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Oz

Bu ¢aligmada, 15 giinliik misir (Zea mays L.) fidelerine, 6nceden farkli sodyum nitroprussid (SNP) (25 ve 50 uM)
konsantrasyonlar1 uygulandiktan sonra, bu fidelerin farkli kadmiyum (25,50 ve 75 uM) konsantrasyonlarina karsi
verdigi biyokimyasal cevaplar arastirildi. Fidelere yapilan tiim uygulamalar hidroponik ortamda uygulandi.
Kadmiyum (Cd) uygulanan misir fidelerinin koklerinde ve yapraklarinda SNP 6n uygulamasiz fidelerde, kontrole
kiyasla okside glutatyon (GSSG) ve rediikte glutatyon (GSH) miktarlarinda artma ve SNP 6n uygulamali fidelerde
ise azalma tespit edildi. Fidelere uygulanan kadmiyum konsantrasyonlar1 arttikga, hem SNP 6n uygulamasiz, hem
de SNP 6n uygulamali fidelerde kontrol grubu fidelerine kiyasla 16:0 (palmitik asit) yapraklarda ve koklerde
artmigtir. Tek bagina SNP uygulamalarinda, 16:0 iizerinde kontrole kiyasla, 50 pM SNP daha az bulunmustur. Cd
uygulamalari ile SNP 6n uygulamasiz ve SNP 6n uygulamali fidelerde 16:1 (palmioleik asit) yapraklarda genel
olarak artarken, bazi konsantrasyonlarda SNP 6n uygulamasiyla bu artis hafifletilmistir. Cd uygulamalari ile SNP
on uygulamasiz ve SNP 6n uygulamali fidelerde 18:0 (stearik asit) koklerde ve 18:2 (linoleik asit) kok ve
yapraklarda artmigtir. Cd uygulamalari ile SNP 6n uygulamasiz fidelerde 18:3 (linolenik asit) yaprakta azalirken;
SNP 6n uygulamali bazi fidelerde ise 18:3 miktar1 yapraklarda artmistir. Genel olarak 50 uM SNP 6n
uygulamasimin Cd toksisitesini baskilama da 25 pM SNP’ den daha basarili bulundu.

Anahtar kelimeler: Misir (Zea mays L.), SNP, Nitrik oksit, Kadmiyum toksisitesi.

Investigation of The Relationship Between Cadmium’s Toxicity and Nitric Oxide
in Corn (Zea mays L.) Plants

Abstract

In this study, after 15 day old corn (Zea mays L.) seedlings apply firstly to different concentrations (25 and 50 uM)
of sodium nitoprusside (SNP), biochemical responses of these seedlings to different concentrations (25, 50 and 75
uM) of cadmium are examined. All applications made to seedlings were in hydroponic surroundings. In the amount
of reduced glutathione (GSH) and oxide glutathione (GSSG) were increased in the roots and shoots of cadmium
(Cd)-administered corn seedlings in SNP non-pretreatment seedlings once compared to the control and they was
decreased in SNP pretreatment seedlings. As the cadmium concentrations applied to the seedlings increased both
the SNP non-pretreatment and the SNP pretreatment seedlings, 16:0 (palmitic acid) increased in the roots and
shoots once compared to the control group seedlings. Only In SNP applications was found less than 50 uM SNP
at 16:0 once compared to control. With Cd applications, SNP non-pretreatment and SNP pretreatment seedlings
generally increased at 16:1 (palmioleic acid) shoots, while at some concentrations this increase was alleviated by
pretreatment of SNP. With Cd applications, the 18:0 (stearic acid) increased in roots and the 18:2 (linoleic acid)
increased in shoots and roots; at the SNP non-pretreatment and the SNP pretreatment seedlings. With Cd
applications, 18:3 (linolenic acid) decreased in shoots in the SNP non-pretreatment shoots; in some the SNP
pretreatment seedlings, 18:3 increased by an amount of shoots. In general, 50 pM SNP pretreatment was found
more successful than 25 pM SNP in suppressing Cd toxicity.
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1. Giris

Agir metaller, ekolojik dengeyi bozan, canl biiylime ve gelisimini 6nemli 6l¢lide zarara ugratan ve
cevreyi kirleten temel sebeplerden biridir [1]. Birgok kirlenmede oldugu gibi agir metal kirlenmesinde
de oncelikle etkilenen grup bitkilerdir [2]. Kadmiyum toprakta hareketli bir elementtir ve bitkiler
tarafindan kolaylikla almabilir [3]. NO (nitrik oksit) diisiik molekiil agirhigma sahip olup, lipofilik
ozellikte oldugundan dolay1 hiicre membranlarindan kolayca difiizyona ugrayabilmektedir. Ayrica
ciftlenmemis elektron tagimasi nedeniyle serbest radikal olarak kabul edilir. NO diger molekiillerle
kuvvetli reaksiyonlara girebilen, birka¢ saniye yar1 dmrii olan fizyolojik haberci molekiil olarak da
tanimlanmaktadir [4], [5]. Genellikle bitkiye eksojen olarak uygulanan sodyum nitropurissid (SNP) ve
sodyum-nitroso-N-asetil-penisilamin (SNAP), hiicre i¢in enzimatik olmayan NO vericileridir [6]. Nitrik
oksit (NO), bir azot atomu ve oksijen atomunun birlesmesiyle olusan, hem suda hem de yagda erime
Ozelligine sahip, renksiz, gaz yapida bir molekiildiir. Dis yoriingesinde paylasilmamis bir elektron
icermesi nedeniyle NO hem radikal 6zelligi kazanmakta hem de membranlardan kolaylikla diflizyon
edebilmektedir [7]. Nitrik oksit, olduk¢a dnemli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek iizere iretilen
nitrojen merkezli bir radikaldir. Paylasilmamis elektron aslinda nitrojen atomuna ait ise de, bu
elektronun hem nitrojen hem de oksijen atomu iizerinde delokalize olmasi1 nedeniyle tam radikal dzelligi
tasimamaktadir. Bunun sonucu olarak, bilinen diger radikallere gore reaktivitesi baskilandigindan,
olduk¢a uzun 6miirlii bir radikaldir [8]. Agir metallerden biri olan Kadmiyum (Cd), gevre kirliligindeki
onemli bir unsur olarak giindeme gelmis bir metaldir [9]. Kadmiyum (Cd) giimiis beyazi renginde bir
metaldir ve havada hizla kadmiyum oksite doniisiir. Kadmiyum siilfat, kadmiyum nitrat, kadmiyum
kloriir gibi inorganik tuzlar1 suda ¢O6zinir [10]. Kadmiyum normalde topraklarda diisiik
konsantrasyonlarda bulunan toksik bir elementtir. Kadmiyumun tarim topraklarinda bulunmasi ana
metal kaynakli olabilecegi gibi endiistriyel faaliyetler, fosforlu giibreler, lagim atiklar1 ve atmosferik
depozitler gibi insan faaliyetleri sonucunda da olabilir [11]. Insan faaliyetleri sonucu topraga ulasan Cd’
nin % 54-58’ i fosforlu giibrelerden, % 2-5 i atik gamur ve ¢iftlik giibresi uygulamalarindan, % 39-41’
i ise atmosferik depolanmadan kaynaklanmaktadir [12]. Kadmiyum, bitkilerde strese sebep olan en
yikict agir metallerden birisidir [13]. Aslinda kadmiyum biyolojik fonksiyonlar agisindan bitkiler igin
gerekli bir element degildir [14]. Insan, hayvan ve bitkiler icin toksiktir. Diger agir metallere gore cok
daha fazla (2-20 kat) toksik etkiye sahiptir. Kadmiyum toprakta hareketli bir elementtir ve bitkiler
tarafindan kolaylikla alinabilir [3]. Cd (kadmiyum), Cr (krom), Cu (bakir), Ni (nikel) ve Zn (¢inko) gibi
topraktaki bazi agir metallerin yiiksek konsantrasyonlari dogal su ve karasal ekosistemlerinin
bozulmasina neden olmaktadir. Bitkiler i¢cin baz1 agir metaller diisiik konsantrasyonlarda 6énemli mikro
besin elementlerdir. Ancak bunlarin yiiksek konsantrasyonlar1 ¢ogunlukla bitki tiirlerinin biiylimesini
engeller, bu da metabolik diizensizlige sebep olmaktadir. Bazi arastirmacilar, metal zengini topraklarda
yetisen bazi bitki tiirlerinin endemik oldugunu ve toksik dozlardan daha fazlasini tolere edebildigini
bildirmislerdir [9]. Bu akiimiilator bitkiler agir metalleri inaktif formda biriktirmekte ve baz1 6zel
enzimlerle beraber kendi yasamsal faaliyetlerini diizenlemektedirler [15]. Agir metallerin genel olarak
bitkilerdeki toksisitesi yaprakta klorozis ve nekrozis olusumu, kok ve govde kisimlarinin deformasyonu
gibi etkiler goriilebilmektedir [16].

Bitkiler, agir metallerin zararlarini tolere edebilecek; agir metalotiyanin, aminoasit, ferritin, ve
fitokelatin gibi molekiillerle kompleks yapilar yaparak hiicre duvarlar1 ve vakuol gibi metabolik
yollardan uzak bolgelerde biriktirme, antioksidan enzim aktivitelerinin ve antioksidan molekiillerinin
miktarlarinin artirilmasi ve hiicre membranlarinin onarilmasi gibi birgok savunma mekanizmalarinin
oldugu belirtilmistir [17, 18, 19, 20, 21]. Bir diger ¢aligmada, ¢dziinebilir seviyelerde prolin, toplam
fenol, GSH ve GSH / GSSG orani, soguk stresi altinda SNP varliginda belirgin bir sekilde artmustir [22].
Fasiilye (Vigna radiata L. cv. BARI Mung-2) fidelerine 5. giin nitrik oksit (SNP 1 mM) ve Cd (CdCI2
1.5 mM), 6, giin Cd uygulandi. Fasiilye fidelerinin koklerinde ve yapraklarinda, Cd stresi altinda
GSH/GSSG oram azaldi, MDA (malondialdehit), GSH, GSSG ve prolin igeriginin arttig tespit edildi
[23]. Soya fasulyesinin hiicre siispansiyon kiiltiirinde NO’ nun Cd uygulanmasina kars1 koruyucu etki
gostermistir. SNP” nin, Lupinus luteus L. (ac1 bakla) koklerinde hiicre boliinmesi {izerine agir metallerin
(PbCl, ve CdCly) inhibitér etkisini azalttigi gériilmiistiir [24]. Benzer sonuglar SNP (50 umol/L)’ye
bagli olarak, kadmiyum (10, 30, 50, 100, 200 ve 500 pmol/L) stresi altindaki piring fidelerinde de tespit
edilmistir. Ayrica tohum ¢imlenmesi iizerinde de Cd’nin yol ac¢ti81 inhibitor etkiyi, SNP’ nin azalttig1
tespit edilmistir [25]. 0.2 mmol/L CdCl,’ ye maruz birakilan piring fidelerine farkli (0.05, 0.1, 0.2 ve 0.4
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mmol/L) SNP konsantrasyonlar1 uygulanmistir. SNP muamelesi ile bitkideki MDA orani azalmis ve
konsantrasyon artigsina paralel olarak GSH miktarindaki artigin inhibe edildigi rapor edilmistir [26].
Aycigegi yapraklarinda yapilan bir ¢alismada NO’ nun kadmiyum stresine karsi koruyucu rol oynadigi
tespit edilmistir. 100 uM SNP uygulanan aygigegi fidelerinde GSH igerigi kontrole ¢ok yakin olarak
bulunmustur. Ayni sekilde farkli konsantrasyonlarda SNP ve Cd uygulanan aygigegi fidelerinde GSH
iceriginde kontrole oranla ¢ok az bir diisiis meydana geldigi goriilmiistiir [14]. Kopek disi ayrigi
(Cynodon dactylon) fidelerinde yapilan bir ¢alismada; SNP’ nin (250 uM), Cd (750 uM) toksisitesi
tizerine etkileri arastirilmgtir. Yalniz SNP uygulanan fidelere kiyasla, SNP+ Cd uygulanan fidelerde
taze agirlik ve GSH miktar1 azalmistir [27]. Yabani kimyon (Zygophyllum fabago) fidelerinde yapilan
bir calismada, SA (salisilik asit) ve Pb (kursun) uygulamasina bagl olarak kontrole kiyasla; yalmz SA
uygulanan fidelerde GSH azalmig, GSSG artmis, SA+Pb uygulanan fidelerde ise GSH azalmig, GSSG’
de ise fark bulunamamigtir [28]. Salatalik (Cucumis sativus L.) fidelerinde yapilan bir ¢aligmada, SA ve
Mn uygulamasina bagl olarak kontrole kiyasla; yalmz SA uygulanan fidelerde hem GSH hem de GSSG
miktarmin arttigi, SA+Mn uygulanan fidelerde ise GSH’ m azaldigi, GSSG’ nin ise arttig1 rapor
edilmistir [29]. Arabidopsis thaliana fidelerinde yapilan baska bir caligmada ise, Cd uygulanan fidelerde
GSH ve GSSG igeriginin kontrole gore, arttigi bildirilmistir [30]. Kadmiyum toksisitesinin bezelye
bitkisinde GSH ve GSSG miktarii kontrole goére azalttigini tespit etmislerdir [31]. Lin ve arkadaglarmin
yaptig1 bir ¢alismada ise, fidelerde Cd konsantrasyonlari arttik¢a kontrole gére; GSSG miktarinin arttigi,
GSH miktarinin ise azaldigi tespit edilmistir [32].

Biz bu ¢alismada, 6nceden yapilmis arastirmalarin 1s18inda farkli Cd konsantrasyonlarinin misir
(Zea Mays L. cv) fidelerinde yarattigi toksik etkiye karsi, SNP 6n uygulamasinin fizyolojik ve
biyokimyasal bazi1 parametreler {izerinde hafifletici ya da tesvik edici etkilerini arastirmay1 amagladik.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki Materyaline Yapilan Uygulamalar

Bu ¢alismada kullanilan bitki materyali, Arzuman firmasma ait olup, tiir adi haglamalik misir olarak
gecen (Parti No: TR 42.1082.1102, Paketleme Tarihi: Ocak 2012) standart tohum etiketli misir
bitkisidir. Tamamen homojen olan misir tohumlar1 segilerek saf su ile 1slatildi ve karanlikta 6 saat 23-
25 °C’de bekletildi. Bu siirenin sonunda tohumlar, hava alabilecekleri kapakli ¢imlendirme kutularina
dizilerek, 3 giin stireyle 23-25 °C’de karanlikta ¢cimlenmeye birakildi. Daha sonra radikula uzunluklari
esit biiyiiklitkte olan ¢imlenmis tohumlar secilerek (homojen) dnceden belirli oranlarda hazirlanan kum
(3/1) ve tarla toprag1 (3/2) karisimiyla doldurulmus saksilara ekildi. Fideler uzun giin periyodunda
(16/8), normal giin 1s18inda 15 giinliik oluncaya kadar esit miktarda musluk suyu ile haftada iki kez
sulandi. Bu fidelerden, tamamen homojen biiyiiyen fideler se¢ilerek deney materyali olarak kullanildi.
15 giinliik musir fideleri esit sayida fide i¢eren 3 gruba ayrildi ve hidroponik ortam olarak 250 ml’lik
koyu renk cam kaplar i¢inde bulunan saf su kullanildi. Fidelerin koklerinden farkli konsantrasyonlarda
(25 ve 50 uM) SNP, 2 giin boyunca uygulandi. Daha sonra ayr1 ayr1 her bir grup, hazirlanan farkli CdCls
konsantrasyonlarina (25, 50 ve 75 uM), 2 giin boyunca hidroponik olarak maruz birakild1.

2.2. Rediikte ve Okside Glutatyon (GSH ve GSSG) Analizi

Misir fidelerinin kok ve yapraklarinda olmak tizere iki farkli dokuda ¢alisildi. Bu amagla biitiin gruplar
icin ayr1 ayr1 esit miktarda doku kullanildi. 1’er g taze yaprak ve kok dokusu steril bir makasla parcalara
boliinerek materyal olarak kullanildi. Ornekler falkon tiiplerine konuldu ve iizerine 10 ml TRIS tampon
¢ozeltisi (TRIS Baz, TRIS HCL, EDTA) eklenerek 4 dakikada homojenize edildi. Falkon tiiplerinde
olan karigimlar 6000-7000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi. Bu siire¢ sonunda faz ayrimi oldu. Ayirdigimiz
iist fazlardan her bir 6rnekten 5 ml cam deney tiiplerine alindi. Ayirdigimz bu ist fazlardan her bir
ornekten 5 ml cam deney tiiplerine alindi. Uzerine 1 ml % 10’ luk perklorik asit eklenerek 5000 rpm’de
10 dk. santriflij edildi. Daha sonra 1’ er ml alinarak viallere konuldu. HPLC (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi)® de olgiildii [33].
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2.3. Yag Asidi (FA) Analizi

Falkon tiiplerinde olan karigimlar 6000-7000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edildi. Bu siire¢ sonunda faz ayrimi
oldu. Ust faz ayr1 bir tiipe alind1 ve yag asidi igin alt fazda kalan falkon tiiplerinde kalan pelet iizerine
10 ml BHT” i hexan/izopropil alkol (3/2, v/v) eklendi ve homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra
numune 7000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edildi. Ust fazlar tiiplere alind1. Siv1 iizerine % 2’lik methanol
stlfiirik asitten 5 ml 6rneklerin {izerine ilave edildi. Sonra bu 6rnekler 55 °C etiivde 12-15 saat
bekletildikten sonra etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Soguduktan sonra ¢ikarilan drneklerin
tizerine 5 ml % 5’ lik NaCl (Sodyum Kloriir) ¢6zeltisi eklendi ve hemen ardindan 5 ml n-Hexan ilave
edildi ve vorteksle karistirildi. Oda sicakliginda 3-5 saat beklendi. Siire sonunda iist faz alindi, alt faz
dokiildi ve Ust faz ayni deney tiipiine alindi ve tizerine 5 ml %2’ lik KHCO3 (Potasyum bikarbonat)
ilave edildi ve 2-3 saat oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda {iist faz kiigiik tiiplere alindi ve alt faz
dokiildi ve ornekler 37-40 °C etiivde ugmaya birakildi. Ugma meydana geldikten sonra Ornek
kalintilarmin oldugu deney tiiplerine 1 ml heptan eklendi ve 6rnekler vortekslendikten sonra 1 ml 6rnek
viallere alinip GC (Gaz Kromatografisi)’de analiz edildi [34, 35]. Yag asidi miktarlar1 agirhigm %
degeri olarak verildi.

2.4. istatistik Analizler

Calismamizdaki biitlin parametreler 3 tekrarl olarak analiz edildi. Verilerin dogruluk degerleri SPSS 15
paket programi kullanilarak ortalama ve One-way ANOVA ile test edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar
p<0.05 dnemlilik seviyesinde ayirt edildi.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Bulgular
3.1.1. SNP ve Kadmiyum’ un GSH Uzerine EtKisi

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 25 pM SNP, 50 uM SNP, 25 uM
SNP+25 uM Cd, 25 pM SNP+50 uM Cd, 25 puM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM
SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirastyla; % 35.14, % 50.70, % 10.42, % 4.84,
% 13.18, % 9.83, % 10.72 ve % 17.57oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM Cd ve
75 uM Cd gruplarinda sirastyla % 11.09 ve % 1.49 oranlarinda artis tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar
arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+25 uM Cd ve 50 pM SNP+25 uM Cd gruplarinda sirasiyla
% 5.53 ve % 6.22 oraninda artis; 50 pM Cd’ ye gore 25 pM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM
Cd gruplarinda sirastyla % 7.21 ve % 0.58 oraninda artig; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 pM Cd
ve 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda sirastyla % 7.07 ve % 1.65 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05).
Ayrica uygulama yapilan koklerde, 25 uM Cd grubundaki fark istatistiki agidan anlamli bulunmamustir
(P>0,05). Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 25 uM SNP+25 uM Cd,
25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd, 50 uM SNP+50 pM Cd ve
50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirastyla % 21.44, % 17.12, % 21.29, % 22.38, % 19.64 ve %
21.760raninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM Cd ve 75 uM Cd gruplarinda sirasiyla
%11.53 ve% 10.53 oraminda artis tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25
pM SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 5.60 ve % 4.33 oraninda artig
tespit edilmistir (P<0,05)(Tablo 1). Ayrica uygulama yapilan fidelerde, 25 uM Cd, 25 uM SNP ve 50
UM SNP gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05).

3.1.2. SNP ve Kadmiyum’un GSSG Uzerine Etkisi

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrole kiyasla; 75 uM Cd, 25 uM SNP, 50 uM SNP, 25 uM
SNP+ 25 uM Cd, 25 pM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 pM SNP+25 uM Cd, 50 uM
SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirasiyla; % 16.80, % 9.61, % 47.09, % 33.97,
% 43.32, % 51.29, % 49.07, % 55.32 ve % 57.31 oranlarinda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar
arasinda; 25 pM Cd’ ye gore 25 uM SNP+ 25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd grubunda sirasiyla %
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34.65 ve % 49.60 oraninda azalma; 50 pM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM
Cd gruplarinda sirastyla % 47.96 ve % 58.98 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM
Cdve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 41.46 ve % 48.69 oraninda azalma tespit edilmistir
(P<0,05). Ayrica 25 uM Cd ve 50 uM Cd gruplarinda artis tespit edilse de istatistiki agidan anlamli
bulunamamugtir (P>0.05). Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrole kiyasla; 25 uM SNP, 50
uM SNP, 25 uM SNP+ 25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP-+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75
uM Cd gruplarinda sirastyla; % 37.66, % 33.17, % 38.32, % 38.49, % 46.34 ve % 28.46 oraninda azalma
tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM Cd gruplarinda artis tespit edilmistir
(P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+ 25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd
grubunda sirastyla % 46.79 ve % 25.88 oraninda azalma; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd
grubunda % 52.89 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM
Cd gruplarinda sirasiyla % 40.26 ve % 20.37 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). 25 uM Cd, 75
uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunmamigtir
(P>0.05) (Tablo-1).

Tablo 1. SNP 6n uygulamali ve n uygulamasiz misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun kok ve yaprakta
GSH ve GSSG miktarlari iizerine etkileri

GRUPLAR “GSH (ug.g'TA) " GSSG (ug.g'TA)
KOK YAPRAK KOK YAPRAK
KONTROL 13.43+0.43 12.73+0.62 115.85+7.48 112.35+2.32
25 puM SNP 6.96+0.06*" 7.90+0.84 104.71+1.95* 70.04+9.37*
50 uM SNP 5.29+0.04*" 8.01+0.94 61.31+0.90* 75.08+6.51*
25 uM Cd 11.40+0.60 9.47+0.61 117.07+7.86 130.22+8.36
50 uM Cd 11.92+0.59* 10.06+0.14* 126.20+6.47 146.65+10.20*
75 uM Cd 10.89+0.12* 9.97+0.08* 96.39+2.05* 100.93+3.44
25 uM SNP - 25 Cd 12.03+£0.1%*" 9.97+0.08* 76.51+£1.88%*0 69.30+£6.75%*°

25uM SNP-50Cd  12.7840.72*  10.5540.18*  65.67+1.21*" 69.12+0.77*"
25uM SNP-75Cd  11.66+0.02*  10.02£0.19*  56.43+0.20*" 60.29+1.97*"
S50 uM SNP -25Cd  12.114£0.08*%  9.88+0.41*" 59+0.21° 96.52+3.44%"
S50 uM SNP -50Cd  11.9940.07*%  10.23+0.42* 51.76+0.48* 131.68+9.63*
S0 uM SNP-75Cd  11.07+£0.03*  9.96+0.11* 49.474+0.28*" 80.38+2.50*"

*:Kontrole kiyasla “: Gruplar arasi; p<0.05 olasilik seviyelerinde dnemli. Verilerin ortalamast
+SE (n: 3)

3.1.3. SNP ve Kadmiyum’ un Yag Asitleri Uzerine EtKisi
3.1.3.1. Palmitik asit (16:0)

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 75 uM Cd, 25 pM SNP, 25 uM SNP+50
uM Cd, 25 pM SNP+75 uM Cd ve 50 pM SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 25.91, % 30.08, %
28.64, % 24.78 ve % 61.55 oraninda artig tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 50 uM Cd’ ye
gore 50 uM SNP+50 pM Cd grubunda % 36.38 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 25 uM
Cd, 50 uM Cd, 50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 50 pM SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM
Cd gruplarmdaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamigtir (P>0,05). Uygulama yapilan fidelerin
yapraklarmda kontrol grubuna kiyasla; 25 uM Cd,50 uM Cd, 75 uM Cd, 25 uM SNP, 25 uM SNP+25
uM Cd, 25 pM SNP+75 pM Cd ve 50 uM SNP+50 uM Cdgruplarinda sirastyla % 21.77, % 24.32, %
31.04, % 15.13, % 25.64, % 24.86 ve % 13.90 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda;
25 uM Cd’ye gore 50 uM SNP+25 pM Cd grubunda % 14.20 azalma; 50 pM Cd’ ye gore 25 uM
SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 pM Cd gruplarinda sirastyla % 12.92 ve % 8.38 oraninda azalma;
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75 uM Cd’ ye gore 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda % 17.44 azalma tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica
50 uM SNP, 25 uM SNP+50 uM Cd, 50 uM SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarindaki
farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamustir (P>0,05) (Tablo 2-A).

3.1.3.2. Palmioleik asit (16:1)

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 75 uM Cd, 25 uM SNP ve 50 uM
SNP+50 uM Cdgruplarinda sirasiyla % 14.76, % 18.33 ve % 11.55 oraninda artig; 50 uM SNP+75 uM
Cd grubunda ise % 15.30 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 50 uM Cd’ ye
gore 25 uM SNP+50 uM Cd grubunda % 9.87 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+75
uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 18.21 ve % 26.20 oraninda azalma tespit
edilmigtir (P<0,05). Ayrica 25 uM Cd,50 uM Cd, 50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50
uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan
anlamli bulunamamustir (P>0,05). Uygulama yapilan fidelerin kdklerinde yapilan analizlerde 16:1 yag
asidine rastlanmamigtir (Tablo 2-A).

Tablo 2-A. SNP 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun kokte yag asidi
bilesiminin (%) degisimi ilizerine etkileri

Yag asidi bilesiminin (%) degisimi iizerine etkileri

GRUPLAR 16:00 16:01 18:00
KOK YAPRAK KOK  YAPRAK KOK YAPRAK

KONTROL 36.20+3.76 12.95+0.40 - 10.92 +0.45 30.13£3.08 -
25 uM SNP 47.09 +2.30* 14.92+0.09* - 12.91 £ 0.33* - -
50 puM SNP 39.67 £ 1.54 12.52 £ 0.00 - 11.84+0.00  39.79 +3.86* -
25 uM Cd 39.92+1.92  15.77+0.46* - 10.88+0.06  40.07 +£2.23* -
50 uM Cd 42.88+1.76  16.10+0.06* - 11.754+0.31  54.53 +0.48* -
75 uM Cd 45.57+1.55%  16.98 £ 0.54* - 12.524+0.18*  54.79 +£1.32%* -
25uM SNP-25Cd 40.67+2.07 16.28 £0.42* - 11.41£0.58 33.85+£0.35 -
25 uM SNP-50Cd 46.57+2.35*  14.02 +0.20° - 10.59+£0.63% 3293 +£5.42° -
25uM SNP-75Cd 45.17+5.69* 16.17+0.13* - 10.24+0.14° 16.36 + 1.62*" -
S50 uM SNP -25Cd 32.84+2.76  13.53+£0.13" - 11.03+£0.07  28.63 £3.47° -
50 uM SNP -50 Cd 58.48 £5.00*°  14.75 + 0.04*" - 12.18 +£0.38* - -
S50 uM SNP -75Cd  44.67+2.71 14.01 +£0.94° - 9.24 + (0.36*° - -

*Kontrole kiyasla ”: Gruplar arast; p<0.05 olasilik seviyelerinde 6nemli. Verilerin ortalamasi +=SE (n: 3)
3.1.3.3. Stearik asit (18:0)

Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 25 pM Cd,50 uM Cd, 75 pM Cd ve 50
puM SNP gruplarinda sirasiyla % 32.99, % 80.98 ve % 81.84 oranlarinda artis tespit edilmistir (P<0,05).
Ayrica 25 pM SNP+75 pM Cd grubunda % 45.70 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar
arasinda; 25 pM Cd’ye gore 50 uM SNP+25 uM Cd grubunda % 28.55 oraninda azalma; 50 pM Cd’
ye gore 25 pM SNP+50 uM Cd grubunda % 39.61 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 25 pM SNP+75
puM Cd grubunda % 70.14 oraninda azalma tespit edilmistir (P<0,05). 25 uM SNP, 25 pM SNP+25 uM
Cd, 25 pM SNP+50 uM Cd ve 50 pM SNP+25 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli
bulunamamustir (P>0,05). Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda, yapilan analizlerde 18:0 yag
asidine rastlanmamustir (Tablo 2-A).

3.1.3.4. Linoleik asit (18:2)
Uygulama yapilan fidelerin koklerinde kontrol grubuna kiyasla; 50 uM Cd, 75 uM Cd, 25 uM SNP+25
uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd ve 50 pM SNP+50 uM Cd gruplarinda sirasiyla

% 56.36, % 60.85, % 99.62, % 73.49, % 85.15 ve % 99.92oranlarinda artis tespit edilmistir (P<0,05).
Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ye gore 25 uM SNP+25 pM Cd grubunda % 61.89 oraninda artig; 50 pM

381



S. Canaker Giilengiil, D. Deveci, F. Karabulut / BEU Fen Bilimleri Dergisi 8 (2), 376-386, 2019

Cd’ ye gore 50 uM SNP+50 pM Cd grubunda % 27.86 oraminda artis; 75 uM Cd’ ye gore 25 upM
SNP+75 uM Cd grubunda % 15.10 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05). Ayrica 50 pM SNP, 25 uM
Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05).
Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 25 uM Cd, 50 uM Cd, 75 uM Cd,
25 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+25
uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 24.66,% 34.07, %
44.61, % 14.25, % 10.90, % 17.22, % 40.02, % 14.12, % 10.04 ve % 54.64 oraninda artig tespit edilmistir
(P<0,05). Ayrica 50 uM SNP grubunda % 7.31 oraminda azalma tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar
arasinda; 25 uM Cd’ye goére 25 uM SNP+25 uM Cd ve 50 uM SNP+25 uM Cd grubunda sirasiyla %
11.03 ve % 8.45 oraninda azalma; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+50 uM
Cd grubunda sirastyla % 12.57 ve % 17.93 oraninda azalma; 75 uM Cd’ ye gore 50 uM SNP+75 uM
Cd grubunda % 6.95 oraninda artis tespit edilmistir (P<0,05) (Tablo 2-B).

3.1.3.5. Linolenik asit (18:3)

Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda kontrol grubuna kiyasla; 50 uM Cd, 75 uM Cd ve 25 uM
SNP gruplarinda sirastyla% 13.13, % 16.83 ve % 12.80 oraninda azalma ve 50 uM SNP+25 uM Cd
grubunda% 9.13 oraninda artig tespit edilmistir (P<0,05). Gruplar arasinda; 25 uM Cd’ye gore 50 uM
SNP+25 uM Cd grubunda % 15.68 oraninda artis; 50 uM Cd’ ye gore 25 uM SNP+50 uM Cd ve 50
uM SNP+50 uM Cd grubunda sirastyla % 21.29 ve % 16.73 oraninda artis; 75 uM Cd’ ye gore 25 pM
SNP+75 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd grubunda sirastyla % 23.83 ve % 23.93 oraminda artis tespit
edilmistir (P<0,05) (Tablo 2-B). Ayrica 25 uM Cd, 50 uM SNP, 25 uM SNP+25 uM Cd, 25 uM
SNP+50 uM Cd, 25 uM SNP+75 uM Cd, 50 uM SNP+50 uM Cd ve 50 uM SNP+75 uM Cd
gruplarindaki farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P>0,05). Uygulama yapilan fidelerin
koklerinde, yapilan analizlerde 18:3 yag asidine rastlanmamustir.

Tablo 2-B. SNP 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz misir (Zea mays L.) fidelerinde, kadmiyumun kokte yag asidi
bilesiminin (%) degisimi iizerine etkileri
Yag asidi bilesiminin (%) degisimi lizerine etkileri

GRUPLAR 18:02 18:03
KOK YAPRAK KOK YAPRAK
KONTROL 13.13 £2.80 8.08 £0.10* - 60.56 £1.35
25 pM SNP - 9.22+0.01%* - 52.81 £ 1.53*
50 puM SNP 17.18 £ 1.74 7.48 +0.00* - 60.98 £ 0.00
25 uM Cd 16.19£1.26 10.06 £0.11* - 57.13+£1.82
50 uM Cd 20.53 £1.49* 10.83 +0.11%* - 52.61 £1.61*
75 uM Cd 21.12 £2.55% 11.67 +0.26* - 50.36 £ 0.35*
25 uM SNP - 25 Cd 26.21 £2.49%° 8.96 +£0.23*° - 58.68 £2.81
25 uM SNP - 50 Cd 22.78 £2.76%* 9.46 + 0.24*° - 63.80 = 1.80"
25 uM SNP - 75 Cd 24.31 £0.63* 11.30 £ 0.09* - 62.26 £0.10°
50 uM SNP - 25 Cd 14.45+£2.28 9.21 £0.18*" - 66.08 £ 0.39*"
50 uM SNP - 50 Cd 26.25 £ 0.40*" 8.88 +£0.12%° - 61.41 £0.49°
50 uM SNP - 75 Cd - 12.494 0.47*° - 62.41£0.11°

*Kontrole kiyasla °: Gruplar arast; p<0.05 olasilik seviyelerinde 6nemli. Verilerin ortalamasi +=SE (n: 3)
3.2. Tartisma

Genel anlamda Cd uygulanan musir fidelerinin koklerinde ve yapraklarinda SNP 6n uygulamasiz [36],
[37], [38] fidelerde, kontrole kiyasla rediikte glutatyon degerlerinde artma; SNP 6n uygulamali [14],
[26], [27] fidelerde ise azalma tespit edildi. Bu konuda 50 uM SNP 6n uygulamasinin hem kékte hemde
yaprakta Cd’ nin GSH tizerindeki arttirici etkisini hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur [39], [40], [22].
Tek bagina SNP uygulamalarinda, rediikte glutatyon miktari lizerinde kontrole kiyasla,50 uM SNP daha
azaltic1 bulunmustur. Genel anlamda, Cd uygulanan misir fidelerinin koklerinde ve yapraklarinda SNP
on uygulamasiz [41], [32], [42] fidelerde, kontrole kiyasla okside glutatyon degerlerinde artma ve SNP
onuygulamali [29], [28] fidelerde ise azalma tespit edildi. Bu konuda SNP 6n uygulamasinin hem kokte
(50 uM SNP) hem de yaprakta (25 uM SNP), Cd’ nin GSSG miktar1 tlizerindeki arttiric1 etkisini
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hafifletme cabasi anlamli bulunmustur. Tek basma SNP uygulamalarinda, GSSG miktar1 iizerinde
kontrole kiyasla, 25uM SNP daha azaltici bulunmustur. NO, etilenin senesens-arttirici etkilerine karsi
miidahale eder ve PAS' nin katiliminin bagka bir ilgi alan1 oldugu ABA’ da yer almaktadir. PAS, NO
arasindaki ¢ogu durumlarm hormonlar ile baglantili oldugu disiiniilmektedir [23]. Yag asitlerini musir
tizerinde veya bagka bir bitki {izerinde SNP ile Cd’ ye bagli olarak calisan bir makaleye rastlamadik. Bu
nedenle tartismanmizi ¢ok derinlestirmeden stresi hafifleten bir haberci molekiil olan salisilik asit
tizerinden ele alacagiz. Farkli bitkilerde Cd’ nin yol actig1 toksik stres veya oksidatif stresin fidelerin
yapraklarindaki membranlarda yag asidi profilini etkiledigi bildirilmistir [43], [44]. Genel olarak
fidelere uygulanan kadmiyum konsantrasyonlari arttik¢a, hem SNP 6n uygulamasiz [45], [46], [47] hem
de SNP 6n uygulamali [46], fidelerde kontrol grubu fidelerine kiyasla 16:0 yaprak ve koklerde artmustir.
Bu konuda SNP 6n uygulamasimin (50 uM SNP), Cd’ nin palmitik asit miktar1 iizerindeki arttirici
etkisini hafifletme c¢abasi anlamli bulunmustur [46]. Tek basina SNP uygulamalarinda, palmitik asit
tizerinde kontrole kiyasla, 50 uM SNP daha az bulunmustur. Cd uygulamalar1 ile SNP 6n uygulamasiz
[45] ve SNP 6n uygulamali fidelerde; 16:1 yapraklarda genel olarak artarken, bazi gruplarda SNP 6n
uygulamasiyla bu artis hafifletilmistir. Bu konuda SNP 6n uygulamasimn (50 pM SNP), Cd’ nin 16:1
tizerindeki arttirici etkisini hafifletme gabasi anlamli bulunmustur [45]. Cd uygulamalari ile SNP 6n
uygulamasiz [45], [46], [47] ve SNP 6n uygulamali [39] fidelerde 18:0 kdklerde artmistir. Bu konuda
SNP 6n uygulamasinin (50 uM SNP), Cd’ nin 18:0 tizerindeki arttirici etkisini hafifletme ¢abasi anlamli
bulunmustur [46]. Cd uygulamalar1 ile SNP 6n uygulamasiz [45], [48], [47] ve SNP 6n uygulamali
fidelerde 18:2 kdklerde ve yapraklarda artis tespit edilmistir. Bu konuda SNP 6n uygulamasimn (50 pM
SNP), Cd’ nin 18:2 miktar1 tizerindeki arttirici etkisini hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur [46]. Cd
uygulamalar1 ile SNP 6n uygulamasiz [45], [46], [48] fidelerde 18:3 yaprakta azalirken; SNP &n
uygulamali [46] baz1 fidelerde ise 18:3 miktar1 yapraklarda artmistir. Bu konuda SNP 6n uygulamasimin
(25 uM SNP), Cd’ nin 18:3 miktari {izerindeki arttirici etkisini hafifletme ¢abasi anlamli bulunmustur
[46]. Kontrole kiyasla, yaprakta 16:0, 18:2, 18:3 yag asitleri artarken; 16:1° de azalma meydana
gelmistir. Kokte, 16:1 ve 18:3’e rastlanmamistir. Yapraklarda ise 18:0° a rastlanmamustir. Diger yag
asitleri i¢in de benzer sonuglar tespit edilmistir.

4. Sonuc ve Oneriler

Elde edilen bulgulara gore, diisiik Cd konsatrasyonlarinin dahi musir fideleri lizerinde negatif etkilerinin
oldugu tespit edildi. SNP’ nin doza baglh olarak Cd’ ye kars1 hafifletici etki yarattigi bulundu. Sonug
olarak elde edilen veriler; secilen konsantrasyonlara, planlanan uygulama sekline ve siiresine bagl
olarak misir fidelerinde SNP’ nin, Cd’ nin belirli parametreler iizerinde sebep oldugu oksidatif stresi
smirli 6lglide de olsa diizenleyebildigini disiindiirmektedir. Literatiir taramalarimizda musir bitkisinde,
SNP ve Cd’yi birlikte calisan bir makaleye rastlamadigimiz i¢cin parametreleri ¢ogunlukla dolayh
makaleler iizerinden tartismaya ¢aligildi. Ancak konunun tam anlagilmasi agisindan, enzimatik olan ve
olmayan antioksidan temizleyici unsurlarin da c¢alisilmasinin calismamiza katki saglayacagi
kanaatindeyiz.
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