 10 formiililyle hesaplanir. Sonuclar MDA (nmol /
gram dokukeklinde verilmektedir.

3.4. istatistik Analiz

Sonuglar, her bir uygulamadan t¢ o6rnek (3 paratel)her bir 6rnekten 3 tekerrir
yapildiktan sonra elde edilen 9g@ein ortalamasidir. Sonuclarin keastiriimasi, SPSS
13.0 paket programi kullanilarak tek yonli varyanslizi (ANOVA) ile yapiimg ve
istatistik anlamlar, 0.05 hata seviyesinde DuncanGoklu Kasilastirma Testi
kullanilarak belirlenmytir
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4. BULGULAR

Calismamizda bitkiler Cd stresine maruz kalmadan o6ncgulaypan NO’nun (SNP
olarak uygulanng) bitkilerin Cd stresine kar tolerans dizeyini artirip artiramgdi
belirlenmek istenmgtir. Bu amagcla misr bitkisilea maysyv. Karadeniz yildizi) model
bitki olarak secilmgtir. Misir bitkileri Cd stresine maruz kalmadan éniki farkli
yontemle SNP uygulangtir. Bu ylizden argirmamizin iki ana aya bulunmaktadir.
Bunlardan birincisinde misir bitkileri kontrollartlarda yetitriimis ve fidelere
dogrudan (0.01, 0.1, 0.5 mM) SNP uygulagtm Daha sonra bu bitkiler (25, 50, 200
HM) Cd stresine maruz birakilghardir. Calgsmanin ikinci ayginda ise, misir bitki
tohumlari ekimden 6nce (0.01, 0.1, 0.5 mM) SNP liieeinde ©on islatmaya
birakilms ve tohumlar daha sonra ekiknve yetsen fideler (25, 50, 200 uM) Cd
stresine maruz birakilgtir. Her iki uygulamadan elde edilen bitkiler dermapteryali
olarak kullaniimglardir. Calsmadan elde edilen bulgularin sunumunda, 6nce SNP’ni
dogrudan fidelere uygulamasindan elde edilen bulguadaha sonra SNP'nin tohuma
uygulamasindan elde edilen bulgular verstimi Sonuclar sunulurken her bir veri, kendi
kontrolu ile istatistiksel olarak ksfastiriimistir.

4.1. SNP’'nin Fidelere Uygulandg Calismalar ve Elde Edilen Bulgular

Calismalarimizin bu gamasinda, misir bitkileri kontrollgartlarda yettrilmis ve 12.
gln bitki fidelerine farkli konsantrasyonlarda (D.@.1 ve 0.5 mM) SNP uygulangni
(puskdartilerek) ve bu uygulamadan 2 gun sonra @dn), SNP uygulanmive
uygulanmamy (kontrol) bitkiler farkl seviyelerde (25, 50 veD@ uM) Cd stresine
maruz birakilmglardir. Bu uygulamalardan sonra elde edilen bitkilekbk ve
yapraklarindan antioksidan enzim aktiviteleri (SODAT, POX), LPO ve KO,
seviyeleri tespit edilerek misir bitkisinin Cd stiree verdgi antioksidatif cevaplar
belirlenmgtir. Calisilan her bir parametreye ait sonuglarin sunumundace
yapraklardan elde edilen sonuglar,sipe ayni bitkilerin kdklerinden elde edilen

sonugclar verilmitir.



30

4.1.1. Antioksidan Enzim Aktivitesi Sonuclari

4.1.1.a. Katalaz Aktivitesine Ait Sonuclar

0.01, 0.1 ve 0.5 mMBENP uygulamasindan sonra farkli konsantrasyonlg8as0, 200
HM) Cd stresine maruz birakilgnbitkilerin yapraklari kullanilarak CAT aktivitesi
belirlendiginde dnemli bulgular elde edilgtir (Cizelge 4.1Sekil 4.1). Tek baina SNP
(0.01, 0.1 ve 0.5 mM) uygulanmbitkilerin yapraklarindaki CAT aktivitesi kontrole
gore kiyaslangmnda, U¢ konsantrasyonda da %100’e yakin birs agtraimistir
(P<0.05). Tek bana 25, 50, 200 uM Cd stresine maruz kalmiki yapraklarinda CAT
aktivitesi de art gostermy ve kontrole gore sirasiyla, %341, %378, %499 gitemli
oranlarda (P<0.05) yuksek bulungtwr. Diger taraftan énceden SNP uygulagme
daha sonra Cd stresine maruz kalrbitkilere baktgimizda, sadece Cd uygulargmi
kontrolleriyle kiyaslandinda, 0.01, 0.1 mM SNP, 25 pM Cd uygulamnitki
yapraklarinda CAT aktivitesinde dnemli bir ggklik (P>0.05) yapmazken, 0.5 mM
SNP CAT aktivitesini artirngtir (P<0.05). 50 uM Cd stresine maruz birakslroitki
yapraklarinda 0.01, 0.1 mM SNP aktiviteyi artirmked.5 mM SNP’de 6nemli bir
degisiklik (P>0.05) belirlenmenstir. 200 uM Cd stresine maruz kakrbitkilerde ise,
0.1 mM SNP aktiviteyi dgiirmis, buna kagilik 0.5 mM SNP artirngtir (P<0.05).
SNP’nin 0.01 mM’1I CAT aktivitesinde dnemli bir gigiklik yapmamsgtir (P>0.05).

Ayni bitkilerin koklerinden elde edilen CAT aktiesine ait sonuclar Cizelge 4.1 ve
Sekil 4.2'de sunulmgtur. Tek baina SNP uygulanmgi bitkilerin kdklerinde CAT
aktivitesi 0.01 mM SNP ile agtigostermg (P<0.05), ancak 0.1 ve 0.5 mM SNP ile
onemli bir dgisiklik gorulmemitir (P>0.05). Tek bgna Cd uygulamasinda, 25 uM Cd
stresine maruz kalmibitki kdklerinde CAT aktivitesi %76 oraninda aken, 50 uM
Cd uygulamasinda %49 oranindssmiistir. 200 uM Cd uygulamasinda ise aktivitede
onemli bir deisiklik goralmemstir (P>0.05). Dger taraftan 6nceden SNP uygulagmi
ve daha sonra Cd stresine maruz kalintkilere baktgimizda, sadece Cd uygularymi
kontrolleriyle kiyaslandinda, 25 pM Cd stresine maruz kajnbitki koklerinde CAT
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aktivitesi SNP’nin l¢ konsantrasyonunda da agalgoralmisttr (P<0.05). 50 uM Cd
stresine maruz kalmibitki kdklerinde CAT aktivitesi SNP’nin 0.01 mM el %50
azalirken, 0.5 mM SNP %2100 argoralmistir. Ancak 0.1 mM ile 6nemli bir gigsim
belirlenememgtir. 200 UM Cd stresine maruz kakrbitki koklerinde, CAT aktivitesi
SNP’nin d¢ konsantrasyonunda da (0.01, 0.1, 0.5 mimemli bir dgisiklik
belirlenememgtir (P>0.05).

Cizelge 4.1 Kontrol sartlarinda SNP uygulanmve daha sonra Cd stresine maruz kglmisir
bitkisine ait katalaz (CAT) aktivitesi sonuclarialloda kok ve yaprak situnlarinin her birinde
farkh harfler ile belirtilen veriler arasindakirfaistatistik olarak dnemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
cd T S AA 544 25 pL (pm(|)_l|2/0225 ul) EU / g doku| AA 54 25 plL (pm(|)-I|2/0225 ul) EU / g doku
(UM) | (mM)
0.0 0.022 0.335 134 ] 0.018 0.270 108 d¢
0.0 0.01 0.046 0.699 280 g 0.024 0.365 146
0.1 0.042 0.622 249 h 0.020 0.295 118 g
0.5 0.044 0.655 262 g 0.017 0.265 106 ef
0.0 0.076 1.145 458 e 0.032 0.475 190 a
o5 0.01 0.071 1.065 426 f 0.016 0.242 97 fg
0.1 0.078 1.172 469 e 0.022 0.327 131 g
0.5 0.097 1.460 584 c 0.025 0.382 153 b
0.0 0.084 1.265 506 d 0.008 0.132 53 h
50 | 0:01 0.102 1.540 616 b 0.005 0.067 27k
0.1 0.110 1.642 657 b 0.011 0.160 64 |
0.5 0.086 1.290 516 d 0.017 0.26 104 ef
0.0 0.110 1.670 668 b 0.015 0.232 93 gh
200 |0:01 0.108 1.615 646 b 0.016 0.247 99 fg
0.1 0.096 1.440 576 c 0.017 0.255 102 ef
0.5 0.128 1.922 769 a 0.015 0.222 89 h
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Sekil 4.1. SNP uygulanmi ve daha sonra Cd stresine maruz kalmisir bitkisinin
yapraklarina ait katalaz (CAT) aktivitesi sonuclari
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Sekil 4.2. SNP uygulannyi ve daha sonra Cd stresine maruz kalnmisir
bitkisinin koklerine ait katalaz (CAT) aktivitesbsuclari
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4.1.1.b. Peroksidaz Aktivitesi Sonuclari

Farkli konsantrasyonlarda (0.01, 0.1 ve 0.5 mM) $Mfulamalarindan sonra 25, 50 ve
200 puM Cd stresine maruz kakrbitki yapraklarinda POX aktivitesine ait sonuclar
Cizelge 4.2 veSekil 4.3'te sunulmstur. Tek baina SNP uygulanmi bitkilerin
yapraklarinda POX aktivitesi sonuclari incelgmadide, 0.01, 0.1 ve 0.5 mM SNP
uygulanmg bitkilerde POX aktivitesi argigostermg ve bu artylar kontrole gore, %72,
%48, %530 gibi 6nemli oranlarda gercekiastir. Tek bgina Cd uygulamasinda 25, 50
ve 200 uM Cd stresine maruz kagmbitki yapraklarinda da POX aktivitesinde arti
gorulmis ve bu artylar kontrole gore sirasiyla %434, %324 ve %645 gibksek
degerlere ulamistir. Elde edilen dgerler istatisk olarak da 6nemli bulungwr
(P<0.05). SNP uygulangwwve daha sonra Cd stresine maruz kglbitkilerden elde
edilen sonuclar incelenginde, 25 puM Cd'ye maruz kalgbitkilerin yapraklarinda
0.01 ve 0.1 mM SNP, POX aktivitesini azaltirkerh @M SNP artirmgtir (P<0.05). 50
MM Cd stresine maruz kalmbitki yapraklarinda 0.01 mM SNP’de 6nemli birgdgm
(P>0.05) gorulmezken, 0.1 ve 0.5 mM SNP’lerde aldde onemli artlar
belirlenmitir (P<0.05). 200 uM Cd stresine maruz kalrbitki yapraklarinda ise 0.1
mM SNP POX aktivitesini azaltirken, 0.5 mM SNP PGXtivitesini artirmgtir
(P<0.05), ancak 0.01 mM SNP POX aktivitesi Uzeririsiemli bir dgisime neden
olamamgtir (P>0.05).

Kbklerden de elde edilen POX aktivitesine ait sdaugizelge 4.2 veSekil 4.4'de
sunulmytur. Tek baina SNP uygulanmi bitki koklerinde, 0.01 mM SNP POX
aktivitesini azaltmgtir (P<0.05), ancak 0.1 ve 0.5 mM SNP uygulamaR@®X
aktivitesinde o6nemli bir dgsiklige neden olamastir (P>0.05). Tek bana Cd
uygulamasinda 25 uM Cd stresine maruz kaltitki koklerinde POX akivitesi
azalirken (P<0.05), 50 ve 200 uM Cd stresine maalmis bitki kdklerinde POX
aktivitesinde onemli bir dgsiklik gorialmemstir (P>0.05). SNP uygulangive daha
sonra Cd stresine maruz kagnmitkilerden elde edilen sonuglar incelegidde, 25 uM
Cd stresine maruz kalgibitki koklerinde SNP uygulamalarinin ¢l de POX
aktivitesini 6nemli dlctide (P<0.05) artigtir. 50 UM Cd stresine maruz kakrbitki
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koklerinde 0.01 ve 0.5 mM SNP, POX aktivitesini lazken (P<0.05), 0.1 mM SNP
onemli bir deisiklik yapmamstir (P>0.05). 200 uM Cd stresine maruz kalritki
koklerinde 0.01 mM SNP uygulamasi, POX aktivitesaraltirken, 0.1 mM SNP
artirmstir (P<0.05), ancak 0.5 mM SNP POX aktivitesinderahi bir desisikli ge sebep
olamamgtir (P>0.05).

Cizelge 4.2 Kontrol sartlarinda SNP uygulangwe daha sonra Cd stresine maruz kalmmsir
bitkisine ait peroksidaz (POX) aktivitesi sonuclafiabloda kok ve yaprak sutunlarinin her
birinde farkli harfler ile belirtilen veriler araslaki fark istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
AA47¢/10 pl| EU /10 plj EU / g doku| AA47¢/10 pl| EU /10 pl| EU / g doku
Cd (UM)| SNP (mM)
0.0 0.030 2.957 2957 | 0.305 30.47 30470|b
0.01 0.051 5.093 5093 h 0.268 26.8¢ 26843 e
00 0.1 0.044 4.370 4370 | 0.318 31.7% 31750|a
0.5 0.155 15.69 15693 ¢ 0.290 29.01 29003 |bc
0.0 0.128 12.83 12830d 0.240 24.0b 2405Q f
0.01 0.089 8.906 8907 g 0.297 29.7p 29763 b
2 0.1 0.107 10.72 10723 ¢ 0.281 28.11 28113 cde
0.5 0.150 14.96 14967 ¢ 0.297 29.7p 29763 b
0.0 0.095 9.550 9550 f 0.286 28.63 28630|b
0.01 0.092 9.170 9170 fg 0.230 23.02 23020 c
>0 0.1 0.176 17.59 17593 b 0.270 27.08 27083 f
0.5 0.125 12.53 12530d 0.162 16.2p 16263 e
0.0 0.191 19.06 19063 a 0.281 28.09 28087|cd
0.01 0.175 17.53 17530 b 0.246 24.57 24573 f
200 0.1 0.105 10.47 10473 e 0.327 32.76 32747 a
0.5 0.213 21.30 21303 a 0.305 30.50 30503 b
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4.1.1.c. Superoksid Dismutaz Aktivitesi Sonuclari

Farkli konsantrasyonlarda (0.01, 0.1 ve 0.5 mM) SijYgulamasindan sonra, 25, 50 ve
200 pM Cd stresine maruz birakilrbitki yapraklarinda, SOD aktivitesinde dnemli
sonuclar elde edilrgiir (Cizelge 4.3,Sekil 4.5). Tek bana SNP uygulanmi bitki
yapraklarinda SNP’nin ¢ konsantrasyonu (0.01, v®10.5 mM) SOD aktivitesini
onemli seviyelerde diirmistir (P<0.05). Tek bana 25, 50 ve 200 uM Cd stresine
maruz kalmg bitki yapraklarinda da SOD aktivitesiningiisti belirlemng ve en fazla
disUslerin 25 ve 50 uM Cd stresinde ofglugdzlenmgtir (P<0.05). SNP uygulanmve
daha sonra Cd stresine maruz kalbitkilerden elde edilen sonuclar incelegidde, 25
UM Cd stresine maruz kalgbitkilerde 0.01 mM SNP, SOD aktivitesinde agalneden
olurken, 0.1 ve 0.5 mM SNP ise SOD aktivitesindegsameden olmgtur. Elde edilen
veriler kontrol dgerlerine goére kiyaslanginda farkliliklarin istatistik olrak anlamli
oldugu goralmigtir (P<0.05). 50 uM Cd stresine maruz kalritkilerde SNP’nin (¢
uygulamasinda SOD aktivitesinde amgorialmi ve bu arglarin oranlari kontrollerine
gore sirasiyla, %53, %275 ve %326 gibi yiiksekederde olmstur. ilave olarak, 200
UM Cd stresine maruz kalgibitkilerde SNP’nin ¢ uygulamasinda da SOD alktisii
azaltmstir (P<0.05).

Calismalarimizda misir koklerine ait sonuglar da incdiginde SOD aktivitesine ait
onemli sonuclar elde edilgli gorulebilir (Cizelge 4.3,Sekil 4.6). Tek bana SNP
uygulanmg bitki kdklerinde 0.01 mM SNP uygulamasi SOD akasini artirirken, 0.5
mM SNP azaltmtir (P<0.05). SNP’nin 0.1 mM uygulamasinda ise SéMilvitesinde
onemli bir dgisim gorulmemgtir (P<0.05). Tek bgna Cd uygulamasinda 25 ve 200
MM Cd stresine maruz kalgbitki kdklerinde SOD aktivitesinde azalma goruktiii,
0zllikle 200 uM Cd stresinde aktivite dnemli 6lctaealmstir (P<0.05). Ancak 50 uM
Cd stresinde aktivitenin argti gorulmistir (P<0.05). SNP uygulangwe daha sonra
Cd stresine maruz kalgbitkilerden elde edilen sonuglar incelegidde, 25 uM Cd
stresine maruz kalmbitki koklerinde 0.01 mM SNP ile SOD aktivitesitrang, ancak
0.1 mM SNP ile azalmtir (P<0.05). SNP’nin 0.5 mM uygulamasi ise SOD
aktivitesinde 6nemli bir dgsiklik yapmamstir (P>0.05). 50 uM Cd stresine maruz
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kalmis bitki koklerinde 0.01 mM SNP, SOD aktivitesini iantken, 0.1 mM SNP

aktiviteyi azaltmgtir (P<0.05). SNP’nin 0.5 mM uygulamasi ise akavitizerinde

onemli bir deisiklige sebep olmargtir (P>0.05). 200 uM Cd stresine maruz kalmi
bitki koklerinde SNP’nin ¢ uygulamasi da SOD ai&sini arttirmg (P<0.05) ve

Ozellikle 0.01 mM SNP, SOD aktivitesini en fazlé@an uygulama olmyur.

Cizelge 4. 3Kontrol sartlarinda SNP uygulangwve daha sonra Cd stresine maruz kgmisir
bitkisine ait stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesnuclari. Tabloda kdk ve yaprak sttunlarinin
her birinde farkl harfler ile belirtilen verilerasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05)

Yaprak Kok
Uygulamalar
Cd SNP | AAss/100 pL| EU/100 pl EU/g doku| AAse/100 pL | EU/100 pl EU/g doku
M) | (mM)

0.0 0.461 1.21 121 a 0.3348 0.98 98 d
0.01 0.285 0.6 60 c 0.48 1.417 141.7|a

00 0.1 0.1304 0.244 244 ¢ 0.353 1.035 103.5d
0.5 0.288 0.968 96.8 b 0.2165 0.635 63.5|g
0.0 0.022 0.077 7.7 0.289 0.798 79.8 f
0.01 0.023 0.068 6.8] 0.408 1.126 112.6/c

25 0.1 0.126 0.44 44 d 0.215 0.594 59.4
0.5 0.034 0.119 119h 0.265 0.73 739
0.0 0.025 0.079 7.9] 0.333 1.145 114.5|c

50 0.01 0.038 0.121 12.1gh 0.4514 1.55 155@a
0.1 0.065 0.217 21.7f 0.2728 0.937 93.7e
0.5 0.077 0.258 258e 0.3618 1.243 1243
0.0 0.066 0.218 21.8f 0.1548 0.465 46.5f

200 0.01 0.04 0.132 13.2¢g 0.412 1.237 123.7b
0.1 0.03 0.099 9.91 0.3142 0.943 943 ¢
0.5 0.042 0.138 13.8¢g 0.324 0.97 97 de
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4.1.2. Hidrojen Peroksit (HO,) ve Lipid Peroksidasyonuna Ait Sonuclar

4.1.2.alcsel HO, miktarlarina ait sonuclar

0.01, 0.1 ve 0.5 mM SNP uygulamasindan sonra faddsantrasyonlarda (25, 50 ve
200 pM) Cd stresine maruz birakiknitki yapraklarinda kD, miktari belirlenmg ve
yapilan cakmalardan elde edilen sonuclar Cizelge 4dkil 4.7'te sunulmstur. Tek
basina SNP uygulanmibitki yapraklarinda 0.01 mM SNP 8, miktarinda énemli bir
degisiklige neden olmamgtir (P>0.05), ancak SNP'nin gbr iki uygulamasi bD;
miktarinda azalmaya sebep olgtur (P<0.05). Tek bana Cd uygulamasinda 25 ve 50
UM Cd stresine maruz kalgbitki yapraklarinda kD, miktarinda énemli bir d@siklik
gorulmemgtir (P>0.05), ancak 200 uM Cd stresine maruz kalbitki yapraklarinda
H2O, miktarinin énemli dlgtide azalghgorulmistir (P<0.05). SNP uygulangve daha
sonra Cd stresine maruz kagnmitkilerden elde edilen sonuglar incelegidde, 25 uM
Cd stresine maruz kalmbitki yapraklarinda 0.01 mM SNP,.8, miktarini azaltirken
(P<0.05), 0.1 mM SNP ¥, miktarinda 6énemli bir d#siklige neden olmangtir
(P>0.05). Buna kam 0.5 mM SNP, KO, miktarinda arya neden olmgtur. 50 uM Cd
stresine maruz kalmibitki yapraklarinda 0.01 mM SNP,.8, miktarinda dnemli bir
degisikli ge neden olmargtir (P>0.05). SNP'nin 0.1 mM uygulamasp® miktarinda
artisa neden olurken (P<0.05), 0.5 mM uygulamasi is®;Hniktarinda énemli bir
azalsa neden olmgtur (P<0.05). 200 uM Cd stresine maruz kalimtki yapraklarinda
0.01 mM SNP, KO, miktarini azaltirken, SNP’nin ger iki uygulamasi (0.1 ve 0.5
mM) H,O, miktarinda dnemli bir désikli ge neden olmangir (P>0.05).

Ayni konsantrasyonlardaki SNP uygulamasindan s@uastresine maruz birakilgi
bitki koklerinde de HO, miktari belirlenmg ve yapilan ¢agmalardan dnemli sonuglara
ulasiimistir (Cizelge 4.4Sekil 4.8). Tek baana SNP uygulanmibitki koklerinde 0.01
ve 0.5 mM SNP uygulamalari,B, miktarinda énemli bir d&sikli ge neden olmargtir
(P>0.05). Ancak 0.1 mM SNP konsantrasyonyOHmiktarini azaltmgtir. Tek baina
Cd uygulamasinda 25, 50 ve 200 uM Cd stresine miaalmais bitki kdklerinde HO,

miktarinin U¢ uygulama ile azafgigorulmtir. Azalma oranilan kontrol bitkilerine
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gore sirasiyla %36, %59 ve %48 gibi 6nemli orardargerceklgmistir. SNP
uygulanmg ve daha sonra Cd stresine maruz kalbtkilerden elde edilen sonuglar
incelendginde, 25 uM Cd stresine maruz kagnmitki yapraklarinda 0.01 ve 0.1 mM
SNP uygulamalari, ¥D, miktarini arttirmgtir (P<0.05). 0.5 mM SNP ise .8,
miktarinda dnemli bir d&siklige neden olmangtir. 50 UM Cd stresine maruz kakni
bitki kbklerinde 0.01 mM SNP, #D, miktarini azaltirken (P<0.05), 0.1 ve 0.5 mM SNP
konsantrasyonu ise B, miktarini arttirdgl géralmdttr (P<0.05). HO, miktarinda en
fazla arty 0.1 mM SNP uygulanmgibitki kdklerinde gortulmatir. 200 uM Cd stresine
maruz kalmy bitki koklerinde 0.01 ve 0.5 mM SNP,8, miktarini arttirirken (P<0.05),
0.1 mM SNP HO, miktarinda dnemli bir dé&sikli ge neden olmangtir (P>0.05).

Cizelge 4.4 Kontrol sartlarinda SNP uygulangwve daha sonra Cd stresine maruz kglmisir
bitkisine ait hidrojen peroksit (D,) miktari sonuclari. Tabloda kdk ve yaprak sttunlar her
birinde farkli harfler ile belirtilen veriler araslaki fark istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
Cd | SNP | AA4s/1.5ml (ng?f%ml) (nglféc;éku) AA 415/1.5 ml (ngH/ic.)52 ml) (nglféc;éku)
(UM) | (mM)
0.0 0.843 140.37 748.63 b 0.147 24.49 130.61 b
0.0 0.01 0.791 131.82 703.05 @ 0.139 23.12 123.28 c
0.1 0.608 101.21 539.78 d 0.120 19.90 106.18 d
0.5 0.732 121.10 650.63 ¢ 0.145 24.11 128.62 bc
0.0 0.761 126.74 675.95 ¢ 0.094 15.57 83.08 e
o5 | 001 0.612 101.95 543.78 g 0.175 29.19 155.7P a
0.1 0.791 131.82 703.05 ¢ 0.154 25.57 136.39 b
0.5 0.973 162.10 864.54 3 0.086 14.32 76.42 f
0.0 0.846 140.90 751.48 b 0.061 10.16 54.24 h
o | 001 0.850 141.69 755.71 4 0.051 8.41 44.871
0.1 0.988 164.52 877.42 3 0.147 24.53 130.84 b
0.5 0.373 62.14 331.42 ¢ 0.098 16.36 87.3Q e
0.0 0.265 44.11 235.24 f 0.076 12.66 67.52|g
200 |_0-01 0.220 36.71 195.80 g 0.086 14.32 76.41 f
0.1 0.276 45.90 244.80 f 0.083 13.74 73.30(f
0.5 0.2827 47.09 251.16 f 0.098 16.28 86.85/e
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4.1.2.b. Lipid peroksidasyon seviyesi (MDA miktar)Sonuclari

Farkli konsantrasyonlarda (0.01, 0.1 ve 0.5 mM) SijYgulamasindan sonra, 25, 50 ve
200 puM Cd stresine maruz birakigrbitki yapraklarinda lipid peroksidasyon seviyesi
(MDA miktari olarak) ait sonuclar Cizelge 4.5'te daha iyi yorumlanabilmesi icin de
Sekil 4.9 sunulmstur. Tek baina SNP uygulanmibitki yapraklarinda SNP’nin iki
konsantrasyonu (0.01 ve 0.1 mM) MDA seviyesindendin®ir degisiklik yapmazken,
0.5 mM SNP MDA seviyesini dnemli Olctide artighm (P<0.05). Tek hana Cd
uygulamasinda, 25 ve 50 puM Cd stresine maruz kabitki yapraklarinda MDA
seviyesinde siraslyla, %16 ve %24 oraninda big gériltirken (P<0.05), 200 uM Cd
stresine maruz kalmibitki yapraklarinda MDA seviyesinde onemli bir gokgklik
gorilmemgtir (P>0.05). SNP uygulanmive daha sonra Cd stresine maruz kglmi
bitkilerden elde edilen sonuclar incelegidde, 25 uM Cd stresine maruz birakgmi
bitkilerde 0.01 ve 0.5 mM SNP, MDA miktarini artmgir. Artis miktar1 kontrole
kiyasla sirasiyla, %23 ve %30 oranlarinda glenu SNP’nin 0.1 mM uygulamasi ise
MDA miktarini %31 oraninda azaltgtur (P<0.05). 50 uM Cd stresine maruz birakgimi
bitki yapraklarinda MDA miktar1 0.01 ve 0.5 mM SNiggulamalari ile kontrole gore
sirasiyla %19 ve %18 oranindasdiken, 0.1 mM SNP konsantrasyonunda MDA
seviyesinde onemli bir gesiklik gérilmemstir (P>0.05). 200 uM Cd stresine maruz
kalmis bitki yapraklarinda 0.01 mM SNP MDA seviyesindeetimi bir desisiklik
gorulmemgtir (P>0.05), ancak. 0.1 ve 0.5 mM SNP ile MDA s@ginde ari tespit

edilmigtir.

Kbklerde de MDA seviyesine ait 6nemli sonuclar eddiimis ve sonuglar Cizelge 4.5,
Sekil 4.10’da sunulmgtur. Tek baina SNP uygulanmibitki kdklerinde 0.01ve 0.5 mM
SNP, MDA seviyesini kontrole gore sirasiyla %41 %28 oraninda arttirrgiir.
SNP’nin 0.1 mM uygulamasi MDA seviyesinde ©Onemlir kiesisiklige neden
olmamstir (P>0.05). Tek kana Cd uygulamasinda 25, 50 ve 200 uM Cd stresine
maruz kalmy bitki koklerinde, 25 uM Cd stresinde MDA seviyésiemli 6l¢lide artgi
belirlenmitir (P<0.05). Ancak 50 pM Cd stresinde MDA seviyési azalg
belirlenirken, 200 pM Cd stresinde MDA seviyesindmemli bir deisiklik
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gordlmemgtir (P>0.05). SNP uygulanmive daha sonra Cd stresine maruz kglmi
bitkilerden elde edilen sonuclar incelegidde, 25 uM Cd stresine maruz kagniitki
koklerinde 0.01 mM SNP, MDA seviyesi Gizerine onehbitietkisi olmamgtir (P>0.05).
Ancak 0.1 ve 0.5 mM SNP uygulamalart MDA seviyedantrole gore sirasiyla %16
ve %30 oraninda azaltgtir (P<0.05). 50 uM Cd stresine maruz kalitki koklerinde
0.01 mM SNP, MDA seviyesini azaltirken, 0.1 mM SNP MDA seviyesini arttirdil
belirlenmitir. SNP’nin 0.5 mM uygulamasi ise MDA sevyesindeili bir desisikli ge
neden olmamgtir (P>0.05). 200 uM Cd stresine maruz kalroitki kdklerinde MDA
seviyesi SNP’nin ¢ konsantrasyonunuda da gartgoralmistir (P<0.05). Arfy
miktarlari kontrole goére sirasiyla %34, %49 ve %4a8ninda olmsgtur.

Cizelge 4.5Kontrol sartlarinda SNP uygulangve daha sonra Cd stresine maruz kalmisir
bitkisine ait lipid peroksidasyonu seviyesi (MDA ktari olarak) sonuglari. Tabloda kok ve
yaprak sutunlarinin her birinde farkli harfler ldelirtilen veriler arasindaki fark istatistik ol&ra
onemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
MDA MDA MDA MDA
Cd | SNP | AAssze00 | ymoimi) | (nmolig doku)| 22 537 | (nmol/mi) | (nmolig doku)
(LM) | (mM)
00 | 0173 | 1113 3.709d 0.143 0.919 3.064 edl
oo | 001 | 0159 [ 102 3.419d 0.201 1.206 4322 3
01 | 0164 | 1058 3.526d 0.154 0.990 3.300 ¢
05 | 0252 | 1622 5.407 a 0.183 1.180 3.935
00 | 0200 | 1290 4300 b 0.200 1.287 4289 4
,c | 00L| 0246 [ 1583 5.278a 0.2086 1.325 4.418 4
01 | 0139 | 0893 2978 e 0.16¢ 1.080 3.601 C
05 | 0261 | 1683 5.612 a 0.140 0.900 2.999 d
00 | 0215 | 1384 4612 0.122 0.787 2623 ¢
co | 00L| 0174 | 1119 3.730d 0.103 0.664 2215
01 | 0195 | 1258 | 4.193bc|  0.157 1.013 3.376 C
05 | 0176 | 1132 3.773d 0.124 0.800 2.666
00 | 0185 | 1190 3.967 ¢ 0.134 0.887 2.956 d
200 | 001 | 0186 | 1.200 3.999 ¢ 0.18¢ 1.190 3.967 b
01 | 0211 | 1358 4526 b 0.206 1.325 4418 4
05 | 0208 | 1338 4.461Db 0.196 1.264 4214 4




44

MO.OSNP HO.01SNP MO.1SNP MO.5SNP

7.0 |

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

MDA miktar1 (nmol/g doku)

0.0

0 25 50 200
Cd konsantrasyonu (M)

Sekil 4.9. SNP uygulanmgi ve daha sonra Cd stresine maruz kglnmisir
bitkisinin  yapraklarina ait lipid peroksidasyonu visesi (MDA miktari
olarak)

6.0 r
5.5
50 r
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

M 0.0SNP EO.015NP k 0.1SNP M 0.55NP

MDA miktar: (nmol/g doku)

0 25 50 200
Cd konsantrasyonu (uh)

Sekil 4.10. SNP uygulanmgi ve daha sonra Cd stresine maruz kalmmisir
bitkisinin koklerine ait lipid peroksidasyonu seggt (MDA miktari olarak)



45

4.2. SNP’nin Tohumlara Uygulandgi Calismalar ve Elde Edilen Bulgular

Calismamizin bu gamasinda, misir bitki tohumlari ekimden 6nce fagdviyelerde
SNP cozelltilerinde (0.01, 0.1 ve 0.5 mM) 24 saat 18latmaya birakilngtir. On
Islatmaya alinmgitohumlar daha sonra ekilgierdir. Bu uygulamadan sonra elde edilen
fideler ise 14. gun Cd (25, 50, 2Q@M) stresine maruz birakilglardir. Yapilan
uygulamalardan sonra elde edilen bitkilerin kokyegpraklarindan antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD, CAT, POX), LPO ve #, miktarlari belirlenerek misir bitkisinin Cd
stresine verd@j antioksidatif cevaplar belirlengtir. Bu calgsmanin da her bir
parametreye ait sonuclarinin sunumunda, 6nce Yigpdak elde edilen sonuclar,spee
ayni bitkilerin koklerinden elde edilen sonuclariimistir. Sonuclar sunulurken her bir

veri, kendi kontroli ile istatistik anlam baz alala kagilastiimistir.

4.2.1. Antioksidan Enzim Aktivitesine Ait Sonuclari

4.2.1.a. Katalaz Aktivitesi Sonuclari

Tohumlara 0.01, 0.1 ve 0.5 mBINP uygulamasindan sonra farkli konsantrasyonlarda
(25, 50, 200 pM) Cd stresine maruz biraksltoitki yapraklarinda CAT aktivitesine ait
sonuclar Cizelge 4.6 v&ekil 4.11’'de sunulmgtur. Tohumlarina tek kaa SNP
uygulanmg bitkilerin yapraklarinda SNP’nin 0.01, 0.1 ve "M uygulamalarinda
CAT aktivitesinde kontrole gore sirasiyla %47, %88 %71 oraninda asgtar
belirlenmitir. Tohumlarina SNP uygulamasi yapiimgrancak 25, 50 ve 200 uM Cd
stresine maruz birakilmibitki yapraklarinda da CAT aktivitesi 6nemli sesigrde
artms (P<0.05) ve bu asgiar kontrole goére sirasiyla %30, %22, %85 gibi 6hem
oranlarda olmgtur. Tohumlarina SNP uygulangnve daha sonra ise Cd stresine maruz
kalmis bitkilerden elde edilen sonuclar incelegidde, 25 pM Cd stresindeki bitki
yapraklarinda SNP’nin 0.01, 0.5 mM uygulamalarifdAT aktivitesinin sirasiyla
kontrole gore %25 ve %20 oraninda grtgorulmitir (P<0.05) ancak 0.1 mM SNP’de
aktivitede onemli bir d@&siklik gorilmemsgtir (P>0.05). 50 uM Cd stresindeki bitki
yapraklarinda SNP’nin t¢ uygulamasi da CAT aktaiitde arty gorulmdtur (P<0.05).
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Buradaki ary miktarlari kontrole goére sirasiyla %79, %31 ve %o48ninda olmgtur.
200 puM Cd stresindeki bitki yapraklarinda, SNP’rirtD1 mM uygulamasi CAT
aktivitesini %40 oraninda durirken (P<0.05), 0.1 ve 0.5 mM uygulamalari CAT
aktivitesini sirasiyla %15 ve %11 oraninda arttgtm(P<0.05).

Ayni bitkinin kdklerinden elde edilen CAT aktivitege ait sonuclar Cizelge 4.6 $ekil
4.12’de sunulmgtur. Tohumlarina tek ama SNP uygulanmibitkilerin koklerinde
0.01ve 0.1 mM SNP uygulamalari CAT aktivitesini kale gore sirasiyla %14 ve %68
oraninda dgirmistir (P<0.05). SNP’nin 0.5 mM uygulamasi ise CAT iakdsinde
onemli bir deisikli ge neden olamantir (P>0.05). Tek bna Cd uygulamasinda 25,
50 ve 200 uM Cd stresi altindaki bitki koklerind& T aktivitesi kontrole gére sirasiyla
%34, %55 ve %59 oraninda azatm (P<0.05). Tohumlarina SNP uygulagme daha
sonra Cd stresine maruz kagnhitkilerden elde edilen sonuclar incelegidde, 25 uM
Cd stresine maruz kalmbitki koklerinde CAT aktivitesi SNP’nin t¢ uygulasi ile
azalmstir (P<0.05). 50 uM Cd stresine maruz kalrbitki koklerinde CAT aktivitesi
SNP’nin 0.01 ve 0.1 mM uygulamalari ilesgiken, 0.5 mM ile 6nemli dlgtide artgtir
(P<0.05). 20QuM Cd stresindeki bitki koklerinde, CAT aktiviteSNP'nin 0.01 ve 0.5
mM uygulamalari ile azalmgtir (P<0.05), ancak 0.1 mM SNP ile ise 6nemli seusy
(P<0.05) artnytir



a7

Cizelge 4.6 Kontrol sartlarinda SNP uygulangwe daha sonra Cd stresine maruz kalmmsir
bitkisine ait katalaz (CAT) aktivitesi sonuclariaflloda kok ve yaprak sttunlarinin her birinde
farkl harfler ile belirtilen veriler arasindakirfaistatistik olarak énemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
o AAad2SL (um;'f/% 1Ly EUfg doku| AA 5,925 uL (“mg'fg% Ly | EUlg doku
(M) | (mM)
0.0 0.056 0.833 333¢g 0.029 0.440 176 g
0.01 0.082 1.223 489 d 0.025 0.378 151 1
o0 0.1 0.077 1.158 463 d 0.009 0.140 56 g
0.5 0.095 1.420 568 c 0.031 0.468 187 g
0.0 0.072 1.083 433 d 0.020 0.293 117 g
0.01 0.090 1.353 541 c 0.011 0.160 64 ef
# 0.1 0.076 1.138 455 d 0.014 0.203 81d
0.5 0.087 1.300 520 c 0.014 0.213 85d
0.0 0.068 1.013 405 e 0.013 0.198 79d
0.01 0.121 1.810 724 a 0.011 0.163 65 ef
>0 0.1 0.088 1.325 530c 0.010 0.153 61 ef
0.5 0.100 1.495 598 b 0.021 0.318 127 g
0.0 0.103 1.540 616 b 0.012 0.180 72 e
0.01 0.062 0.925 370 f 0.009 0.138 55¢g
200 0.1 0.118 1.773 709 a 0.014 0.215 86d
0.5 0.114 1.708 683 a 0.006 0.085 34 h
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4.2.1.b. Peroksidaz Aktivitesi Sonuclari

Tohumlarina SNP uygulamasindan sonra Cd stresimeznkalms bitki yapraklarinda
POX aktivitesinden elde edilen sonuglar Cizelge ve7Sekil 4.13'de sunulmgtur.
Tohumlarina tek bana SNP uygulanmi bitkilerin yapraklarinda POX aktivitesi
SNP’nin 0.01 mM uygulamasi ile 6nemli birggklik gostermemgtir (P>0.05). Ancak
0.1 ve 0.5 mM SNP ile sirasiyla %21 ve %25 oranemtig gostermgtir (P<0.05). Tek
basina Cd uygulamasinda 25 ve 50 uM Cd stresi altindaki yapraklarinda POX
aktivitesinde ©6nemli bir d#siklik belirlenmemitir (P>0.05). Ancak 200 uM Cd
stresine maruz kalgu bitki yapraklarinda POX aktivitesinin kontrole gor
kiyaslandginda azaldii goralmitir (P<0.05). Tohumlarina SNP uygulagrmee daha
sonra Cd stresine maruz kagnmitkilerden elde edilen sonuglar incelegidde, 25 uM
Cd’ye maruz kalnyi bitkilerin yapraklarinda 0.01 mM SNP ile POX akitesi azalirken
(P<0.05), 0.1 ve 0.5 mM SNP ile POX aktivitesindmemli br deisiklik
kaydedilmemgtir (P>0.05). Buna ilave olarak, 50 uM Cd stresmaruz kalng bitki
yapraklarinda 0.01 mM SNP ile POX aktivitesindesagtrulirken (P<0.05), 0.1 ve 0.5
mM SNP uygulamalarinda POX aktivitesinde onemli &gisim belirlenememtir
(P>0.05). 200 uM Cd stresine maruz kalimtki yapraklarinda 0.01 ve 0.1 mM SNP ile
POX aktivitesinde o6nemli bir gesiklik gorilmezken (P>0.05), 0.5 mM SNP
konsantrasyonunda POX aktivitesinde 6nemli orazdénza gorulmatir (P<0.05).

Koklerden elde edilen POX aktivitesine ait sonucg@izelge 4.7 veSekil 4.14'de
sunulmytur. Tohumlarina tek kana SNP uygulanmgibitki koklerinde 0.01 mM SNP
ile POX aktivitesi dgerken (P<0.05), 0.1 ve 0.5 mM SNP uygulamalarin@aX P
aktiviteside onemli bir d@siklik belirlenememgtir (P<0.05). Tek bgna Cd
uygulamasinda 25 uM Cd stresindeki bitki koklerird@®X akivitesinde énemli bir
degisim gorulmezken (P>0.05), 50 ve 200 puM Cd stresinarun kalmg bitki
koklerinde POX aktivitesinde azalma belirlestini (P<0.05). Tohumlarina SNP
uygulanmg ve daha sonra Cd stresine maruz kalbtkilerden elde edilen sonuglar
incelendginde, 25 uM Cd stresi altindaki bitki kdklerinde BNin 0.01 ve 0.1 mM
uygulamalart POX aktivitesinde onemli bir gilgkli ge (P<0.05) neden olamagtr.
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Ancak, 0.5 mM SNP, POX aktivitesini glirmistir (P<0.05). 50 uM Cd stresindeki
bitki koklerinde 0.01 ve 0.5 mM SNP ile POX aktasi azalirken, 0.1 mM SNP
konsantrasyonunda 6nemli birgilgklik gorilmemstir (P>0.05). 200 uM Cd stresindki
bitki kdklerinde SNP uygulamalarinin ¢t de POXiwtdsi Uzerinde kontrole gore

onemli degisikliklere neden olamargtir (P>0.05).

Cizelge 4.7 Kontrol sartlarinda SNP uygulangmwve daha sonra Cd stresine maruz kglmisir
bitkisine ait peroksidaz (POX) aktivitesi sonuclafiabloda kok ve yaprak sutunlarinin her
birinde farkli harfler ile belirtilen veriler araslaki fark istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
cd Snp AA470/10 pl | EU/ 10 pl | EU/g dOKUAA 470/10 pul | EU/10 pl EU/ g doku
(HM) | (mM)
0.0 0.180 18.047 18047 d 0.224 22.390 22390 ab
0.0 0.01 0.188 18.777 18777 d 0.196 19.600 19600 de
0.1 0.218 21.780 21780 a 0.210 20.980 20980 dc
0.5 0.226 22.623 22623 a 0.235 23.537 23537 ja
0.0 0.189 18.900 18900 d 0.214 21.397 21397 e
o5 0.01 0.168 16.827 16827 e 0.217 21.700 21700 bc
0.1 0.197 19.740 19740 c 0.229 22.87/7 22877 ab
0.5 0.198 19.830 19830 ¢ 0.191 19.093 19093 e
0.0 0.169 16.923 16923 e 0.197 19.660 19660 de
50 0.01 0.207 20.663 20663 b 0.163 16.293 16293 f
0.1 0.178 17.837 17837 e 0.202 20.173 20173 dc
0.5 0.174 17.440 17440 e 0.175 17.493 17493 |f
0.0 0.134 13.377 13377 f 0.191 19.1238 19123 ¢
200 0.01 0.144 14.367 14367 f 0.194 19.398 19393 e
0.1 0.147 14.657 14657 f 0.187 18.72) 18727 ¢
0.5 0.083 8.303 8303 g 0.182 18.157 18157 e
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4.2.1.c. Superoksit Dismutaz Aktivitesi Sonuclari

Tohumlarina SNP uygulandiktan sonra, Cd stresineumairakilmg bitkilerin
yapraklarinda SOD aktivitesi belirlengnve elde edilen sonuglar Cizelge 4.8 Sekil
4.15'de sunulmgtur. Tohumlara tek lana SNP uygulanmibitkilerin yapraklarinda
0.01 mM SNP, SOD aktivitesini azaltghr (P<0.05). SNP’nin 0.1 ve 0.5 mM
uygulamalari SOD aktivitesinde kontrole gore ondmlidesisik yapmamgtir (P<0.05).
Cd stresi altindaki bitkilerde ise, Cd’'un 25 ve 2001 uygulamalari SOD aktivitesini
artirmg (P<0.05) ve bu adfiar kontrole gore sirasiyla %57 ve %242 gibi onemli
oranlarda gercekjenistir. Buna kagillk 50 uM Cd stresine maruz kalgnibitki
yapraklarinda kontrol ile deney gruplari arasindenili bir degisiklik belirlenememgtir
(P>0.05). Tohumlarina SNP uygulagmre daha sonra Cd stresine maruz kglmi
bitkilerden elde edilen sonucglar incelegidde, 25 pM Cd stresindeki bitkilerde
SNP’nin 0.01 mM uygulamasi SOD aktivitesinde dnehiti dezisiklik yapmamastir
(P>0.05). SNP’nin 0.1 mM uygulamasi SOD aktivitesiraltms, ancak 0.5 mM’l ise
SOD aktivitesini artirmgtir. 50 pM Cd stresindeki bitkilerde SNP’nin ¢ uj@masi
SOD aktivitesini 6nemli seviyelerde (P<0.05) artyme bu argylar kontrollerine gére
kiyaslandginda sirasiyla %56, %12 ve %83 oranlerinda teghimestir. 200 uM Cd
stresindeki bitkilerde SNP’nin 0.01 ve 0.5 mM uyaahklari SOD aktivitesini artirirken
(P<0.05), 0.1 mM’1 ise 6nemli bir gsiklik yapmamstir (P>0.05).

Koklerden elde edilen sonuclar Cizelge 4.85ekil 4.16'da sunulmgtur. Tohumlarina
tek bgina SNP uygulanmibitki kdklerinde 0.01 ve 0.5 mM SNP uygulamala®>
aktivitesinde 6nemli oranlarda glgtirmemistir (P>0.05). SNP’nin 0.1 mM uygulamasi
ise SOD aktivitesinde artirgtir (P<0.05). Tek bana Cd uygulamasinda 25, 50 ve 200
UM Cd stresi altindaki bitki koklerinde SOD aktesinde dnemli artlar belirlenmgtir
(P<0.05) bu arglar kontrol ile kagilastirildiginda sirasiyla %11, %19 ve %30
oranlarinda oldgu tespit edilmgtir. Tohumlarina SNP uygulangmve daha sonra Cd
stresine maruz kalmibitkilerden elde edilen sonuclar incelegidde, 25 uM Cd
stresindeki bitki koklerinde 0.01 ve 0.1 mM SNP ulgnalari SOD aktivitesini
disUrmisttr (P<0.05), ancak 0.5 mM SNP aktivitede 6nemlidagisiklik yapmamstir
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(P>0.05). 50 uM Cd stresindeki bitki koklerinde D.@e 0.5 mM SNP uygulamalari
SOD aktiviteyi etkilemezken, 0.1 mM SNP artigtm (P<0.05). 200 uM Cd stresine
maruz kalmy bitki koklerinde 0.01 mM SNP, SOD aktivitesini gdiimis (P<0.05),
fakat 0.1 ve 0.5 mM SNP uygulamalari ile aktivitedmemli bir deisiklik
kaydedilemensitir (P>0.05).

Cizelge 4.8 Kontrol sartlarinda tohumlarina SNP uygulagmee daha sonra Cd stresine maruz
kalmis misir bitkisine ait stiperoksit dismutaz (SOD) akgisi sonugclari. Tabloda kdk ve yaprak

sutunlarinin her birinde farkh harfler ile beliemn veriler arasindaki fark istatistik olarak

onemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
cd SNP | AAs/100 pL| EU/100 uL| EU/g doku| AAse/100 pL| EU/100 pL| EU/g doku
(UM) | (mM)

0.0 0.1078 0.367 36.7 df 0.7156 1.795 179.5|e

0.0 0.01 0.0888 0.327 32.7¢g 0.783 1.965 196.5 cd
0.1 0.107 0.395 39.5f 0.859 2.155 215.5 bc
0.5 0.105 0.387 38.7f 0.776 1.947 194.7d
0.0 0.157 0.578 57.8d 0.7918 1.986 198.6 ¢d

25 0.01 0.1675 0.617 61.7d 0.708 1.776 177.6|e
0.1 0.1316 0.485 48.5e 0.662 1.793 179.3|e
0.5 0.2062 0.759 75.9c 0.7095 1.922 192.2/d
0.0 0.1044 0.385 385f 1.4056 2.142 214.2b

50 0.01 0.1626 0.599 59.9d 1.4512 2.212 221.2|b
0.1 0.117 0.43 43 f 1571 2.394 239.4 a
0.5 0.191 0.704 704 c 1.366 2.216 221.6b
0.0 0.241 0.888 88.8b 1.4373 2.33 2334

200 0.01 0.2736 1.008 100.8 a 1.2825 2.08 208 ¢
0.1 0.2295 0.845 84.5b 1.47 2.385 238.5|a
0.5 0.3142 1.157 115.7 a 0.744 2.315 231.5/a
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4.2.2. Hidrojen Peroksit (HO,) ve Lipid Peroksidasyonuna Ait Sonuclar

4.2.2.alcsel HO, Miktarina Ait Sonugclar

Tohumlarina SNP uygulamasindan sonra, Cd stresiaeuzmbirakilmy bitkilerin
yapraklarina ait icsel ¥, miktarlari Cizelge 4.9 vé&ekil 4.17'de sunulmgtur. Tek
basina SNP uygulanmibitkilerin yapraklarinda SNP’nin ¢ uygulamasiO@. 0.1 ve
0.5 mM), HO, miktarini énemli 6lcide artirgtir (P<0.05). Bahsi gecen atar
kontrole gore kiyaslanginda, sirasiyla %17, %47 ve %50 oranlarinda @idu
belirlenmitir. Tek bgina Cd uygulamasinda 25, 50 ve 200 uM Cd stresidalki
bitkilerin yapraklarinda da #D, miktarinda arty belirlenmitir (P<0.05), bu atglar da
artislar kontrole gére kiyaslanginda, sirasiyla %32, %67 ve %13 oraninda gidu
tespit edilmgtir. Tohumlarina SNP uygulangmve daha sonra Cd stresine maruz kalmi
bitkilerden elde edilen sonuclar incelegidde, 25 uM Cd stresine maruz kagniitki
yapraklarinda, 0.01 mM SNP .8, miktarinda dnemli bir d&sikli ge neden olmazken
(P>0.05), 0.1 ve 0.5 mM SNP kontrole gére sirasiwi¥ ve %61 oraninda artirgtir.
50 pM Cd stresine maruz kalrbitki yapraklarinda SNP’nin G¢ uygulamasi dgOpl
miktarini kontrole gore sirasiyla %37, %21 ve %YXanada artirdy belirlenmitir
(P<0.05). 200uM Cd stresine maruz kalgbitki yapraklarinda 0.01 mM SNP.8,
miktarininda énemli bir d#siklik yapmazken (P>0.05), SNP’nin @r iki uygulama
H.O, miktarinda arglara neden olmyiur (P<0.05). Ary oranlari kontrole gore sirasiyla
%11 ve %24 oraninda olgu tespit edilmgtir.

Ayni bitkilerin koklerinde de KO, miktarina ait dnemli sonuclar elde edilstii
(Cizelge 4.9 veSekil 4.18). Tek bana SNP uygulanmaibitki kdklerinde 0.01 ve 0.1
mM SNP, BO, miktarini dgurmisttr (P<0.05), ancak 0.5 mM SNP® miktarinda
onemli bir deisikli ge neden olmargtir (P>0.05). Tek hana Cd uygulamasinda 25 ve
200 uM Cd stresine maruz kakrbitki koklerinde HO, miktarinin iki uygulamada da
azaldgl gorulmistir. Azalma orani kontrole gore sirasiyla %21 veQ0%banlarinda
belirlenmitir. Buna kasgilik 50 uM Cd stresine maruz kalgnbitki koklerinde HO,
miktarinda dnemli bir d&siklik gorulmemstir (P>0.05). Tohumlarina SNP uygulagmi
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ve daha sonra Cd stresine maruz kalbitkilerden elde edilen sonuglar incelegidde,
25 uM Cd stresine maruz kalgrbitki koklerinde 0.01 ve 0.5 mM SNP.8, miktarinda
kontrole gore sirasiyla %36 ve %21 oraninda azamsden olurken (P<0.05), 0.1
mM SNP konsantrasyonu,8, miktarini %14 oraninda arttiggigoralmistar (P<0.05).
50 uM Cd stresine maruz kalrbitki kdklerinde 0.01 ve 0.1 mM SNP uygulamalari
H2O, miktarini arttirmgtir (P<0.05). Artg oranlari kontrole gore sirasiyla %23 ve %24
oraninda olmgtur. SNP’nin 0.5 mM uygulamasi ise,® miktarini dgurmdstir
(P<0.05). 200 pM Cd stresine maruz kalrbitki kdklerinde 0.01 ve 0.1 mM SNP
uygulamalarn HO, miktarini artirmg ve bu arglar kontrole gore sirasiyla, %74 ve
%268 oraninda bulunngtur. Aksine 0.5 mM SNP uygulamasi ise@4 miktarini
disurmistir (P>0.05).

Cizelge 4.9 Kontrol sartlarinda tohumlarina SNP uygulagme daha sonra Cd stresine maruz
kalmis misir bitkisine ait hidrojen peroksit ¢§8,) miktari sonuclari. Tabloda kdk ve yaprak
sutunlarinin her birinde farkh harfler ile belie veriler arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
Cd | SNP |AAas/LSmMI n;i% ml) | ( ng|_/|é?j20ku j| M as/ LSmI ng;-/'i(.)Sz mi)| ( ng?gzodi)ku )
(M) | (mM)
0.0 0.215 35.819 191.035 h 0.149 24.82; 132.391 b
0.01 0.252 41.942 223.688 g 0.094 15.702 83.744|d
00 ™51 0.315 52.521 280.110 de 0.125 20.867 111.289 ¢
0.5 0.324 53.895 287.441 de 0.140 23.324 124.395 b
0.0 0.285 47.439 253.010 ef 0.118 19.65¢ 104.847 ¢
0.01 0.301 50.188 267.671 e 0.076 12.62( 67.306|e
% o1 0.391 65.141 347.417 b 0.135 22.408 119.508 ¢
0.5 0.459 76.386 407.393 a 0.094 15.577 83.078|d
0.0 0.360 59.934 319.650 ¢ 0.135 22.40¢ 119.508 ¢
0.01 0.494 82.259 438.713 a 0.165 27.531 146.830 b
> o1 0.434 72.346 385.846 b 0.167 27.767 148.089 b
0.5 0.399 66.432 354.303 b 0.098 16.244 86.632d
0.0 0.244 40.650 216.802 g 0.075 12.412 66.196|e
0.01 0.248 41.358 220.578 g 0.129 21.547 114.917 c
200 =57 0.271 45.149 240.793 ef 0.199 33.20¢ 177.114 a
0.5 0.302 50.313 268.337 e 0.052 8.663 46.204|f
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4.2.2.b. Lipid peroksidasyon seviyesi (MDA miktar)Sonuclari

Tohumlarina SNP uygulamasindan sonra, Cd stresiaeuzmbirakilmy bitkilerin
yapraklarina ait lipid peroksidasyon seviyesi (MDbktari olarak) sonuglari Cizelge
4.10'da ve daha iyi yorumlanabilmesi icin 8ekil 4.19'da sunulmgtur. Tohumlarina
tek bgina SNP uygulanmaibitkilerin yapraklarinda 0.01 mM SNP, MDA miktarin
onemli seviyelerde diirtirken (P<0.05), aksine 0.5 mM SNP artgtmi (P<0.05).
SNP’nin 0.1 mM uygulamasi MDA miktari tGzerinde onebir degisiklik yapmamstir
(P>0.05). Tek bana Cd uygulamasinda, 25 ve 50 uM Cd stresi alkindbtki
yapraklarinda MDA miktarinda énemli bir glgiklik goérilmemitir (P>0.05). 200 uM
Cd stresine maruz kalgbitki yapraklarinda ise MDA miktari gihisttr (P<0.05).
Tohumlarina SNP uygulangve daha sonra Cd stresine maruz kalbitkilerden elde
edilen sonuclar incelenginde, 25 uM Cd stresine maruz birakgnbitkilerde 0.01 ve
0.5 mM SNP, MDA miktari tizerinde énemli birg@giklik yapmamg(P>0.05) fakat 0.1
mM SNP MDA miktarini dgirmisttr (P<0.05). 50 uM Cd stresine maruz birakglmi
bitki yapraklarinda 0.01 ve 0.1 mM SNP uygulamaliDA miktari énemli oranda
degistirmezken (P>0.05), 0.5 mM SNP artigtm. 200 uM Cd stresine maruz kakmi
bitki yapraklarinda ise SNP’nin ¢ uygulamasi da Miktari dnemli bir dgisikli ge
neden olmamstir (P>0.05).

Ayni bitkilerin kdklerinden elde edilen MDA miktadtina ait sonuclar ise Cizelge 4.10
ve Sekil 4.20'de sunulmgtur. Tohumlarina tek Bama SNP uygulanngi bitkilerin
koklerinde 0.01mM SNP uygulamasi MDA miktarini aaajtir (P<0.05). SNP'nin 0.1
mM uygulamasi MDA miktari Uzerinde onemli bir gigklige neden olmangtir
(P>0.05).Ancak 0.5 mM SNP uygulamasi MDA miktararttirmstir(P<0.05). Tek
basina Cd uygulamasinda 25, 50 ve 200 uM Cd stresemeizrkalmg bitki koklerinde
25ve50 uM Cd stresindeki bitkilerin koklerinde MDAiktarinda énemli bir d&siklik
gorulmemstir (P>0.05). Ancak 200 pM Cd stresinde MDA mikman azalgi
goralmdstar (P<0.05). Tohumlarina SNP uygulagme daha sonra Cd stresine maruz
kalmis bitkilerden elde edilen sonuclar incelegidde, 25 uM Cd stresine maruz
kalmis bitki koklerinde 0.01, 0.1 ve 0.5 mM SNP MDA nakini kontrole gore
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sirasiyla %19, %16, %16 oranindas@imistir (P<0.05). 50 uM Cd stresine maruz
kalmis bitki kdklerinde 0.01ve0.5 mM SNP ile MDA miktada 6nemli bir dgisiklik
gorulmemstir (P>0.05). Ancak 0.1 mM SNP MDA miktarini atmalstir (P<0.05). 200
UM Cd stresine maruz kalmbitki koklerinde MDA miktari 0.01ve0.1 mM SNP
uygulamasinda arfir belirlenmig (P<0.05) ve arglar kontrole gore sirasiyla %13 ve
%29 oranlarinda tespit edilgir. 0.5 mM SNP ise MDA miktarini azaltgtir
(P<0.05).

Cizelge 4.10Kontrol sartlarinda tohumlarina SNP uygulagnae daha sonra Cd stresine maruz
kalmis misir bitkisine ait lipid peroksidasyonu (MDA méktari) seviyeleri. Tabloda kok ve
yaprak sutunlarinin her birinde farkli harfler ldelirtilen veriler arasindaki fark istatistik ol&ra
onemlidir (P<0.05).

Yaprak Kok
Uygulamalar
AA MDA MDA AA MDA MDA
Cd | SNP 332600 | (nmol /ml)| (nmol/g doku) 332600 | (nmol /ml) | (nmol/g doku)
(M) | (mM)
0.0 0.131 0.845 2.817b 0.050 0.323 1.075 bg
0.01 0.116 0.745 2.483 cd 0.036 0.232 0.774 f
00 0.1 0.134 0.864 2.881b 0.045 0.290 0.968d
0.5 0.150 0.968 3.225a 0.063 0.403 1.344 g
0.0 0.121 0.777 2591 c 0.052 0.332 1.107 b
0.01 0.116 0.745 2.483 c 0.042 0.268 0.892 ¢
2 0.1 0.106 0.684 2279 e 0.044 0.281 0.935d
0.5 0.116 0.748 2.494 cd 0.044 0.281 0.935d
0.0 0.120 0.771 2.569 c 0.046 0.297 0.989d
0.01 0.109 0.703 2.344d 0.048 0.310 1.032d
>0 0.1 0.120 0.771 2.569 c 0.037 0.239 0.796 f
0.5 0.146 0.938 3.128 a 0.050 0.323 1.075 b¢
0.0 0.110 0.710 2.365d 0.042 0.271 0.903 e
0.01 0.120 0.771 2.569 c 0.048 0.306 1.021c
200 0.1 0.108 0.697 2.322d 0.054 0.348 1.161b
0.5 0.113 0.729 2.430cd 0.036 0.232 0.774 f
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5. TARTISMA ve SONUC

Batin canhlar icin toksik bir @r metal olan kadmiyumun (Cd), bitkilerin biyime ve
gelismesi Uzerinde de ¢ok fazla olumsuzluklara sebepgaldircok calgmada ortaya
konulmutur (Schitzendubedt al. 2001; Vitoriaet al. 2001; Benavide®t al. 2005;
Grataoet al. 2005; Tiryaki 2009). Bitki dokularinda Cd birikingssitli biyokimyasal ve
fizyolojik surecleri bozar ve 6zellikle oksidatiftresi tevik ederek buylimenin
engellenmesine neden olur ve daha ileri toksik ysderde ise hicre ve dokularin
olumune yol acar (Chaoet al. 1997; Toppi and Gabrielli, 1999; Sandadibal. 2001,
Xu et al. 2009; Gucet al. 2009; Popovat al. 2009; Tiryaki 2009). &ir metal stresini
de icine alan cevresel streslere maruz kalan brtdkd, metabolizmada ortaya c¢ikan
bozulmalarin bir sonucu olarak hucrelerde yuksekegtde oksidatif 6zellikleri olan
reaktif oksijen tarlerinin (ROS) hizh bir agtimeydana gelir. Bitki bdyle bir durumla
karsilastiginda, ROS bilgiklerinin zararsiz hale getirilmesi icin antioksidaistemini
harekete gecirir ve bu sistemin dnemli bir pargagioksidan ozellikleri olan katalaz
(CAT), peroksidaz (POX), superoksit dismutaz (SQJDi enzimlerin aktivitelerinin

diizenlenmesini $ar.

Son yillarda, stresli cevrelere bitki toleransiaririimasi igin bitkide antioksidatif
savunma sisteminin dizenlenmesinglagan dgal sinyal molekiller tzerinde gan
argtirmalar yapilmaktadir. Bir sinyal b, bitkide stres bilgisinin alinmasini, bu
bilginin gerekli yerlere iletiimesini ve bitkide bstrese kaw bir cevap olgturulmasini
tetikleyen bir bilgik olarak degerlendirilebilir. Nitrik oksit (NO) bitkilerde seetzlenen
ve gunumizde birgok bitki stresinde 6nemli duzeciaplleri oldugu kabul edilen bir
sinyal molekuldur (Beligni and Lamattina 2001; Netl al. 2002a,b).

Calsmamizda, bitkiye dnceden uygulanan NO’nun, bitki €eksi ile kagilastigl bir
durumda, antioksidatif sistemi duzenleyebilme rbklirlenerek stresten koruyabilme
potansiyeli argtiriimistir. Literatirde Cd stresi altindaki bitkilerde N@n koruyucu
rolu ile ilgili calismalar oldukga sinirli sayidadir ve bunlarirgwada NO, bitkiye Cd
stresiyle @ zamanli olarak verilngtir. Bizim calsmamizda ise bitki strese girmeden

once yapilan NO uygulamasiyla, NO’nun bitkinin dalomra kapilasaca strese ka
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antioksidatif sistemi harekete gecirebilme potagisiyargtiriimistir. Bu nedenle
argtirmamizda monokotil bir bitki olan misirZ¢a mayscv. Karadeniz yildizi)
bitkisine, NO gaz formunda olan bir sinyal kile oldugu icin, suda ¢6zinebilen ve
bitki tarafindan alinggnda parcalanarak NO ureten bir kikeolan sodyum nitroprussid
(SNP) uygulanngtir. Daha sonra bitkiler Cd stresine maruz birakdlandir.

Calsmamizda, 6n denemeler ve literatir bilgilerine go8NP uygulamalari i¢in 0.01,
0.1 ve 0.5 mM; Cd uygulamalari icin ise 25, 50 v@02uM konsantrasyonlar

kullaniimustir.

Calismalarimizda SNP, misir bitkisinin tohumlarina (totara 6n i1slatma ile emdirme)
veya normakartlarda yetitirilmis bitkilere (fidelere yapilan puskirme ile) olmakeie
iki farkli sekilde uygulanmtir. Yapilan literatlr incelemelerinde SNP’nin ghikée
bitki fidelerine uygulandii gozlemlenirken (Laspinat al. 2005; Chenet al. 2010),
bizim calsmamizda yer alan ikinci uygulamasinda ise litexdtbilgilerinin aksine
SNP muamelesi tohumlar Gzerinde gercgkigtir. Arastirmamizda her iki uygulama
icerisinde (1) tek ana SNP uygulamasi, (2) tekgo@a Cd uygulamasi ve (3) 6nceden
SNP uygulannmy (tohumlara veya fidelere) ve daha sonra Cd steesiaruz birakilngi
(SNP+Cd) gruplan bulunmaktadir. Herbir gruptan eelédilen bitki yaprak ve
koklerinden antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve P&Xim aktiviteleri belirlenngi
ve stresten korunma derecesini farkl bir acidastagén lipid peroksidasyon (LPO) ve
icsel hidrojen peroksit (4D,) seviyeleri de belirlenrgiir. Hlicre membranlarindaki
fosfolipidlerin oksidasyon drunu karakteristik a&r malondialdehittir (MDA). Bu
bilesigin seviyesi 6lctlerek LPO derecesi belirlenebilneelt (Sandalicet al. 2001; Xu
et al. 2009; Guoet al 2009). Mevcut bilgilerimize gore, Cd stresi adtaki bitkilerde
NO’nun rolini ¢akan ¢ok az sayida agtama olmasi nedeniyle ¢gtnamizin birgok
bulgusunun literatlr igin yeni olgunu diguntyoruz. Aagida aratirmamizdan elde
edilen sonuclarin yorumlanmasi vegeli aratiricilarin sonuclari ile kadastirmali

deserlendirmeleri bulunmaktadir.
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5.1. SNP’nin Fidelere Uygulandgl Calismalara Ait Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calismamizin bu bélimdnde, misir bitkileri kontroértlarda yettirilmis ve 12. guin
bitki fidelerine farkli konsantrasyonlarda (0.01.,10ve 0.5 mM) SNP piskirtme
yontemi kullanilarak uygulanmive bu uygulamadan 2 gin sonra ise (14. Gin), SNP
uygulanmg ve uygulanmangi (kontrol) bitkiler farkli seviyelerde (25, 50 véd@ uM)

Cd stresine maruz birakilghardir. Elde edilen bitkilerin kok ve yapraklarindaneyler
gerceklgtirilmi stir.

5.1.1 Antioksidan Enzim Aktivitelerine Ait Sonuglarin Degerlendirilmesi

Arastirmamizda, SNP uygulamasiyla bitki yapraklarin@DSaktivitesi dgerken, CAT
ve POX aktivitesi artmgtir (Sekil 4.1-6). SNP uygulamasiyla aycitgLaspinaet al.
2005) ve bezelyede (Kopyet al. 2006) yapilan ayri ayri ¢camalarda, elde efiimiz
bulgulara benzer sonuclar elde editini Bitkilere NO uygulamasiyla, hicrelerde
superoksid anyonunun £© icsel seviyesinin diiigl ve bu nedenle de SOD
aktivitesinin azaldil, diger taraftan da ortamda biriken,®b toksisitesinin de,
aktiviteleri artirflan POX ve CAT enzimlerinin etkigiyle zararsiz hale gelgi
disinulmektedir. NO’nun kendisinin bir antioksidan rajegbrevi gorerek, NO
uygulanmg hicrelerde stperoksid anyonunurny{Oi¢sel seviyesini ve dolayisiyla da
SOD aktivitesini azaltg ileri surdlmigtir (Kopyra et al. 2006). Koklerde ise SNP
uygulamasi, 0zellikle 0.5 mM konsantrasyonda, S®@viéesini distirmis ve POX ile
CAT aktivitelerinde 6nemli bir dasiklik yapmamstir. Literatirde SNP’nin kok
antioksidan enzimleri Gzerindeki etki mekanizmalaigosteren calmalar neredeyse
yok denecek kadar azdir. Ancak,gday bitki kokleriyle yapilan bir calmada SNP
uygulamasinin  SOD aktivitesini glirdigi ve POX ile CAT aktivitelerini
degistirmedigi rapor edilmgtir (Singh et al. 2008). Bu sonuglara gére, SNP’nin
dolayisiyla da NO’nun ¢aligimiz misir bitkisinin kok ve yapraklarinda da aksimlan

enzimlerin aktivitelerini dizenleyebilgiileri strulebilir.
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Calismalarimizda, tek ana Cd (25, 50, 200 pM) uygulargrivitki yapraklarinda da
SOD aktivitesi dgerken, CAT ve POX aktivitesi artrgtir. Koklerde ise Cd stresi
uygulamalari enzimlerin aktivitesini geneldesdimisttr (Sekil 4.1-6). Bu konuda
yapilan bir¢cok cagmada Cd stresinin antioksidan enzimler Gzerindegtkincelenms,
bazisinda bu enzimlerin aktivitelerinin agtt(Hsu and Kao 2004; Laspire al. 2005),
bazi ¢calymalarda ise djitigu tespit edilmitir (Rodriguez-Serranet al. 2006; Kopyra
et al. 2006; Serran@t al. 2006; Cheret al. 2010). Literatlrde, bazi bitkilere yapilan
calismalarda bizim bulgularimizla uyumlu olan sonuclafunmaktadir (Konget al.
1999; Fornazieet al 2002; Kopyreet al. 2006; Cheret al. 2010). Bu konuda yapilan
calismalarin verileri arasinda cgiler gorilse de, Cd stresinin antioksidan enzimler
Uzerinde etkisinin, bitkilerin tdrine, doku sgdine, bitkinin gelsme ddnemine,
kullanilan Cd’nin konsantrasyonuna ve stres suec$iagll olarak deisebildigi ileri
surtlmigtur (Grataoet al. 2005; Kopyraet al. 2006). Bulgularimizdan goéral@u gibi
Cd stresi SOD aktivitesini hem yaprakta hem de &@ktemli seviyelerde gurmustur.
Bdyle bir durumda hicrelerde Uretilen siperoksigoannun (Q-) seviyesi artacak ve
bu toksik radikal, hicrelerde 6lumcul hasarlarstltacaktir. Bitkinin bu strese bir
cevap olarak yapraklarda CAT ve POX aktivitesintiraras! ise stres cevabinin
diizenlenmesinde yeterli olamaddistuntlmektedir.

Arastirmamizda en 6nemli amag, bitki Cd stresine makaimadan yapilan NO
uygulamasinin, bitki daha sonra bu stresle yiigimde, Cd stresi ile bozulan
antioksidan sistemi  dluzenleyip duzenleyemegete ortaya koyabilmekti.
Calismalarimizda, SNP uygulangrve daha sonra Cd stresine maruz kaloikilerden
elde edilen bulgularda, SNP uygulamalari CAT altsini hem kokte hem de
yapraklarda genelde glirmistur (Sekil 4.1-2). Bazi ¢cajmalarda sonuclarimizia ¢gdin
bulgular olsa da (Laspiret al. 2005; Cheret al. 2010), Cd stresi altindaki bitkilere NO
uygulamasinin CAT aktivitesini geneldesdidigt belirlenmitir (Hsu and Kao 2004;
Singhet al. 2008). POX aktivitesi ise; 25 M Cd stresinde, SNP uygulamalari ile kokte
artarken, yaprakta gihis, ancak 50 ve 20QM Cd stresinde, SNP genelde aktiviteyi
yaprakta artirirken, kokte diirmistir (Sekil 4.3-4). Bu sonuca gore POX aktivitesinin
uygulanan SNP+Cd konsantrasyonuna goresisdbildigi gorulmektedir. POX
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aktivitesinin yapraklarda argn (Laspinaet al. 2005; Cheret al. 2010) buna karlik
koklerde digtigu (Singhet al. 2008) ile ilgili ¢calsmalarin bulunmasi sonuglarimizi
desteklemektedir. POX aktivitesinin yapraklarda $8B muamelesiyle dtlglu de
rapor edilmgtir (Hsu and Kao 2004). Sonuclarimizda SOD aktsriteem kokte hem de
yaprakta 25 ve 5QM Cd stresinde SNP ile genelde agniakat 200uM Cd’de aktivite
SNP ile kokte artarken, yapraktastligti belirlenmitir (Sekil 4.5-6). Tek bana Cd
uygulamalarinda SOD aktivitesinin digu belirlenmgtir. Ancak, bitkiye 6nceden
uygulanan SNP, bitki Cd stresine maruz kalddla digen SOD aktivitesini tekrar
artirarak, bitkinin stres cevabinin duzenlenmesitireemli katki sgladigi ileri
surulebilir. Birgok cagmada bulgularimizi destekleyen verileresmak mumkundur
(Chenget al. 2002; Laspinat al. 2005; Kopyreet al. 2006). Ancak SNP uygulamasi bu
etkiyi 200 uM Cd sartlarinda tam olarak gercekieememitir. Bu durum, 200uM
Cd'nin toksik seviyesinin ¢ok yuksek olmasi ve SNR’bu seviyedeki Cd stresinde
SOD aktivitesini dizenleyemeiiini gosterebilir. Singh vd. (2008) tarafindan yapil
bir calsmada bizim verilerimize benzer olarak, 5 mM gibikgek konsantrasyond@d

stresine maruz birakilan gday bitkilerinde, NO uygulamasinin SOD aktivitesin

.....

5.1.2 MDA ve H0, Belirlenmesinden Elde Edilen Sonuclarin Dgerlendirilmesi

Tek bgina SNP uygulanmibitki kok ve yapraklarinda 6zellikle 0.1 mM SNP,®3
miktarinin azalmasina sebep oktur (Sekil 4.7-8). Literattrde bitkilere tek bama SNP
uygulamalarinin yapil@ calsma cok nadir olmakla birlikte, arpa koklerine SNP
uygulamasinin kD, miktarini digiardigl ileri surdlmigtir (Singhet al. 2008). Soya
fasulyesi stispansiyon kultiriinde (Kopwtaal. 2006) ve piring yapraklarinda (Hsu and
belirlenmitir. Bu sonug, elde edilen bulgularimizla gsmaktadir. Bizim ¢cabmamizda
ise kok ve yapraklarda SNP'nin bazi konsantrasyorda, i¢csel HO, miktarinin
kontrole goére artyn gortlmdtir. Bunun olasi en énemli sebebinin, bitki ve doku
farkhligi veya uygulanan SNP’nin konsantrasyonu olabilitkiBdokularinin sinyal
bilesiklere verdgi cevabin konsantrasyona ve dokularaglbalarak deisebildigi
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bilinmektedir. Ayrica bu bilgkler uygun konsantrasyon uzerinde beklenendenlifark
olarak ters bir etki yapabilirler (Taiz and Zeig2904). NO da bir sinyal biggk
oldugundan koklere gore yapraklarin bu sinyal §fe muhtemelen daha hassas olmasi,

iki doku arasinda SNP konsantrasyonlaringlib@arak etki farklilgina neden olabilir.

Tek bagina Cd uygulamasinda 25 ve 50 pM Cd stresine mdaimis bitki
yapraklarinda kO, miktarinda énemli bir d&siklik gérilmemstir, ancak 200 uM Cd
stresine maruz kalmibitki yapraklarinda bO, miktarinin énemli dlciide azalfgl
gorulmistr. Ayni bitkinin koklerinde ise bD, miktarinin ¢ Cd uygulamasi ile
azaldgl gorulmgtar (Sekil 4.7-8). Bircok bitkiyle yapilan c¢aimalarda Cd
uygulamasinin, gerek koklerde gerekse yapraklaigkel HO, miktarini artirdg
belirtiimistir (Chenget al. 2002; Laspinaet al. 2005; Kopyraet al. 2006; Singhet al.
2008). Goruldgu gibi bizim misir bitkisinden elde ettmiz sonuclar, yukarida verilen
literattr bulgulariyla 6rtgmemektedir ve hatta tersi nitgidedir. Yukarida tek lsana
Cd uygulamasinda SOD aktivitesininstligti belirlenmgti (Sekil 4.1-6). Bilindii gibi
hicrelerin dgisik kompartimanlarinda bulunan SOD, yiksek derecedsik olan
superoksid anyonunu {Q bir substrat olarak kullanarak,,®&, olusumu reaksiyonunu
gerceklatirir (Minibaeva and Gordon 2003). @al olarak, bu enzimin aktivitesinin
azaltilmasi, bitki dokularinda icsel .8, miktarini azaltacaktir. Bu nedenle
calismamizda Cd uygulamasi, oncelikle SOD aktiviteszalenakta ve dolaysiyla da
H.O; Uretimini dgtrmektedir. HO, Uretiminin azalmasi her zaman bitki icin faydadl v
strese diren¢ gostergesi olarakseidendiriimemelidir. CUnkd bu biygk Uretilmezse
ortamda daha toksik olan stiperoksid anyonu birikkeeebu da hiicrelere 6nemli 6lgtide
zararlar verecektir. Bu nedenle ealamizin sonucu ©Onemli bir bulgu olarak
deserlendirilmelidir. SNP uygulanmi ve daha sonra Cd stresine maruz kalmi
bitkilerde Sekil 4.7-8), SNP uygulamalari kokte ve yapraklabdallikle 25 ve 50uM
Cd stresindeki bitkilerde ¥, miktarini genelde artirgtir. Diger uygulamalarda ise
belirgin bir dizen sergilemestir. Bu sonuca gore, misir bitkisine 6nceden uygaia
NO, bitki Cd stresine maruz kaffinda azalan kD, seviyesini iyi bir dizenleme
yaparak, artirabilngtir. Bu sonu¢ SNP+Cd uygulamasinin SOD aktivitezérindeki
etkisiyle de desteklenmektediggkil 4.5-6). Bitkimiz, SNP+Cd uygulamasinda SOD
aktivitesini artirmaktadir. Bu nedenle de SNP+Cdulgmasinda i¢sel 1@, seviyesinin
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artinlabildigini gbriyoruz. Bu sonug, bitkiye 6nceden uygulamd@’'nun bitkiyi Cd
stresine 6nceden hazirlayabfidgeklinde yorumlanabilir.

Stressartlarinda, doymamgiyag asitlerinin peroksidasyon drtni olarak ortaya igika
malondialdehit (MDA) miktarindaki agi hicre zarlarinin yapisal butigiinin
bozuldgunu gosteren iyi bir indikator olarak kabul edilntesdir (Posmyket al. 2005).
Bizim calsmamizda, MDA miktari (lipid peroksidasyonunun bistergesi), tek ana
uygulanan SNP uygulamalarinda 0Ozellikle de 0.5 mMPSile bitkilerin kdk ve
yapraklarinda hafif artmiancak déer uygulamalarda belirgin bir ggim olmamstir
(Sekil 4.9-10). Bitkilerde yapilan bazi ¢ghalarda tek bana SNP’nin MDA miktarini
disUrdist veya dgistirmedigi ifade edilmektedir (Hsu and Kao 2004; Laspetaal.
2005). Bunun o6nemli sebebinin bitki ve doku fankll veya uygulanan SNP’nin
konsantrasyonu olgu disundlmelidir. Cunkii SNP diik konsantrasyonlarda icsel
MDA miktarini desistirmedigi halde, 0.5 mM SNP de artirghwr. Muhtemelen bu
konsantrasyon bu bitki icin fazla olmakta ve budeiz de toksik olabilmektedir. Bitki
dokularinin sinyal bilgklere verdgi cevabin konsantrasyona ve dokularglbalarak
degisebildigi bilinmektedir. Ayrica bu bilgkler uygun konsantrasyon Uzerinde
beklenenden farkli olarak ters bir etki yapal@idiyi bilinen bir olaydir (Taiz and
Zeiger 2004). NO da bir sinyal bgi& oldugundan uygulanan konsantrasyonlaringliba
olarak etki farklilgina neden olabilir. Tek ma uygulanan Cd stresindeki bitkilerin
kok ve yapraklarinda genelde énemli derecede grémcak koklerde 6zellikle 50 ve
200 pM Cd uygulamalarinda farkli sonuclar elde edsfni (Sekil 4.9-10). Yapilan
bircok calgmada tek bgna Cd stresinin bitkilerde MDA miktarini dolayiayda LPO
seviyesini artirdil belirlenmitir. Bu ¢alsmalarda Cd’'nin toksik bir @ar metal oldgu
icin hicre membranlarindaki peroksidasyonu artirdy@yle bir etkiye neden olgu
ileri sUrdImistar (Gratacet al. 2005; Singret al. 2008; Cheret al.2010). Ancak Cd’nin
bu etkisi uygulanan konsantrasyonlaringlbalarak bitkiler arasinda farkli sonuclarin
cikmasina neden olabilmektedir. Ogime musir bitkilerine Cd uygulandiktan sonra
MDA seviyesinin koklerde ggaldigl, fakat yapraklarda @almadgl gozlenmgtir
(Honget al. 2008). SNP uygulangive daha sonra Cd stresine maruz kslbitkilere
baktgimizda, SNP uygulamalari kokte ve yapraklarda tkell25 ve 50 uM Cd
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stresindeki bitkilerde MDAmiktarini genelde diiirmis, ancak 20QuM Cd stresindeki
bitkilerde artirmgtir (Sekil 4.9-10). Bu sonuca goére, misir bitkisine orezedygulanan
NO, bitki Cd stresine maruz kaffinda artan LPQeviyesini iyi bir dizenleme yaparak,
diUsUrebilmistir. Ancak uygulanan NO konsantrasyonun seviyesi diizenlemede
onemli old@gu ortaya cikmygtir. Goraldiglu gibi, bitkiye dnceden uygulanan NO’nun
bitkiyi Cd stresine Onceden hazirlayabgidive bitki daha sonra bu strese maruz
kaldiginda onu koruyabilgh anlasilmaktadir. Literatirde bu anlamda eala pek
bulunmasa da birka¢ cgitnadan elde edilen sonuclar, bulgularimizi destegkdedir
(Hsu and Kao 2004; Cheat al.2010).

5.2. SNP’nin Tohuma Uygulandgi Calismalara Ait Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calismamizin bu béliminde, misir bitki tohumlari ekimdamce farkli seviyelerde
SNP cozeltilerinde (0.01, 0.1 ve 0.5 mM) 0On islatendpretreatment) birakilgive
daha sonra ekilmgiir. Bu uygulamadan sonra elde edilen fideler, ddn Cd (25, 50,
200 pM) stresine maruz birakilgtir. Elde edilen bitkilerin kok ve yapraklarinda
deneyler gercekddirilmistir. Literatiirde yapilan ¢aimalar dgerlendirildiginde yapilan
calismalarda SNP, calmamizin birinci boliminde yapilana benzer olarakkibi
yapraklarina uygulanmtir (Hsu and Kao 2004; Laspired al. 2005; Cheret al. 2010).
NO’nun dgrudan tohuma uygulanglicalismalar bulunsa da bunlar daha ¢ok ¢cimlenme
donemimdeki fizyolojik etkileriyle ilgilidir (Kopya and Gwozdz 2003Hu et al. 2007).
Bizim calsmamizda fakh olarak SNP misir bitkisinin tohumungulanmg ve bitki
normal sartlarda 14 gunlik haline geffinde Cd stresine maruz kaktr. Goraldigi
gibi SNP uygulamasiyla Cd stresinin veairilarasinda bir bitki icin uzun bir sire
bulunmaktadir. Bu tarz uygulamanin sonuglarininilnatabilecei tartismasinin
yaninda, faydal sonuclar alinirsa, NO’nun ziraguiamasinin da daha kolay olmasini
sgilar. Cunku zirai bir yaklam olarak tohuma yapilan uygulamalarin hem maliyeti
distrdigt, hem de daha gkl uygulamalar oldgu bilinmektedir. Dger taraftan bu
calismadan elde edilen bulgular, gatamizin birinci bolumundeki ¢camalarla veya
literatr bulgulariyla kaulastiriidiginda, farkli sonuclarin ortaya ¢ikmasi da olasi bir

durumdur. Boéyle bir sonug¢ bitiintyle uygulamanireitea ve bitkinin bulundgu
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gelisime donemine (tohum fazi) dayandirilarak aciklamalonuclar yorumlanirken
daha onceki yapilan catnalarin uygulamaekliyle farkli olsa da, bir fikir vermesi ve

deserlendirmede yardimci olmasi nedeniyle onlarlgikagtiriimalar da yapilngtir.

5.2.1 Antioksidan Enzim Aktivitelerine Ait Sonuglarin Degerlendirilmesi

Tohumlarina tek bana SNP uygulanmgibitkilerin yapraklarinda SOD aktivitesi, 0.01
mM SNP ile azalirkenSgkil 4.15-16), CAT ve POX aktivitesi ise argr (Sekil 4.11-
14). Koklerde SNP'nin 0.1 mM uygulamasi ile SODmagt CAT dismis ve POX ise
desismemitir (Sekil 4.11-16). NO uygulamasinin gercekieldi gi aycicesi (Laspina

et al. 2005) ve bezelye (Kopyrat al. 2006) kullanilarak yapilan cainalarda elde
edilen verilere benzer sonuclar bizim gadalarimizda da elde edilgtir. Bitkilere NO
uygulamasiyla, hicrelerde superoksid anyonunum)(@sel seviyesinin diitigli ve bu
nedenle de SOD aktivitesinin azgdi diger taraftan da ortamda biriken,®}
toksisitesinin de, aktiviteleri artirllan POX ve TAenzimlerinin etkinlgiyle zararsiz
hale geldgi distntlmektedir. NO’nun kendisinin bir antioksidan rajgbrevi gorerek,
NO uygulanmy hicrelerde superoksid anyonunun{0i¢sel seviyesini ve dolayisiyla
da SOD aktivitesini azal@gl da ileri surtlmgtir (Kopyraet al. 2006). SNP'nin kok
antioksidan enzimleri Gzerindeki gahalari neredeyse yok denecek kadar azdir. Ancak,
bugday bitki kokleriyle yapilan bir calmada da SNP uygulamasinin SOD aktivitesini
(Singh et al. 2008). Bizim sonuclarimiz, SNP’nin dolayisiyla 88)’'nun tohuma
yapilan uygulamasinin bitki ¢cimlendikten sonra bigive gekmesine devam egfinde

antioksidan enzimleri etkileyebilgini géstermektedir.

Tek bagina Cd stresi uygulanmi bitkilerde, SOD aktivitesi bitkinin kdk ve
yapraklarinda artrgiir (Sekil 4.15-16). CAT aktivitesi yapraklarda énemlveelerde
artarken koklerde ise dinUstur (Sekil 4.11-12). Ayni uygulamalarla, POX aktivitegini
yapraklarda ve koklerde kontrole gorestligti belirlenmgtir (Sekil 4. 13-14). Bu
konuda yapilan birgcok camada Cd stresinin antioksidan enzimler Gzerindéeetk

incelendginde bazisinda bu enzimlerin aktivitelerinin @ntt(Hsu and Kao 2004;
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Laspinaet al. 2005), bazi ¢cajmalarda ise diluglu veya bazisinin (SOD) azalip,
bazisinin (CAT ve POX) artabilgli belirlenmgtir (Rodriguez-Serrancet al. 2006;
Kopyra et al. 2006; Cheret al. 2010). Literatlrde, bazi bitkilere yapilan galalarda
bizim bulgularimizla uyumlu olan sonuclar bulunnaakt (Laspinaet al. 205; Hsuet
al. 2006; Rodriguez-Serranet al. 2006). Bu konuda yapilan gahalarin verileri
arasinda celkiler gorilse de, Cd stresinin antioksidan enzimieerinde etkisinin,
bitkilerin tiriine, doku c¢a&dine, bitkinin gelsme donemine, kullanilan Cd'nin
konsantrasyonuna ve stres suresinglibdarak degisebildigi ileri strtlmisttr (Gratao
et al. 2005; Kopyreet al. 2006).

Bu calsmada amaclardan bir de bitki Cd stresine maruz &dén once tohumlara
uygulanan NO’nun, bitki daha sonra blylime ve sgei doneminde bu stresle
yuzlestiginde, Cd stresi ile bozulan antioksidan sistemi esleyip
dizenleyemeye@mi ortaya koyabilmekti. Caymalarimizda, tohumlarina SNP
uygulanmg ve Cd stresine maruz kalgnbitkilerden (SNP+Cd) elde edilen sonuclar
incelendginde, CAT aktivitesinin yapraklarda genelde &rtbelirlenmitir. Ancak ayni
bitkilerin koklerinde ise CAT aktivitesi SNP+25 &NP+ 50 uM Cd uygulamalarinda
dismusttr (Sekil 4.11-12). Ancak SNP’nin bazi konsantrasyomida artglar da
belirlenmgtir. Bazi calgmalarda sonuclarimizla ¢ghin bulgular olsa da Cd stresi
altindaki bitkilere NO uygulamasinin CAT aktivitesyapraklarda artir@i (Laspinaet
al. 2005; Chenet al. 2010) ve koklerde diirdigl (Singh et al. 2008) ile ilgili
calismalar da bulunmaktadir. SNP+Cd uygulamalarinda R®itesinin, 25 uM Cd
stresindeki bitkilerin yapraklarinda 0.01 mM SNE #zalirken, 50 uM Cd stresine
maruz kalmy bitki yapraklarinda ise 0.01 mM SNP ile atttipelirlenmitir. 200 uM Cd
stresine maruz kalmbitki yapraklarinda 0.01 ve 0.1 mM SNP ile akede dnemli bir
degisiklik gorilmezken, 0.5 mM SNP’de aktivitede Onemianda azalma gorilngitiir
(Sekil 4. 13-14). Koklerde SNP+Cd uygulamalari iseelbkle 50 ve 200 uM Cd
stresinde POX aktivitesini dgiarmis, diger uygulamalarda ise o©6nemli bulgu
belirlenememgtir (Sekil 4. 13-14). Bu sonuca gére POX aktivitesiningulanan
SNP+Cd konsantrasyonuna gore gidebildigi gorilmektedir. POX aktivitesinin
yapraklarda art@n (Laspinaet al. 2005; Chenet al. 2010) buna karlik koklerde
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distigi (Singh et al. 2008) ile ilgili calgmalarin bulunmasi sonuglarimizi
desteklemektedir. POX aktivitesinin yapraklarda $8B muamelesiyle gtiglu de
rapor edilmgtir (Hsu and Kao 2004). SNP+Cd uygulamalarinda, €8PuM Cd
stresindeki bitkilerin yapraklarinda 0.1 mM SNP,[3@ktivitesini hem yaprak hem de
kokte azaltmgtir, ancak 0.5 mM SNP+Cd uygulamalarinin timi yklarda SOD
aktivitesini artirmgtir  (Sekil 4.15-16). Gorildgi gibi  SNP’nin uygulanan
konsantrasyonu antioksidan enzimler Uzerinde cokrldgci olmaktadir. Bircok
calismada bulgularimizi destekleyen verileresoiak mumkindir (Chengt al. 2002;
Laspinaet al. 2005; Kopyraet al. 2006). Benzer olarak, Cd stresi altindakigdbay
bitkilerinde yapilan cajmada da NO uygulamasinin SOD aktivitesini yapraldar
diUstrdigt belirlenmitir (Singhet al. 2008).

5.2.2 MDA ve H0, Belirlenmesinden Elde Edilen Sonuclarin Dgerlendirilmesi

Tek baina SNP uygulamalari, bitkilerin yapraklarindaGd miktarini 6nemli dl¢tide
artirmstir. Bitki koklerinde ise 0.01 ve 0.1 mM SNP,;® miktarini diurmustir ancak
0.5 mM SNP, onemli bir dgsiklige neden olmargtir (Sekil 4.17-18). Literatiirde
bitkilere tek baina SNP uygulamalarinin yapggicalsma cok nadir olmakla birlikte,
arpa koklerine SNP uygulamasinin®4 miktarini digtrdiga ileri surtlmittr (Singh
et al. 2008). Bu sonug¢ bizim koklerden elde edilen scauglizi desteklemektedir.
Soya fasulyesi suspansiyon kilturinde (Kopgtaal. 2006) ve piring yapraklarinda
(Hsu and Kao 2004) yapilan gahalarda da i¢sel ¥, miktarinin SNP tarafindan
disUraldigti belirlenmgtir. Bu sonug elde edilen bulgularimizla gywamaktadir.
Bizim calsmamizda ise yapraklarda SNP’nin bazi konsantraaywmmla i¢sel KO,
miktarinin kontrole gore arfit goralmitir. Bunun olasi en 6nemli sebebinin
calismamizin bu bdliminde yapilan SNP uygulamasinin lifigiikdan (tohuma
uygulama) kaynaklanmi olabilecgi dustnulmektedir. Bitki dokularinin sinyal
bilesiklere verdgi cevabin uygulama zamanina, konsantrasyona ve |laakioal
olarak dgisebildigi bilinmektedir. NO da bir sinyal bijgk oldugundan kok ve

yapraklarda SNP konsantrasyonlaringlbalarak etki farklilgina neden olabilir.
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Bu calsmada, 25, 50 ve 200 puM Cd stresi altindaki bitkileyapraklarinda kD,
miktarinda ary belirlenmgtir. H>O, miktari, bitki koklerinde genelde azagg
gorulmistar (Sekil 4.17-18). Bircok bitkiyle yapilan ¢amalarda Cd uygulamasinin,
gerek koklerde gerekse yapraklarda, icsgDHmiktarini artirdgl belirtilmistir (Cheng
et al. 2002; Laspinat al. 2005; Kopyraet al. 2006; Singtet al. 2008). Goruldgu gibi
bizim misir bitkisinden elde egimiz sonuglar, yukarida verilen literatlr bulgulda,
kokler hari¢, ortimektedir. HO, Uretiminin azalmasi her zaman bitki icin faydad v
strese diren¢ gostergesi olarakgeidendiriimemelidir. CUnkl bu biygk Uretilmezse
ortamda daha toksik olan stiperoksid anyonu birikkeeebu da hiicrelere 6nemli 6lgtide
zararlar verecektir. Bu nedenle gadamizin sonucu Onemli bir bulgu olarak
deserlendirilmelidir.  SNP+Cd uygulamalarinda, genel@el ve 0.5 mM SNP
uygulamalarinin yapilg tohumlara ait bitkilerin yapraklarinda,€&, miktari artmstir
(Sekil 4.17-18). HO, miktari, ayni bitkilerin kdklerinde ise 0.1 mM SNIé butin Cd
uygulamalarinda artirihrken, 0.5 mM SNP ile aksiagni Cd uygulamalarinda
diUsUralmistar (Sekil 4.17-18). Bu sonuca gére, misir bitkisinindatiarina ekilmeden
once uygulanan NO’nun, bitki Cd stresine maruz igatdia icsel HO, seviyesini

duzenleyebilecek bir potansiyele sahip @algorilmektedir.

MDA miktari, tohumlarina tek Bama SNP uygulanmuibitkilerin hem yaprak hem de
koklerinde 0.01 mM SNP uygulamasi ile 6nemli seMayde digerken, aksine 0.5 mM
SNP artmgtir (Sekil 4.19-20). Bitkilerde yapilan bazi gahalarda tek bana SNP’nin
MDA miktarini disturdigt veya dgistirmedigi ifade edilmektedir (Hsu and Kao 2004;
Laspinaet al. 2005). Bunun dnemli sebebinin bitki ve doku fdrkli veya uygulanan
SNP’nin  konsantrasyonu  olgu  ddundlmelidir.  CUnki  dgilk  SNP
konsantrasyonlarinda (0.01mM), icsel MDA miktaridigtiig, 0.5 mM SNP de arfi
gorulmistdr (0.5 mM SNP, fidelere yapilan uygulamalardaagai etkiyi yapmytir).
Muhtemelen bu konsantrasyon bu bitki igin fazla a@kta ve bu yuzden de toksik
olabilmektedir. Bitki dokularinin sinyal biilere verdgi cevabin konsantrasyona ve
dokulara bgh olarak degisebildigi bilinmektedir. Ayrica bu bilgkler uygun
konsantrasyon Uzerinde, beklenenden farkli olaea& bir etki yapabilgi iyi bilinen
bir olaydir (Taiz and Zeiger 2004). NO da bir sinpdesik oldugundan uygulanan
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konsantrasyonlarina pla olarak etki farklilgina neden olabilir. Caimamizda, 25 ve
50 pM Cd stresi altindaki bitki kok ve yapraklarmn® DA miktarinda 6nemli bir
degisiklik gorilmezken, 200 uM Cd stresine maruz kalmbitkilerin  kok ve
yapraklarinda ise MDA miktari dindstir (Sekil 4.19-20). Yapilan bazi camalarda
tek bgina Cd stresinin bitkilerde MDA miktarini dolayiayda LPO seviyesini artirg
belirlenmgtir. Bu calsmalarda Cd'nin toksik bir @r metal oldgu icin hicre
membranlarindaki peroksidasyonu artirarak boyle &tkiye neden oldiu ileri
suralmistar (Grataoet al. 2005; Singltet al. 2008; Cheret al. 2010). Ancak Cd'nin bu
etkisi uygulanan konsantrasyonlarinaglbaolarak bitkiler arasinda farkli sonuglarin
cikmasina neden olabilmektedir. Ogime musir bitkilerine Cd uygulandiktan sonra
MDA seviyesinin koklerde gealdigi, fakat yapraklarda @almadgi gozlenmgtir
(Hong et al 2008). SNP+Cd uygulamalarinda, 25 uM Cd streswaeuz birakilmy
bitkilerin yaprak ve koklerinde 0.1 mM SNP, MDA nekini dgurdidgu, 50 uM Cd
stresine maruz birakilmibitki yapraklarinda 0.5 mM SNP’nin MDA miktarini
arttirdgi, koklerinde ise etkili olamagh goralmistir. Ancak koklerde 0.1 mM SNP
MDA miktarini azaltmgtir. 200 uM Cd stresine maruz kakvhitki yapraklarinda ise
SNP’nin ¢ uygulamasi da MDA miktarinda dnemli d&gisikli ge neden olmangtir,
koklerde ise artirmgtir. Bu sonug, misir bitkisinin tohumuna uygulard®’nun, bitki
Cd stresine maruz kalglnda artan LPOseviyesini iyi bir dizenleme yaparak
dUsUrebildigini gostermektedir. Ancak uygulanan NO konsantrasyo seviyesi bu
dizenlemede 6nemli olgu anlgiimaktadir. Goruldgu gibi, bitki tohumuna 6n i1slatma
seklinde uygulanan NO'nun bitkiyi Cd stresine donaedmzirlayabildii ve bitki daha
sonra bu strese maruz kaoida onu koruyabilg anlasilmaktadir. Su ana kadar
yapilan argtirmalar icerisinde, mevcut bilgilerimize gére, &lamda heniiz bir caina

bulunmadgindan sonuclarimizin literatir icin yeni bir bilgdugu distinilmektedir.

Bu arastirmadan elde edilen énemli sonuclar ve 6neriler:

Sonu¢ olarak, hem @oudan bitkilere hem de tohuma yapilan uygulamala®idP

dolayisiyla da nitrik oksit (NO), bitki Cd stresingaruz kaldginda,
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1. SOD aktivitesini hem yapraklarda ve hem de kdldeartmgtir. Bu durum SNP’nin

tohuma yapilan uygulamalarinda daha belirgin glddia gortlmektedir.

2. CAT aktivitesini yapraklarda artirgaikdklerde ise dgtirmistir. Bu durum 6zellikle
0.1 mM SNP uygulamasinda gok agiktir.

3. POX aktivitesini hem yapraklarda ve hem de kildeartmstir. Bu durum SNP’nin

tohuma yapilan uygulamalarinda daha belirgin glddia gortlmektedir.

4. Ozellikle 0.1 mM SNP uygulamasinda, Cd stresi®ve 50uM durumlarinda
antioksidan enzimleri daha iyi dizenleyehiidyorulebilmektedir. 20QuM Cd stresi ise
bitki icin c¢cok toksik geldsi ve SNP’'nin bu yiksek toksititede enzimlerin
dizenlenmesinde karili olamadg distnilmektedir.

5. Ozellikle 0.1 mM SNP uygulamasinda, Cd stresinve 50uM durumlarinda LPO

.....

SNP’nin bu yiksek toksititede artan LPO seviyediigiirmekte bgarili olamamgtir.

6. icsel HO, miktari (zerinde, 6zellikle fidelere yapilan uyagmlalarda, artirma
yoniinde bir etki yapngtir.

7. Gerek fidelere gerekse tohumlara on islatma laagk uygulanan NO, bitkiyi
sonradan gelecekga metal stresine hazirlayabilecek sinyal yollaagmakta ve bitki
stresle kaylastiginda cevap mekanizmalarini harekete gecirebilmekted

8. NO’nun tohuma yapilan uygulamasinin, bu anlambdalcalisma icin, neredeyse bir
Ilk oldugu deserlendirildiginde, bu argtirma gerek bitki fizyolojisi alanindaki benzer
calismalara, gerekse bu konudaki zirai sirana ve uygulama c¢amalarina da 6nemili

bir katki sglayabilir.
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