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ONSOZ

Cesitli kaynaklardan ¢ikan kati, sivi ve gaz halindeki kirletici maddelerin hava, su
ve toprakta yiiksek oranda birikmesi ¢evre kirliliginin olusmasina neden olmaktadir. Hizla
artan diinya niifusunun ihtiyaclarmin karsilanmasi i¢in teknolojinin gelismesine bagli
olarak endiistrilesmenin de artmasi1 gerekmektedir. Sanayideki bu artis, dogal kaynaklarin
hizla tilkkenmesine neden olmaktadwr. Dogal kaynaklar hizla tiikkenirken, lretim ve
tiketimden kaynakli atiklarin Onlemler alinmadan dogaya atilmasi cevre kirliliginin
olusmasma ortam saglamaktadir. Gilinlimiizde g¢evre kirliligine neden olan en 6nemli
faktorlerden birini agir metal birikimi teskil etmektedir. Tarimsal topraklarin ve sularin
agir metallerden kismen temizlenmesi dahi ¢ok pahali teknik imkénlar1 gerektirmektedir.
Kadmiyum toksik giicii ¢ok yliksek olan bir agir metaldir.

Arastrmamiz, nohut (Cicer arietinum L.) fidelerine, bitkide endogen olarak
iiretilen bir molekiil olan salisilik asit uygulamasinin, kadmiyum kaynakli oksidatif stresin
yarattig1 fizyolojik ve biyokimyasal degisimler lizerine etkilerini arastirarak, bu alandaki
calismalara katki saglamay1 amaglamaktadir.

Bu arastirma siiresince beni yOnlendiren, yakin ilgilerini ve bilgi birikimleri ile
siirekli desteklerini esirgemeyen saygideger danisman hocam Saym Yrd. Dog¢. Dr. Songiil
CANAKCI ’ya, laboratuar ¢aligmalarimi gergeklestirirken, siirekli yardim ve desteklerini
gordiigiim Zooloji Profesérii Saym hocam Okkes YILMAZ ’a ve Ars. Gor. Seving AYDIN
’a, tiim yasamim boyunca oldugu gibi, egitim ve 6gretim hayatimin bu asamasinda da hep
yanimda olan degerli aileme ve yine, bu arastirmay1 tamamlayabilmemde 6nemli emekleri
olan dayilarim Ferhan YUSUFOGLU ve Yusuf YUSUFOGLU’na sonsuz tesekkiirlerimi
ve saygilarimi sunuyorum.

Bu arastirma FUBAP FF.20.35 nolu proje olarak desteklenmistir.

Bahar DURSUN
ELAZIG-2012
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OZET

Bu c¢alismada nohut (Cicer arietinum L. cv) tohumlarindan gelistirilen 15 giinliik
fideler materyal olarak kullanildi. Fidelere yapilan tiim uygulamalarda kokten hidrofonik
yontem tercih edildi. Fideler 24 saat siireyle salisilik asit (0.5 mM) 6n uygulamas: yapilan
ve yapilmayan olarak iki gruba ayrildi. Daha sonra bu iki gruba kendi i¢inde kontroller (saf
su ve salisilik asit) sakli tutulmak kosuluyla kadmiyumun farkli konsantrasyonlar1 (0, 25,
50 ve 100 uM) ayr1 ayr1 uygulandi. Farkli uygulamalar gérmiis fidelerde fide boyu, fide
taze ve kuru agirligr gibi biliylime parametreleri tespit edildi. Ayrica fide de protein,
yaprakta pigment, prolin, malondialdehit ve glutatyon miktarlar1 belirlendi.

Elde edilen sonuglara gore; salisilik asit 6n uygulamasi yapilan ve yapilmayan
fidelerde biiyiime parametreleri ve protein, yapraklarda pigment (klorofil at+b ve
karotenoid) miktarlar1 bakimindan ilgili gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki acidan
anlamli bulunamadi (P > 0.05). Ancak kontrole kiyasla adi gecen parametrelerde
kadmiyum konsantrasyonu arttikga 6nemli dl¢iide gerilemeler ve diistisler tespit edildi (P <
0.05). Uygulama yapilan fidelerin yapraklarinda yiiksek kadmiyum (50 ve 100 uM)
konsantrasyonlar: i¢in salisilik asit 6n uygulamasmin prolin miktarindaki artig1 azaltici
etkisi tespit edildi (P < 0.05). Ancak salisilik asit 6n uygulamasinin bu azaltic1 etkisi 50
uM kadmiyum i¢in daha belirgin bulundu. Benzer sekilde malondialdehit miktar1 salisilik
asit on uygulamali gruplarda daha diisiik bulundu. Ancak sadece 50 puM kadmiyum
konsantrasyonu i¢in malondialdehit miktarindaki diisiis anlamliyd: (P < 0.05). Fidelerin
yapraklarindaki glutatyon miktar1 kontrole kiyasla artis gosterdi (P < 0.05). Glutatyon
miktarlar1 salisilik asit 6n uygulamali gruplar, ile ilgili gruplar kiyaslandiginda daha
yiiksek bulundu (P < 0.05).

Sonug olarak segilen konsantrasyonlara, planlanan uygulama sekline ve siiresine
bagl olarak salisilik asit 6n uygulamasinin fidelerde kadmiyumun belirli parametreler
iizerinde sebep oldugu toksik etkinin olumsuzluklarmi diizenledigi diisiiniilmektedir.

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



SUMMARY

Physiologocal and Biochemical Changes Due to Cadmium on Salicylic Acid Treated
Chickpea (Cicer arietinum L.) Seedlings

In this study, developed the seeds of chickpea (Cicer arietinum L. cv) seedlings of
15 days was used as the material. Seedlings, roots in the hydroponic method was preferred
in all applications. Seedlings, salicylic acid for 24 hours (0.5 mM) were divided into two
groups: pre-application and leave. Then these two groups, controls (distilled water and
salicylic acid) its own right to be kept in condition, different concentrations of cadmium (0,
25, 50 and 100 microM) were performed separately. Different applications have seen
seedlings, seedling length, seedling fresh and dry weight was determined as growth
parameters. In addition, seedlings of protein, leaf pigments, proline, malondialdehit, and
glutathione quantities were determined.

According to the results obtained; salicylic acid pre-application and leave the
growth parameters of seedlings, the differences between the groups in terms of the amount
of protein and pigment (Chlorophyll a and b and carotenoids) in leaves was not statistically
significant (P > 0.05). However, compared to the control parameters mentioned in the
concentration of cadmium increases, significant declines and declines were found (P <
0.05). The application of high cadmium in leaves of seedlings (50 and 100 microM)
concentrations of salicylic acid pre-application to increase the effect of reducing the
amount of proline was determined (P < 0.05). However, the reducing effect of salicylic
acid pre-application found more pronounced for the 50 mM Cd. However, the amount of
malondialdehyde were lower in the groups pre-applied salicylic acid. Decrease in the
amount of malondialdehyde but were significant for only 50 microM concentration of
cadmium (P < 0.05). The amount of glutathione increased in all groups compared to
control seedlings leaves (P < 0.05). Groups pre-applied salicylic acid on the amount of
glutathione was significantly higher among the groups (P < 0.05).

As a result, considered seedlings, depending on the shape and duration of the
planned application, selected concentrations, negativity of the specific toxic effects of
cadmium organized pre-application of salicylic acid parameters.

Key Words: Chickpea, Cadmium, Salicylic Acid, Toxic Effect
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1.GiRiS

Amerikal1 yerliler ve eski Yunanlilar, s6giit agaci yapraklarinin ve kabuklarinin bir
agr1 kesici ve ates disiirlicii olarak kullanildigini biliyorlardi. Salisin ile salisilik alkol
gukozid formunda ilk kez 1828 yilinda s6giit kabugundan izole edilmistir. Salisilik asit adi,
s0giit agacinin bilimsel ismi olan Salix’den tiiretilmistir. Asetil salisilik asit (ASA), halk
dilinde aspirin salisilik asidin ticari formu olup, siklikla kullanilan antistres bilesiklerden
biridir [1]. Kimyasal formiilii C;HsO3 olan salisilik asit, renksiz kristal yapida bir organik

asit olup ag¢ik formiilii asagidaki gibidir.

O H

OH

Sekil 1. Salisilik asit’ in agik formiilii

Gilintimiizde salisilik asidin (SA) genellikle bir¢ok bitkide bulundugu ve 6nemli bir
biiylime diizenliyici molekiil oldugu bazi bilim adamlar1 tarafindan kabul edilmektedir [2].
SA’ nin bitkilerde tagmimi hakkinda kesin bir bilgi olmamakla birlikte fiziksel 6zellikleri
bozulmadan floemde tasinabildigi hakkinda giiclii kanitlar bulunmaktadir. Bitkilerde SA
sikimik asitten benzoik asit ve kumarik asit yolu ile sentezlenmektedir.

Bitkilerde salisilik asit (orto-hidroksi benzoik asit) olusumu i¢in iki metabolik yolun
bulundugu ileri siiriilmektedir [3]. Bu yollarda, salisilik asidin B-oksidasyon ve orto-
hidroksilasyon reaksiyonlarmm olusum siralarinin birbirinden farkli oldugu saptanmistir.
Bu yoniiyle, saglikli ve viriis inokiile edilmis tiitiin bitkilerinde salisilik asidin, benzoik asit
aracilifiyla sinnamik asitten tiirevlendigi kanmtlanmistir (Sekil 2) [4]. Buna gore,
Agrobacterium tumefaciens ile enfekte olmus gen¢ domates fidelerinde, sinnamik asidin
orto-kumarik aside orto-hidroksilasyonunun arttig1 ve ardindan kumarik asitin [-

oksidasyonu ile salisilik asit olustugu ortaya konulmustur. Saglikli bitkilerde ise, salisilik



asidin yaygin biyosentez yolunun, Sinnamik asit — Benzoik asit — Salisilik asit
seklinde gerceklestigi saptanmuistir.
OH

OH COOH

oH
f Sikinik asit

Fenil alanin

lL ,"J o-humark asit ™

COOH COOH
L
; “ ’ oH
I-Sinnamik asit \ COOH J
. saLlsiLIk
Aslr

Lignin, Navonoidler, e B
ksantinler, fenoller, benzoik Benzoik asil
anil ve diger dopal bilegikler

Sekil 2. Bitkilerde salisilik asit biyosentezinin metabolik yolu.

Bitkilerde SA, metabolik olarak aktif olan serbest formunun disinda, esterler ve
glukozidler olarak bagli formlarda da bulunabilir. SA bitkilerde genellikle bir seker bilesigi
olan salisilik asit-B-glukozit (SAG) seklinde, yani inaktif bir formda (depo formu)
bulunmaktadir. B-glukozidaz enzimi, bitkilerde fitohormonlarin sinyal aktivitelerini kontrol
etmekte ve salisilik asidin bagli formdan serbest forma doniisiimiinii katalizleyerek, bitkide
serbest SA seviyesini diizenlemektedir. Titiinde yapilan bir calismada, bu bitkinin
yapraklarma disaridan SA uygulandiginda, yapraklarin hiicreler arasi bosluklarinda
salisilik asit-B-glukozidaz aktivitesinin arttig1 saptanmistir. SAG’m biiyik bir kismi
hiicreler arasi bosluklarda bulunurken, SA’nm biiyiik bir kism1 ise hiicrelerin i¢inde yer
almistir. Ciinkii SAG’1n salisilik asitten sekillenmesi, hiicrelerin i¢inde olusmaktadir. Bu

durum disaridan uygulanan SA’nin dogrudan hiicrelere girdigini gostermektedir. Sonugta,
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SAG’m hiicreler arast bosluklar yoluyla uzak dokulara tasmman bir sinyal roli
oynayabilecegi goriisii ortaya ¢ikmustir. Salisilik asidin uzun mesafeli taginimi i¢in uygun
seklinin SAG oldugu distiniilmektedir. Ciinkii SAG hem salisilik asitten daha fazla
¢Oziinebilir, hem de daha az toksiktir [1].

Salisilik asit dogal olarak meydana gelen endogen bir bitki hormonudur [1]. Hidroksil
(OH-) grubu tastyan aromatik halkali bitki fenolleri grubunda yer alan sekonder bir
metabolit olan SA’ nin birgok cevresel strese karsi bitki yanitlarinin diizenlenmesinde
biiyiik bir rol oynadig: diisiiniilmektedir [5, 6]. Biyotik ve abiyotik stres toleransi lizerinde
cesitli etkileri oldugu bilinen 6nemli bir sinyal molekiiliidiir [7]. Salisilik asit (SA)
bitkilerde, stresin yol actig1 zararli gelismelerin etkilerini zayiflatan 6nemli bir madde
olarak da bilinmektedir [8]. SA ¢esitli abiyotik streslere karsi bitki direncinin artmasida
onemli bir rol oynamaktadir [9]. Ayrica SA kadmiyum toksisitesinden bitkiyi koruyucu
olarak da bilinmektedir [10].

Salisilik asit ilk olarak tiitiin bitkisinde siirgiin olusumunu tesvik edici ve
ciceklenmeyi uyarici etkisini ortaya koyan bir caligmada kullanilmistir [11]. SA’nin arpa
koklerinde fosfat, yulaf koklerinde ise potasyum almimini engelledigi rapor edilmistir [12,
13]. Pancheva ve arkadaglar1 (1996) arpa fideleri lizerinde yaptiklar1 bir ¢galismada 100 uM
ve 1 mM SA’nin uzun siireli uygulanmasi sonucunda kok ve fidelerin biiylimesinin
azaldig, ayrica klorofil ve protein igeriginin ve CO, asimilasyon oraninin azaldigini rapor
etmislerdir [14]. Fariduddin ve arkadaslar1 (2003) Brassica juncea ile yaptiklar1 bir
calismada yiiksek SA konsantrasyonlarmin gosterdigi inhibitér etkinin aksine diisiik SA
konsantrasyonlarinin klorofil a+b miktarini, nitrat rediiktaz aktivitesini, net fotosentetik
orani arttirdigini tespit etmislerdir [15].

Stres, biyotik ve abiyotik faktorlerin ayr1 ayri ya da birlikte fizyolojik ve
biyokimyasal olaylarda belli degisimleri meydana getirmesi veya organizmada hasar
olusturma kapasitesi olarak tanimlanmaktadir. Biyologlar bitkiler i¢cin elverisli olmayan
herhangi bir cevre faktdrli icin “stres” terimini benimsemisler, elverigsiz bir c¢evre
faktoriine kars1 bitkinin hayatta kalabilme yetenegine ise “stres drenci ™ (tolerans) adini
vermislerdir [16].

Bitkinin bir strese 6nceden maruz kalmasi sonucu toleransi artmais ise, bitkinin aligmig
oldugu ifade edilir. Adaptasyon genellikle pek cok nesil boyunca se¢ilim sonucu kazanilan,
genetiksel olarak belirlenmis direncin diizeyini belirttigi i¢in alistirma adaptasyondan

farklidir. Cevresel streslere adaptasyon ve alisma, morfolojik, anatomik, hiicresel,



biyokimyasal ve molekiiler diizeyde olmak tizere, birbirine bagh ¢ok sayida olaylar sonucu
olusur.

Bitkilerin maruz kaldiklar1 ¢evre faktorleri, onlarin kalitesi ve verimliligi tizerinde
biiytik bir etkiye sahiptir. Verimli bir yetistiricilik i¢in bitkilerin optimum ¢evre isteklerinin
karsilanmasi zorunludur. Bunlar1 iklim faktorleri, toprak faktorleri, dogal olmayan
kirleticiler, seklinde smiflandirmak miimkiindiir. Bu optimum isteklerde meydana gelen
her tiirlii sapma o bitki i¢in stresi meydana getirmektedir. Bitkilerin ortalama veriminin
%50’den fazla azalmasma neden olan abiyotik stres, diinyadaki tarimsal iiriin kaybinin
birincil nedenidir. Abiyotik stres morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
degisimlere neden olarak bitki biiyiime ve verimliligini olumsuz etkilemektedir [17].
Bitkisel tiretimde verimi sinirlayan; diisiik ve yiliksek sicaklik, atmosfer kirliligi, tuzluluk,
kuraklik, yetersiz beslenme, radyasyon gibi etmenler abiyotik stres faktorleridir [18].

Sharma ve arkadaslar1 (1996) Arabidopsis thaliana lizerinde yaptiklar1 bir caligmada,
ozon ve UV 1s18mnin olumsuz etkilerinin SA tarafindan azaltildigini belirlemislerdir [19].
Misir ve kislik bugday bitkilerinde SA’nin diistik sicaklik stresine karsi koruma sagladigi
gosterilmistir [20, 21]. Yine salisilik asidin hardal fidelerinde sicaklik toleransini
indiikledigi, tuz ve ozmotik strese, ozon, UV 1siklari, kuraklik, herbisit ve patojenlere karsi
bitki yanitlarini1 koruyucu yonde degistirdigi gosterilmistir [22-29].

SA’nm eksogen uygulamalarinin mustard fidelerinde sicaklik stresine karsi [24] ve
misirda (Zea mays L.) soguk zararina karsi [20] koruma sagladigi tespit edilmistir.
Shakirova (1997) ve Bezrukova (2001) tarafindan SA uygulanan bugday bitkilerinde
saliniteye direngte bir artis oldugu goriilmiistiir [30, 31]. Janda ve arkadaslar1 (1999)
hidroponik yetistirme sartlarinda misirda yaptiklar1 bir calismada besin ¢ozeltisine 0,5 mM
SA ilave edilmesinin don stresine karsi koruma sagladigini belirlemisler ve bu etkinin SA
uygulanmis misir bitkilerinde don toleransini artiran antioksidan enzimlerin sentezinin
yapilmasindan kaynaklandigini tespit etmislerdir [8].

Canakc1 ve Munzuroglu (2004) fasulye ¢eliklerine 50 ppm ASA ile muamele etmisler
ve daha sonra tuz (% 1’lik NaCl) stresine maruz birakmislardir. ASA uygulanan ¢eliklerin
uygulanmayan ¢eliklere oranla yliksek klorofil a ve b igerdigini ve protein igeriklerinin
daha yiiksek oldugu belirtilmistir [32].

Tayeb (2005) yaptig1 calismada, ekim oOncesi ImM SA ¢ozeltisi uygulanan arpa
tohumlarma 0, 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl uygulamasinin etkisini arastirmistir. Artan

NaCl seviyesinin ¢imlenme yiizdesini azalttigini ve 15 giinliik fidelerde hem kok hem



yapraklarda biiylime parametrelerinin (taze ve kuru agirlik) geriledigini tespit etmistir.
Ayrica potasyum, kalsiyum, fosfor ve seker igeriginin, yaprak nispi su miktarinm (RWC)
ve fotosentetik pigmentlerin (klorofil a, b ve karotenoidler) icerigini azaldigini rapor
etmistir. Buna karsilik Na' miktar1, ¢dziinebilir sekerler, prolin ve lipid peroksidasyon
seviyesi ve peroksidaz aktivitesinin arttigini fakat ¢oziinebilir proteinlerin miktarinin
azaldigini saptamustir. Tek basma SA uygulamasinin fidelerde yaprak nispi su igerigi, taze
ve kuru agirliklari, fotosentetik pigmentler, ¢oziinebilir sakkaritler, fosfor icerigini ve
peroksidaz aktivitesini arttirdigr bulunmustur. Buna karsilik SA 6n uygulamasiyla tuz
stresi altinda Na' miktari, ¢dziinebilir protein icerigi, lipid peroksidasyon seviyesi,
elektrolit sizintinin 6nemli derecede azaldigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak ©6nceden
uygulanan SA’ nin arpa fidelerinde fotosentetik pigmentler i¢in tuz stresine karsi dnemli
Olciide koruyucu etkiye neden oldugunu ve membran biitlinliigiinti saglamak suretiyle bitki
biiylimesini tesvik ettigini ortaya koymustur [33].

Senaratna ve arkadaslar1 (2000) domates ve fasulye iizerinde yaptiklari ¢alismada SA
ve ASA’ nin fizyolojik olarak etkili konsantrasyonlarmin sicaklik, don ve kuraklik stresine
etkilerini arastirmiglardir. Calismada SA veya ASA’ nin 0,I- 0,5 mM’ lik
konsantrasyonlar1 uygulanmis tohumlardan elde edilen bitkilerin sicaklik, don ve kuraklik
stresine karsi toleranslarinin arttigimi belirlemislerdir. Ayrica yapraklara 0,5 mM SA ve
ASA piskiirtiilmesiyle yapilan ¢alismada sicaklik, don ve kuraklik stresine dayaniklilik
konusunda tohum asamasindaki uygulamalar kadar etkili olmadig1 saptanmistir [26].

Son zamanlarda salisilik asidin bazi bitkileri agir metallere kars1 korumada da etkili
oldugu bildirilmektedir. Salisilik asit on muamelesinin; piring bitkisinde kursun ve civanin
neden oldugu membran hasarlarmi giderici, musir ile arpadaki kadmiyum toksisitesini
azaltici etkisi goriilmiistiir [20, 9, 10].

Cesitli kaynaklardan ¢ikan kati, sivi ve gaz halindeki kirletici maddelerin hava, su ve
toprakta yiiksek oranda birikmesi ¢evre kirliliginin olusmasina neden olmaktadir. Hizla
artan diinya niifusunun ihtiyaclarmin karsilanmasi i¢in teknolojinin gelismesine bagli
olarak endiistrilesmenin de artmasi gerekmektedir. Sanayideki bu artis beraberinde var
olan dogal kaynaklarin hizla tiikenmesine neden olmaktadwr. Dogal kaynaklar hizla
tikkenirken, iiretim ve tliketimden kaynakli atiklarin onlemler alinmadan dogaya atilmasi
cevre kirliliginin olugmasina ortam saglamaktadir. Giinlimiiz diinyasinda ¢evre kirliligi cok

onemli bir sorundur. Cevre kirliliginin en 6nemli nedenleri agsagida kisaca siralanmistir:



e Hizli niifus artis1

¢ Plansiz kentlesme

¢ Plansiz endiistrilesme

e Dogal kaynaklarin dengesiz kullanilmasi

Ekolojik dengenin bozulmasinda en 6nemli etmen agir metal bulunduran atiklardir.

Agir metal kirliligine neden olan etmenler; dogal, tarimsal, endiistriyel, evsel etmenler
olarak sayilabilir. Dogal etmenler; sel, riizgar ve yagmur gibi dogal olaylar sonucu agir
metaller kayaclardan aginarak su kaynaklarma taginmaktadir. Tarimsal etmenler olarak ise;
tarim alanlarinda zararlilara ve yabanci otlara kars1 kullanilan tarim ilaglar1 yapiminda
kullanilan agir metal icerikleridir. Endiistriyel etmenlerde; agwr metallerin en fazla
kullanildig1 metal endiistrisidir. Son olarak evsel etmenlerin asil nedenini insan kaynaklar1

olusturmaktadir.

1.1.Agir Metal Toksisitesi

Agir metaller, 6nemli ¢evresel kirletici unsurlardir [34]. Agir metal kirliligi bitkiler
iizerinde 6nemli abiyotik stres kaynaklarindan birini teskil etmektedir. Agir metallerin iler1
seviyede toksik zarar1 bitkilerde kok, gévde ve yaprak gelisimini engellemektedir. Yiiksek
dozda agir metal etkisiyle bitkilerde, kloroza ve nekrotik doku, yapragm % 50’sini
kaplamakta, boylece fotosentetik aktivitede azalmalar meydana gelmektedir. Bitkilerde
agir metal birikimi bitki bliylime hizi ve fizyolojik fonksiyonlar {izerinde dogrudan
olumsuz etki olusturmaktadir [35]. Agir metal fazlalig1 serbest radikaller ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu uyarmaktadir [36]. Giderek artan endiistriyel ve evsel atiklar, tarimsal
fungisit olusumu, maden isletmeciligi gibi sektorlerin iirettigi kirleticiler ekosistemleri
etkilemektedir [37]. Toprakta bulunan agir metallerin zararli etkisi s6z konusu metalin
kimyasal formu, pH ve diger iyonlarin varligina baghdir [38]. Dogada toksik giicii farkli
cok sayida agir metal bulunmaktadir [39]. Bu elementler arasinda Zn, Ni, Cu, Co ve Cd
toksik elementler iken, az ya da ¢ok dneme sahip eser elementlerden Fe, Mo ve Mn 6nemli

mikro besinlerdir [40].



1.2.Kadmiyum Toksisitesi

Bir agrr metal olan kadmiyumun (Cd) tarim topraklarinda bulunmasi esasen
kayac¢lardan asima kaynakli olabilecegi gibi, endiistriyel faaliyetler, fosforlu giibreler ve
evsel atiklar gibi insan faaliyetleri sonucunda da olabilmektedir [41]. Tarimsal topraklarda
yiiksek seviyelere ulasabilmekte olup, bitkiler tarafindan kolay emilmektedir. Topraktaki
kadmiyum artis1 bitkinin tliriine ve tasinma diizeylerine gore farkli yanitlar dogurmaktadir
[42]. Kadmiyum bitki biinyesinde azot ve karbonhidrat metabolizmalarini
degistirmesinden dolay1 bir¢ok fizyolojik degisiklige neden olmaktadir. Proteinlerin —SH
gruplarindaki enzimleri inaktive edip, stomalarn kapanmasma, transpirasyonun
azalmasina ve klorofil biyosentezinin bozulmasina neden olmaktadir [43]. Fazla miktarda
alimdiklarinda bitkide; fitotoksik etkiye, klorozise, kok ve gdvde biiylimesinde gerilemeye
yol acarak bitkiyi Olime gotiirmektedir [17]. Kadmiyumun toksik etkileri; bitki
yapraklarinda stoma agilmasini engellemek, su dengesini bozma ve mineral besin
alimmdaki azalma olarak belirlenmistir [44-46]. Kadmiyum toksisitesi, serbest oksijen
radikali iiretimi ve ¢esitli antioksidan enzimlerin aktivitelerinin degismesiyle oksidatif stres
olusturmaktadir.

Kadmiyum, bitkilerde gii¢lii bir oksidatif stres faktoriidiir [47]. Bunun sonucu olarak
bitkilerde bir dizi toksik belirtilere neden olmaktadir. Cd™ plazmatik kompartmanlarda
hiicre metabolizmasin1 ve diizenlenmesini bozarak, yiiksek oranda toksisiteye [48],
bliylimede gecikmeye, fotosentezin inhibisyonuna, su iligkilerinde degisiklige, makro ve
mikro besinlerin alinmasi ve dagitilmasinda sikintilara, katyonlarin disar1 akigmna ve
serbest radikallerin cogalmasina [49, 50] yol agmaktadir.

Choudhury ve arkadaslar1 (2004) tarafindan piring kokleri tlizerinde yapilan bir
calismada kadmiyum toksisitesine bagl olarak Cd miktar1 artikca bitki agirligi, siiperoksit
dismutaz, katalaz ve peroksidaz enzimlerinin aktivitesinin azaldigi, MDA igeriginin arttig1
tespit edilmistir. Yine salisilik asit 6n uygulamasi yapilmis fidelerin koklerine kiyasla on
uygulama yapilmayanlarda diisiik konsantrasyonlarda kadmiyum i¢in glutatyon miktar1
artmus, yiiksek konsantrasyonlarda kadmiyum i¢in glutatyon miktar1 azalmis bulunmustur.
Bu c¢alisma da salisilik asidin piring kdklerinde kadmiyumun yol actig1 oksidatif stresi
regiile edici potansiyel bir etkiye sahip oldugu ileri stiriilmiistiir [12]. Aycicegi bitkisinde

yapilan bir ¢alismada artan kadmiyum konsantrasyonuna bagli olarak yapraklarda rediikte



glutatyon miktarmin arttig1 rapor edilmistir [51]. Bu durum salisilik asidin bu siirecte
glutatyon sentezine giden alternatif bir yolda c¢alistigini diistindiirmektedir [52, 53]

Uzun stire Cd stresine maruz kalan geng arpa (Hordeum vulgare L. ) bitkilerinde
fotosentetik pigmentlerin sekillenmesi engellenmis ve ¢oziilebilir proteinlerin igeriginde
azalma gozlenmistir [54, 55]. Bezelye (Pisum sativum) bitkisinde yapilan bir diger
calismada 50 uM Cd’ un yapraklardaki transpirasyon, fotosentez orani ve klorofil sentezini
azalttig1 rapor edilmistir [56].

Seker pancarinda (Beta vulgaris L.) nikel, kadmiyum ve molibden’in kuru agirlik
miktarina, nitrat icerigine, nitrat rediiktaz ve glutamin sentetazin aktivitesine, ¢oziilebilir
protein icerigine etkileri arastirilmis ve s6z konusu parametreler iizerinde en zararh etkiye
sahip agir metalin Cd oldugu sonucuna varilmistir [57].

Kadmiyumun yarattig1 stres kosullarinda azot metabolizmasinda is goren enzimler
olan nitrat rediiktaz ve nitrit rediiktazin aktiviteleri azalmaktadir [58]. Bu durum bitkilerin
nitrat asimilasyonunu azaltmaktadir. Domates ve fasulye bitkilerinde yapilan bir caliymada
0-50 mM CdCl, igeren besin c¢ozeltilerinin uygulanmasi sonucu kadmiyumun bitki

koklerindeki nitrat rediiktaz aktivitesini azalttig1 bildirilmistir [59].

1.3. Kadmiyumun Toksisitesi Uzerine Salisilik Asidin Etkileri le flgili Cahsmalar

Salisilik asit su eksikliginin yarattig1 zarara direnci artirmakta, kursun ve civa gibi
agir metallerin zararh etkilerini hafifletmektedir [60, 18]. Oksidatif stresin genis bir alanina
kars1 hafiflestirilmis bitki cevabinda SA’ nin rolii oldugu bildirilmektedir. Piring (Oryza
sativa L.) koklerinde SA uygulamasimin Cd’a kars1 kok enine biiyiimesi ve kuru agirliktaki
degisimi azalttig1, ayrica oksidatif stresi diizenledigi tespit edilmistir [12]. Cd stresi
altindaki arpa fidelerinde biiylime ve fotosentetik parametreler ile antioksidant enzimlerin
aktivitesi lizerinde disaridan uygulanan SA’ nmn pozitif etkisi saptanmustir. Distan
kadmiyum uygulamasinin kokte salisilik asit igeriginde artisa neden oldugu rapor
edilmistir [13].

Pal ve arkadaslar1 (2002), Cd stresi altindaki misir bitkilerine uygulanan salisilik asit
(0,5 mM) 6n uygulamasinin etkisini aragtirmiglar. Bu ¢alismada, SA ve kadmiyum (0,5
mM) uygulandiginda hasarin SA uygulanmamislara goére daha az oldugunu, ancak SA
uygulamasinin yiiksek kadmiyum konsantrasyonunda kok sisteminde zarara neden

oldugunu, oksidatif stresi destekledigi saptanmistir [10].



Ivanova ve arkadaslar1 (2008), musir bitkisi yapraklarinda kadmiyumun neden oldugu
degisikliklere kars1 salisilik asidin roliinii incelemislerdir. ilk olarak musir yapraklarmi iki
gruba ayirip SA ve saf su on uygulamasi yapmislardir. Daha sonra Cd uygulamasini {i¢
farkli doz kullanarak gereklestirmisler. Caligmada salisilik asit 6n uygulamali gruplarda
diisiik stres etkileri ve on uygulama yapilmamis kadmiyum gruplarin da yiiksek stres
etkileri gozlenmistir. Bu yiiksek stres etkileri; biyokimyasal ve fizyolojik degisikleri olarak
tespit edilmistir. Yag asitleri profilindeki degisiklikler 6n uygulama yapilmis gruplarda 6n
uygulama yapilmayanlar kiyasla 6nemsiz bulunmustur. Salisilik asit 6n uygulamasi
yapilmamis gruplarda trienoic yag asidinde kuvvetli diisiis ve doymus yag asitlerinde ise
artis meydana geldigi ve bu sekilde 18:0 » 18:3 oraninin bozuldugu bildirilmistir. Cd ile
muamele edilmis misir bitkilerinde SA’ nin membran lipidlerini koruyucu rol oynadig:
sonucuna varilmistir [61].

Krantev ve arkadaslar1 (2007) tarafindan misir bitkisinde kadmiyumun oksidatif stres
zararlarna ve fotonsentez iizerindeki olumsuz etkilerine karst SA ile 6n muamelinin
olumsuz etkileri azaltic1 rolii arastirilmistir. Kadmiyum bitkide kok ve siirglin kuru
agirhiginda, klorofil iceriginde ve biiylime parametrelerinde diisiise yol agmistir. Yine
kadmiyum oksidatif stres ile ilgili bir¢ok parametrelerde degisikli§e yol agmistir. Prolin,
hidrojen peroksit ve lipid peroksidasyon seviyelerinde artisa neden olmustur. SA ile 6n
muamele edilmis gruplarda biiylime parametreleri, kok ve siirgiin kuru agirligi ve klorofil
icerigindeki diisiis azalmistir. Yine oksidatif stres ile ilgili olan parametrelerdeki artista
azalmigtir. Bu veriler SA ile 6n muamele edilmis kadmiyum stresi altindaki bitkilerde
oksidatif stres zararna ve fotosentez iizerindeki etkilere karsi salisilik asidin hiicreleri
koruyucu bir rolii oldugu diistincesini dogurmaktadir [62].

Metwally ve arkadaslar1 (2003), arpa bitkisinde salisilik asidin kadmiyum
toksisitesini hafiflettigini gostermislerdir. Salisilik asit 0,5 mM kadmiyum ise 25 pM
olarak uygulanmistir. Salisilik asit uygulanmadan sadece kadmiyum uygulamasinda;
malondialdehit (MDA) icerigi, hidrojen peroksiti metabolize eden askorbat peroksidaz ve
katalaz gibi enzimlerin arttig1 gozlenmistir. Kok ve siirgiin uzunlugu, kuru ve yas agirlik,
yapraklarda klorofil igeriginde azalma goriilmiistiir. Ancak bu calisma salisilik asit
uygulamasinin ayni parametreler ilizerinde kadmiyumun bu zararh etkilerini hafiflettigini
gostermistir. Yapraklarda klorofil igerigi, bitkinin yas ve kuru agirligi, kok ve siirgiin

uzamasindaki azalma giderilmistir. Salisilik asidin kadmiyum toksisitesine kars1



antioksidan savunma sistemi {lizerinde ¢ok etkili olmasa da olusan pek cok kétii etkileri
hafiflettigi gézlenmistir [9].

Choudhury ve arkadaslar1 (2004), pirin¢ bitkisinin kdklerinde kadmiyumun neden
oldugu oksidatif stres olusumlarinin salisilik asit muamelesi ile azalmasini incelemislerdir.
Salisilik asit tarafindan kadmiyumun sebep oldugu oksidatif stresin sonucu olan
biyokimyasal ve fizyolojik degisiklikleri azalttig1 rapor edilmistir. 24 saatlik kadmiyum
uygulamasi koklerde asir1 derecede kadmiyum birikimine ve bitki kdklerinin kiitlesinde
azalmaya yol acmustir. 16 saatlik salisilik asit uygulamasi bitki kok kiitlesinin normale
yakin olmasmi saglamistir. Kadmiyum uygulamasi sonrasinda lipid peroksidasyonu,
hidrojen peroksit ve siiperoksit radikali artis1 goézlenmistir. Salisilik asit uygulamasi
kadmiyumun olusturdugu lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit ve siliperoksit radikali
artigin1 azalttigi tespit edilmistir. Yine salisilik asit uygulamasiyla antioksidan enzimlerin
artis1 gdzlenmistir. Elde edilen sonuglar salisilik asidin kadmiyumun piring koklerindeki
zararl etkisini azalttigini veya diizenledigini ortaya koymustur [12].

Guo ve arkadaslar1 (2008), piring bitkisinde, kadmiyumun antioksidan enzimlerin
calismas1 ve hiicre Oliimii {izerindeki etkilerine karsi salisilik asidin diizenleyici roliinii
arastirmislardir. Uygulamalar koklere yapilmistir. Kadmiyum uygulamasia maruz kalan
koklerde kadmiyum biriktigi gozlenmistir. Kadmiyum birikimi antioksidan enzimlerim
(stiperoksit dismutaz, peroksidaz ve katalaz) aktivitelerini dnemli 6l¢iide baskilamistir.
Boylece hidrojen peroksit parcalanmamasina, lipid peroksidasyonuna, hiicre dliimiine ve
biiylime inhibisyonuna neden olmustur. Salisilik asit 6n uygulamasi olan bitkilerde ise
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin konsantrasyonlarmi arttrmigtir. Ayrica
salisilik asit, hidrojen peroksit ve malondialdehit seviyelerinin azalmasi sebebiyle oksidatif
zarar1 hafifletmistir. Dolayisiyla salisilik asit 6n muamelesi kok ve siirgiinlerde
kadmiyumun neden oldugu biliylime inhibisyonunu azaltmistir. Salisilik asit ©on
uygulamasinin kadmiyumun toksik etkisine karsi glutatyon miktar1 kok ve siirgiinlerde
artmistir. Yine kadmiyum uygulanan fide koklerinde uygulanmayanlara kiyasla glutatyon
miktarmin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu arastirmanin diger bir sonucu ise salisilik
asitin kadmiyumun olusturdugu zarar1 hafifletmis ve dolayisiyla diizenlemis olmasidir
[63].

Tantrey ve arkadaslar1 (2010), nohut fidelerinde Cd ve civa (Hg)’ nin klorofil a, b,
total klorofil ve prolin {lizerindeki etkisini arastrmiglardir. 10 ve 25 uM Cd ve Hg ile
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muamele edilen fidelerde klorofil ve prolin icerigini etkiledigi belirtilmistir. Bu etki
klorofil icerigindeki azalma ve prolin i¢cerigindeki artis seklinde kaydedilmistir [64].

Hassan ve arkadaslar1 (2007) tarafindan kum Kkiiltiirtinde yetisen nohut (Cicer
arietinum) fidelerine 0, 50, 100, 150 uM Cd uygulamas1 yapilmistir. Bliylime evresinde
olan fidelere 5, 15 ve 25 giinliik iken yapilan Cd uygulamasi sonucunda; kok ve silirgiin
taze ve kuru kiitlesinin azaldigi, kok ve yaprak prolin igeriginin arttigi rapor edilmistir.
Kadmiyum uygulamasinin olusturdugu zarar 5 giinliik fidelerde belirgin olmakla beraber,
fidelerin daha sonra ki biiylime evrelerinde (15 ve 25 giinliik) artan kadmiyum dozuna
paralel sekilde daha da arttig1 tespit edilmistir [65].

Proteinler, aminoasitlerin ~ zincir halinde birbirlerine baglanmasindan olusan
biiyiik organik bilesiklerdir. Her proteinin kendisine has 6zelliklerinin olmasini saglayan
0zel aminoasit dizilimleri vardir. Proteinlerin islevlerinin ¢ogu, kendisini olusturan
aminoasitlerin 6zelliklerinin tayin edilmesiyle anlasilabilmektedir. Protein zincirinde bir
aminoasitin karboksil grubunun bir digerinin amino grubuna baglanmasiyla olusan
bag peptit bagiolarak adlandirilir. Her proteindeki aminoasit dizisinin sirasi
bir gen tarafindan tanimlanir ve genetik kod ile kodlanmistir. Proteinler belli islevleri
yerine getirmek i¢in beraberce de c¢aligabilirler ve bazilar1 bir araya gelip kararl
kompleksler olusturabilir. Polisakkaritler, niikleik asitler ve yaglar gibi biyolojik makro
molekiillere benzer sekilde, proteinler de canli organizmalarin temel bilesenlerindendir ve
hiicrelerin ~ i¢gindeki  her siirecte yer alirlar. Cogu protein, biyokimyasal
tepkimelerde katalizor islevi olan enzimlerdir ve metabolizma igin  yasamsal bir role
sahiptir.

Prolin, proteinleri olusturan 20 aminoasitten biridir.  Diger tiim aminoasitler
birincil amino grubu tasimalarina ragmen, prolin yan zincirindeki ti¢ karbon atomu bir
halka olusturarak tekrar peptid bagindaki nitrojen atomuna baglandigi i¢in, birincil amino
grubundan yoksundur (-NH,). Prolindeki nitrojen (azot) aslinda ikincil amino olarak
nitelendirilebilir. ~ Prolin  bazen  aminoasit olarak da  adlandirilmaktadir.
Aslinda, IUPAC adlandirma sistemine gore amino gruplar1 karbon-nitrojen arasinda ¢ifte
bag bulunmasi gerekir. Biyolojik terminolojide, aminoasit kategorisi genellikle prolin de
icermektedir. Non-esansiyel ve glukojenik aminoasittir. Sentezi ve yikimi alfa ketoglutarat
iizerinden olur. Prolin dehidrogenaz ile prolin 5-karboksilat sentezlenir. Prolin 5-
karboksilattan glutamat semialdehit dehidrogenaz ile glutamat olusur ve bunu glutamatin

transaminasyonu ile alfa ketoglutarat olusumu izler.
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Tuz stresinde prolin birikiminin kesin rolii tam olarak tespit edilememesine karsin,
genel olarak prolinin tuza dayanikliligin bir gostergesi olarak calistigi kabul edilmektedir
[66, 67] . Stres kosullarinda biiyiime gelisme gdsteren bitkilerde prolin birikimi tiire 6zgii
nitelik tasimakta, ayrica ayni tiirlin variyeteleri arasinda bile farkliliklar gostermektedir
[68, 69].

Malondialdehit (MDA) membran lipid peroksidasyonunun 6nemli bir iirlintidiir. Her
hangi bir stres faktoriiniin hiicre membranlar1 {izerinde lipid peroksidasyonuna ne 6lgiide
yol actigini bu iiriiniin miktarina bakarak tayin etmek miimkiindiir [12].

Glutatyon (GSH); hiicrelerde suda ¢6ziinebilir formlarda bulunan diisiik molekiil
agirlikli antioksidan bir molekiildiir [70]. Glutatyon genellikle tiim hiicrelerde milimolar
(mM) diizeylerde bulunur [71]. Hiicre i¢i GSH derisimi hiicre tipine bagli olarak 0.5-10
mM arasinda degismektedir. GSH’m hiicre i¢i lokalizasyonu incelendiginde, sitoplazma ve
mitokondriye ait havuzlarm, GSH igeriklerinin birbirinden farkli oldugu ve sitosolik
havuzun hiicresel savunma fonksiyonu ile karakterize edilirken, mitokondriyal havuzun
mitokondrinin fonksiyonlarinin korunabilmesi a¢isindan gerekli oldugu diisiiniilmektedir
[72].

Bu calisma, nohut (Cicer arietinum L.) fidelerine salisilik asit uygulamasinin, Cd
kaynakli oksidatif stresin yarattig1 fizyolojik ve biyokimyasal degisimler {izerine etkilerini

arastirarak, bu alandaki ¢aligmalara katki saglamay1 amaglamaktadir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Bitki Materyali:

Caligmamizda bitkisel materyal olarak dikotil bir bitki olan nohut (Cicer arietinum
L.cv. ispanyol) tohumlarindan gelistirilen fideler kullanildi. Nohut baklagiller ( Fabaceae )
familyasmin Faboideae alt familyasina ait Cicer cinsinden bir baklagil tiiridiir. Nohut
Asya kokenli olup kolay yetistirilen bir bitkidir. Tohumla ¢ogalan, tek yillik bir bitki olup,
fide boyu 50 santimetreyi asmayan bir bitkidir. Tiirkiye’de yetistigi yerler Bati, Orta ve
Glineydogu Anadolu’dur. Nohut yemeklik baklagillerden olup, derin bir kazik koke
sahiptir. Nohut kurakliga dayaniklidir. Toprak istegi az olan bir bitkidir. Kumlu kiregli
topraklarda iyi yetisir. Kumlu tinli topraklar, nohut i¢cin idealdir. Nohut tohumlarinin
optimum ¢imlenmesi i¢in ortalama 15° C sicakliga ihtiya¢ vardir. Nohut havada serbest
azotu tespit etmesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir. Tohumlar1 proteince ¢ok zengin olup
(% 18-31) ayn1 zamanda bir sanayi ham maddesidir. Nohut ihtiva ettigi protein, mineral
maddeler ve vitaminler yoniinden ¢ok zengin bulunmasi dolayisiyla, asirlardir insanlarin

beslenmesinde biiyiik roller oynamistir.

Sekil.3 Cimlendirilmis nohut tohumlari



Bu amacla tamamen homojen olan (uniform) tohumlar se¢ildi ve 5 saat siireyle
karanlikta 23-25 °C’de musluk suyunda islatildi. Bu siirenin sonunda tohumlar hava
alabilecekleri kapakli ¢imlendirme kutularina dizilerek 3 giin siireyle 23-25 °C’ de etiivde
cimlenmeye birakildi. Daha sonra radikula uzunluklar1 esit biiyiikliikte olan ¢imlenmis
tohumlar secilerek onceden hazirlanan belirli oranlarda kum ve toprak karisimiyla
doldurulmus plastik saksilara ekildi. Burada fideler uzun giin periyodunda (16/8) normal
gilin 1518mda 15 giinliik oluncaya kadar belirli araliklarla ve esit miktarda sulandi. 15
giinliik fidelerden, tamamen homojen biiyliyen fideler secilerek deney materyali olarak

kullanildz.

Sekil 4. Uygulama i¢in hazir 15 giinliik fideler

2.2. Bitki Materyaline Yapilan Uygulamalar:

15 giinliik nohut fideleri ayni sayida fideden olusan 8 gruba ayrildi. Bu gruplarin
yarist saf su, diger yarisi ise saf suda hazirlanmis % 99’luk salisilik asitin (0.5 mM) sulu
cozeltisiyle dolu kavanozlara alind1 ve burada 1 giin siireyle uygulamaya tabi tutuldu. Bu
siirenin sonunda biitiin fidelerin kokleri yikanarak kontroller sakli tutulmak kosuluyla (saf
su ve SA grubuna ait fideler besin ¢ozeltisine alindi) diger tiger gruba CdCL‘ den besin
soliisyonu ile hazirlanan farkli kadmiyum konsantrasyonlar1 (25, 50 ve 100 uM) yine
kokler yoluyla 1 giin siireyle uygulandi. SA uygulamasindan sonra fideler bir giin
dinlendirildi. Daha sonra farkli uygulamalar gérmiis gruplara ait fidelerde cesitli biiyiime

parametreleri tespit edildi, pigment miktarma bakildi, prolin, protein, MDA ve rediikte
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glutatyon analizleri yapildi. Besin ¢ozeltisi; Ca(NO;),.4H,0 708,45; MgSO4.7H,0 492,94;
KH,PO4 136,09; K»>SO4 348,50; (NH4)2SO4 396,39; CaCl,.2H,0 441,09; H3;BO; 2,868;
MnSO4.H,O 1,545; EDTA-Fe 33,0345; ZnSO4.7H,O 0,220; CuSO4.5H,O 0,080;
Na,Mo004.2H,0 0,0299.

Sekil 5. Etiketlemeden sonra uygulama yapilmis fideler

2.3. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler:

Salisilik asit, kadmiyum kloriir, aseton, siilfosalisilik asit, ninhidrin, etil alkol,
glasiyel asetik asit, toluen, sodyum fosfat tamponu, trikloroasetik asit(TCA), 2-
thiobarbutirik asit (TBA), sodyum hidroksit, bitiret reaktifi, folin reaktifi, hidroklorik asit,
BHT, biitanol, TEP, prolin, GSH ve protein standardi (kullanilan bu kimyasallar Merck,

Sigma ve Fluka firmalarindan temin edildi).
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2.4. Kullanilan Aletler ve Cihazlar:

Homojenizator, etiiv, doner buharlastirici (rotavapor), UV spektrofotometre, vorteks,

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

2.5. Biiyiime Parametrelerinin Alinmasa:

Bu amagla biitiin gruplarda baslangicta cok homojen fideler kullanildigindan sadece
nihai boy odlgiimleri esas alindi. Uygulama sonrasi fidelerin son agirliklar: tespit edildi.
Uygun paketlemeler ve isaretlemeler yapilarak 105 °C’ lik etiivde 3-6 saat araliklarla
sabitlesmis kuru agirliklar1 tespit edildi. Boylelikle taze agirliktaki kuru madde miktar:

belirlendi.

2.6. Klorofil (a+b) ve Karotenoid iceriginin Belirlenmesi:

Uygulama yapilan biitiin gruplardan ayr1 ayr1 1 g taze yaprak dokusu materyal olarak
kullanildi. Biitiin bu islemler her bir grup icin ayr1 ayr1 yapildi. Steril bir havanda kiiciik
parcalara ayrilan yaprak dokusu 40 ml % 80’ lik aseton ile 3-4 dk ezildi ve yesil renkli bir
ekstrakt elde edildi. Daha sonra bu ekstrakt buhner hunisi ile vakumlanarak siiziildii. Geri
kalan tortu 30 ml % 80’lik aseton ile tekrar ezildi. Bu islem tortunun rengi tamamen
beyazlasincaya kadar siirdiiriildii ve buhner hunisi ile siiziilerek siiziintiiler birlestirildi.
Geriye kalan renksiz tortu % 80’lik asetonla yikanarak toplam siiziintiiniin son hacmi 100
ml’ ye tamamlandi. Daha sonra spektrofotometrede ekstraktlarin 440, 645 ve 663 nm dalga
boylarinda ayr1 ayr1 absorbanslar1 kore karsi okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden

mg.g" taze agirlik cinsinden pigment tayinine gidildi (Witham ve arkadaslar1 1971) [73].

2.7. Kimyasal Analizler:

2.7.1. Protein Analizi:

Nohut fidelerinde protein ekstraksiyonu Larson-Beevers (1965) [74] metoduna gore

yapildi. Bu amagla biitiin gruplar icin ayr1 ayr1 esit sayida fide kullanildi. Fidelerin
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koklerinde bulunan nodiiller ayiklandiktan sonra toplam agirliklar: tespit edildi ve steril bir
makasla pargalara boliinerek blendira konuldu. Bundan sonra {izerine 100 ml 50 mM
sodyum fosfat tamponu eklenerek 4 dakika siireyle homojenize edildi. Bu siirenin
bitiminde olusan ekstrakt buhner hunisi ile siiziildii. Daha sonra blendir 40 ml tamponla
yikanarak tekrar 30 saniye silireyle homojenize edildi ve siiziildii. Siiziintiler toplami
250’lik bir meziire aktarildi ve saf su ile hacmi 150 ml ye tamamlandi. Bundan sonra 15
ml’lik santrifiij tiipiine almarak icine bu siiziintiiden 10 ml konuldu ve 10 dakika siireyle
buz banyosunda tutuldu. Sonra tiiplin iizerine % 20’lik TCA’ dan 3.3 ml ilave edildi ve
tekrar 10 dakika siireyle buz banyosunda bekletildi. Bu siirenin bitiminde buz banyosundan
cikarilan tiipler 2000 gravitede 10 dakika silireyle santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
siipernatant kismi atildi. Pelet kismina ise 2 ml % 1°lik TCA ilave edildi. Ayni siire ve
gravitede santrifiij islemi tekrarlanarak siipernatant kismi atildi. Bundan sonra pelete 5 ml
0.1 N sodyum hidroksit ilave edildi ve 10 dakika vortekslendi.

Daha sonra bu karigimdan bir deney tiiptine 0.2 ml alind1 ve Lowry (1951) metoduna
gore uygulamalar yapildi ve spektrofotometrede 725 nm’de kore karsi absorbanslari
okundu [75]. Spektrofotometrede okunan absorbans degerleri protein standart egrisinde
yerine konularak buna karsilik gelen protein konsantrasyonu mg.g" taze agirlik cinsinden

tespit edildi.

2.7.2. Prolin Analizi:

Uygulama yapilan biitiin gruplardan ayr1 ayr1 0.5 g taze yaprak dokusu materyal
olarak kullanmildi. Yapraklardaki serbest prolin miktar1 asit Ninhidrin yontemine gore
spektrofotometrik olarak analiz edildi (Bates, 1973) [76].

Analizde, 0.5 g yaprak materyali kullanildi. Yaprak dokusu 10 ml %3’lik sulu
siilfosalisilik asit icinde homojenize edilip whatman no:2 filtre kagidindan siiziildii (%
3’liik siilfosalisilik asit; 3 g siilfosalisilik asit + 100 ml safsu ile hazirlandi). Siiziintiiniin 2
ml’si 2 ml ninhidrin (0.2 g ninhidrin + % 96°lik 20 ml etil alkolde ¢oziiliir ve saf suyla 200
ml’ye tamamlanir) ve 2 ml glasiyel asetik asit(soguk) ile beraber bir test tiipli iginde 100
°C’de (su banyosunda) Isaat reaksiyona sokuldu ve reaksiyon buz banyosunda
tamamlandi. Daha sonra bu karigima 4 ml toluen ilave edildi ve 15-20 saniye vortekslendi.
Kromofor igeren toluen fazi aspire edilerek oda sicakhiina gelmesi beklendi.

Spektrofotometrede 520 nm’de absorbanslar1 okundu. Spektrofotometrede okunan

17



absorbans degerleri prolin standart egrisinde yerine konularak buna karsilik gelen prolin

konsantrasyonu umol.g” taze agirlik cinsinden tespit edildi.

2.7.3 MDA Analizi:

Uygulama yapilan biitiin gruplardan ayr1 ayr1 1 g yaprak dokusu alindi ve iizerine 10
ml % 0.1’lik TCA ilave edilerek steril bir havanda pargalandi. Elde edilen homojenat
3 santrifiij tiipline esit sekilde paylastirildi ve 6000 gravitede 15 dakika santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra iist fazlar ayr1 ayri ii¢ tiipe alind1 ve tiiplere 4’er ml % 0.5’lik TBARS
ilave edildi ve vortekslendi. Daha sonra her bir tiipe 0.4 *er ml BHT ilave edildi. 95 °C‘de
30-45 dakika 1sitild1 ve buz banyosunda aniden sogutuldu (oda sicakliginda 10-15 dakika
bekletilir). Her bir tiipe 3’er ml biitanol ilave edilip, vortekslendi ve santriflij edilerek
siipernatant kism1 otomatik pipetle dikkatli bir sekilde bir tiipe toplandi
Spektrofotometrede 532 nm’de kore karsi absorbanslart okundu. Spektrofotometrede
okunan absorbans degerleri TBARS standart egrisinde yerine konularak buna karsilik
gelen malondialdehit konsantrasyonu nmol.g” taze agirlik cinsinden tespit edildi (Heath,

1968) [77].

2.7.4. Glutatyon Analizi:

Uygulama yapilan biitiin gruplardan ayr1 ayr1 1 g taze yaprak dokusu materyal olarak
kullanildi. 1 g yaprak dokusu tartild1 ve bir erlen igine konuldu. Uzerine 30 ml % 5°lik
TCA eklenerek homojenize edildi. elde edilen homojenat 6000 gravitede 4 °C’ de 15
dakika siireyle santrifiij edildi. Siipernatantin pH’ s1 7.5 e ayarlandi ve 412 nm’ de
absorbans1 okundu. Absorsbans sonuglart GSH i¢in hazirlanan standart egride yerine

konularak, pg.g™ taze agirlik olarak yorumlandi (Ellman, 1959; Griffith 1980) [78, 79].

Istatistik Analizler:
Calismamizdaki biitiin parametreler 3 tekrarli olarak yapildi. Verilerin dogruluk
degerler1 SPSS - 15 paket programi kullanilarak ortalama ve One -way ANOVA ile test

edildi.
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2.8. Standartlarin Hazirlanmasi:

2.8.1. Protein Standarda:

Protein standardinin hazirlanmasinda protein stok soliisyonu kullanildi. Stok

proteinden 0.25, 0.50, 0.75 ve 1 mg.ml™’lik sulu konsantrasyonlar hazirlanarak kullanildi.

2.8.2. Prolin Standardi:

Prolin standardinin hazirlanmasinda saf prolin’den 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3 pg.ml’l’lik

konsantrasyonlarda sulu ¢ozeltiler kullanildi.

2.8.3. MDA Standarda:

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

gore hesaplandi.

2.8.4. Glutatyon Standardi:

Bitkisel dokulardaki GSH miktar1 tayini saf GSH standardindan hazirlanan
kalibrasyon egrisine gére hesaplandi. Bunun i¢in biri kor olmak {izere 6 tiip hazirlandi.
Hazirlanan GSH standardi (0.0054 ¢ GSH 10 ml saf su) 20, 40, 60, 80 ve 100 pg. ml™’lik
olacak sekilinde seyreltildi.
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2.9. Kalibrasyon Egrileri

2.9.1. Protein Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 6. Protein kalibrasyon egrisi
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2.9.2. Prolin Kalibrasyon Egrisi
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Sekil 7. Prolin kalibrasyon egrisi
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2.9.3. MDA Kalibrasyon Egrisi

Konsantrasyon

Sekil 8. MDA kalibrasyon egrisi
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2.9.4. Glutatyon Kalibrasyon Egrisi
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Konsantrasyon

Sekil 9. Glutatyon kalibrasyon egrisi
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3. BULGULAR

Bu arastirmada farkli kadmiyum konsantrasyonlarmimn (25, 50 ve 100 puM) nohut
fidelerine uygulanmasmdan Once salisilik asit 6n uygulamasinin kadmiyuma verilen
fizyolojik ve biyokimyasal cevaplar lizerindeki etkileri arastirilmistir. Caligmada, salisilik
asit on uygulamasi 0.5 mM konsantrasyonunda ve 24 saat olacak sekilde tasarlanmistir.
Salisilik asit uygulamasindan sonra fideler bir giin siireyle dinlendirilmis ve daha sonra
farkli kadmiyum konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 gruplara uygulanmistir. Uygulamalarmn tiimii
kokler araciligryla hidrofonik yontem ile yapilmustir. 24 saatlik agir metal uygulamasindan
sonra fideler, biliylime parametreleri (fide boyu, fide taze agirhigi ve kuru agirhigi)
bakimimdan incelenmis, yapraklar pigment, prolin, malondialdehit ve rediikte glutatyon

(GSH) miktarlar1, fideler ise protein miktari bakimindan analiz edilmistir.

3.1. Biiyiime Parametrelerindeki Degisiklikler

Biiyiime parametreleri bakimindan kontrol ile SA ve 25 uM Cd gruplarmna ait fideler
arasinda fide boyu uzamasi iizerinde istatistiki agidan anlamli bir fark gézlenmemistir (P >
0.05). Ancak SA - 50 uM Cd, SA - 25 uM Cd, SA - 100 uM Cd, 50 uM Cd ve 100 uM Cd
gruplarma ait fideler kontrol grubuna gore fide boy uzamasinda sirasiyla % 5.60, % 6.80 ,
% 7.59, % 8.41 ve % 9.20 oranlarinda gecikmeye yol agmistir. Ayrica biitiin gruplarin ilk
tespit edilen boylar1 ile son tespit edilen boylar1 arasindaki % degisim artma ve azalma
seklinde Tablo-1" de parantez i¢inde verilmistir. Fakat salisilik asit 6n uygulamasi yapilan
ve yapilmayan kadmiyum gruplarina ait fideler arasinda fide boy uzamasi bakimindan
tespit edilen farklar istatistiki agidan anlamli bulunamamaistir ( P > 0.05).

Benzer sekilde fide taze agirligi bakimindan kontrol ile SA, 25 uM Cd ve SA- 50 uM
Cd gruplarina ait fidelerin taze agirliklar1 bakimindan istatistiki acidan anlamli bir fark
bulunamamaistir (P > 0.05). Ancak SA -25 uM Cd, SA -100 uM Cd, 50 uM Cd ve 100 uM
Cd gruplarina ait fidelerin taze agirlik artis1 kontrol grubu fidelerine kiyasla sirasiyla %
14.08, % 15.27, % 15.57 ve % 19.17 oranlarinda geride kalmis oldugu tespit edilmistir

(P < 0.05). Fakat salisilik asit 6n uygulamasi yapilan ve yapilmayan kadmiyum gruplarina



ait fideler arasinda taze agirlik bakimindan tespit edilen farklar anlamli bulunamamistir (P

>0.05).

KONTROL (SAF SU)

Sekil 10. Bir kontrol fidesinin genel goriiniimii

Kuru agirlik miktarlarina bakildiginda, sadece SA - 100 uM Cd ve 100 uM Cd
gruplarina ait fidelerde kontrol grubuna kiyasla % 21.37 ve % 16.24 oranlarinda anlamli
bir azalisa yol agmustir. Diger ilgili gruplardaki fidelerin kuru agirlik azalislar1 anlaml

bulunamamuistir (P > 0.05).
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Tablo 1. Nohut (Cicer arietinum L.) fidelerinde SA 6n uygulamasinin, biiyiime parametreleri lizerinde
kadmiyumun toksisitesine etkileri

Fide boyu (cm) Taze agirlik (g) Kuru agirlik (g)
Kadmiyum
(uM) SA SA SA SA SA SA
(0 mM) (0.5 mM) (0 mM) (0.5 mM) (0 mM) (0.5 mM)
41.66+0.76 | 40.58+0.50 3.34+0.23 | 3.17+0.06 | 1.17£0.07 | 1.15+0.05
saf su (% 8.20+) | (%4.96+)
75 40.50+1.00 | 38.83+0.57 3.02+0.06 | 2.87+0.19a | 1.1940.07 1.04+0.12
(% 1.68+) | (% 0.43 +)o*
50 38.16+0.76 | 39.33£1.25 2.8240.112 | 2.99+0.102 | 1.12+0.06 | 1.09+0.07
(%2.62 -)@ | (% 0.83 -)&
100 37.83+0.76 | 38.50+0.50 2.70+£0.172 | 2.83+0.202 | 0.98+0.062 | 0.92+0.10=
(% 4.41 -2 | (% 1.71 -)=

+SE (n: 10)

tKontrole kiyasla, *{lgili gruba kiyasla; p<0.05 olasilik seviyelerinde dnemli. Verilerin ortalamasi

Uygulamalardan sonra, gruplara ait fideler arasinda makroskobik gozlemlerimize

baktigimizda gerek salisilik asit on uygulamali gerekse On uygulamasiz gruplarda

kadmiyum konsantrasyonu artisina paralel olarak biiylime inhibisyonu belirgin bir sekilde

gozlendi. Bu gozlemlerimiz 6zellikle adventif koklenmenin geride kaldigi, primer kok

uglarinda renk degisimi ve doku yumusamasi oldugunu bize gosterdi. Govde ve yapraklara

bakildiginda cilizlasma ve biizlismeler meydana geldigi tespit edildi. Salisilik asit 6n

uygulamal1 gruplar ile 6n uygulamasiz gruplar arasindaki kiyaslamada ise 25 uM Cd i¢in

cok belirgin bir fark gozlenmezken, 100 uM Cd’a kiyasla 50 uM Cd i¢in salisilik asidin

bitkiyi tolere etme konusunda daha basarili oldugunu gézlemlendi.
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SALISILIK ASIT

Sekil 11. SA uygulanmis bir fidenin genel goriiniimi

Tablo 2. Nohut (Cicer arietinum L.) fidelerinde SA 6n uygulamasinin, fotosentetik pigment ve protein
miktarlar iizerinde kadmiyumun toksisitesine etkileri

Klorofil a+b Karotenoid Protein
Kadmiyum mg.g' TA mg.g'TA mg.g' TA
(M)
SA SA SA SA SA SA
(0 mM) (0.5 mM) (0 mM) 0.5mM) | (OmM) | (0.5mM)
saf su 2.877+0.11 | 2.693+0.14 | 0.362 £0.01 | 0.394+0.02 | 1.84+£0.24 | 1.75+£0.34
25 2.5204+0.13 | 2.443+0.182 | 0.341+0.03 | 0.335+£0.05 | 1.59+0.31 1.584+0.27
50 2.2364+0.06x | 2.366+0.072 | 0.350+0.01 | 0.375+£0.01 | 1.30£0.272 | 1.33£0.18«
100 2.053£0.07x | 2.183+0.162 | 0.278+0.05% | 0.295+0.02 | 1.23£0.22a | 1.29+0.15a

oK ontrole kiyasla, *ilgili gruba kiyasla; p<0.05 olasilik seviyelerinde dnemli. Verilerin ortalamasi

+SE (n: 3)
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3.2. Klorofil (a+b) ve Karotenoid Miktari

Yapilan uygulamalarin yaprakta klorofil (a+b) miktari lizerine etkileri incelendiginde,
kontrol grubu fidelerine kiyasla salisilik asit grubu arasinda fark tespit edilememistir.
Ancak gerek salisilik asit 6n uygulamasi yapilan gerekse yapilmayan gruplarda kadmiyum
konsantrasyonunun artigina paralel olarak klorofil (a+b) miktarinin 6nemli 6lgiide azalmis
oldugu gozlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla 25 uM Cd, SA - 25 uM Cd, SA - 50 uM Cd,
50 uM Cd, SA - 100 uM Cd ve 100 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 12.41, % 15.09, %
17.98, % 22.29, % 24.13 ve % 28.65 oranlarinda azalma tespit edilmistir (P < 0.05). Fakat
bu parametre i¢in ilgili gruplar kendi icinde anlamli bir farklilik gostermemistir (P > 0.05).

Tablo 2 de gorildiigii izere uygulama yapilan gruplarin sadece SA - 100 uM Cd ve
100 uM Cd uygulamalar1 diginda diger biitiin gruplarda kontrol fidelerinin yapraklaria
kiyasla karotenoid miktar1 farksiz bulunmustur (P > 0.05). Kontrol grubuna kiyasla SA -
100 uM Cd ve 100 uM Cd uygulanan gruplarda sirasiyla % 18.51 ve % 23.21 oranlarinda
karotenoidler yikima ugramistir (P < 0.05). Yine benzer sekilde salisilik asit 6n uygulamas1
yapilan ve yapilmayan ilgili gruplar arasinda anlamli bir farkhilik tespit edilememistir

(P >0.05). Fakat bu parametredeki degisimler ¢ok hareketli bulunmustur.

3.3. Protein Miktarn

Uygulamalar sonrasinda kontrol grubu fidelerine kiyasla SA - 25 uM Cd, 25 uM Cd
ve SA grubu fidelerde protein miktar1 bakimindan tespit edilen farklar anlamli
bulunamamaistir (P > 0.05). Ancak SA -50 uM Cd, 50 uM Cd, SA -100 uM Cd ve 100 uM
Cd gruplarma ait fidelerde kontrol grubu fidelerine kiyasla sirasiyla % 27.72, % 29.35, %
29.90 ve % 33.16 oranlarinda 6nemli 6l¢iide azalmalar tespit edilmistir (P < 0.05). Fakat
bu parametreler i¢in salisilik asit 6n uygulamasi yapilan ve yapilmayan kadmiyum
gruplarma ait fideler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan anlamli bulunamamistir (P >

0.05).
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Tablo 3. Nohut (Cicer arietinum L.) fidelerinde SA 6n uygulamasinin, MDA, glutatyon ve prolin miktarlar1
iizerinde kadmiyumun toksisitesine etkileri

Prolin Glutatyon MDA
Kadmiyum umol.g'TA ng.g ' TA nmol.g ' TA
(M)
SA SA SA SA SA SA
OmM) | (0.5mM) (0 mM) (0.5 mM) (0 mM) (0.5 mM)
saf su 2.57£0.14 | 2.67+0.12 20.16£2.84 | 26.05+£2.76 | 51.97+£8.77 | 53.85+8.62
25 2.83+0.17 2.53+0.13 26.55+4.83 | 33.10+4.92 | 68.17£7.37 | 61.91+£5.07
50 4.02+0.220 | 3.1940.41%* | 28.27+4.450 | 38.4445.250% | 77.70+£7.430 | 58.40+7.63*
100 3.99+£0.12a | 3.40+£0.40 | 31.4945.48c | 34.16+4.00a | 81.65+8.121 | 74.61+8.07c

oK ontrole kiyasla, *ilgili gruba kiyasla; p<0.05 olasilik seviyelerinde dnemli. Verilerin ortalamasi

+SE (n: 3)

Sekil 12. Kadmiyum uygulanmis bir fidenin genel gériiniimii

29




3.4. Prolin Miktari

Yapraklarda prolin miktar1 kontrol grubuna kiyasla SA - 50 uM Cd, SA - 100 uM Cd,
50 uM Cd ve 100 uM Cd gruplarinda sirasiyla % 24.12, % 32.29, % 56.42 ve % 55.25
oranlarinda tespit edilmistir. Ayrica salisilik asit 6n uygulamasi yapilmayan 50 ve 100 uM
Cd gruplarina ait fidelerin yapraklarma kiyasla, salisilik asit 6n uygulamasi yapilan
gruplarda sirasiyla % 20.65 ve % 14.79 oranlarinda azalma meydana geldigi tespit
edilmistir (P < 0.05).

Diger gruplarin fidelerinden alinan yapraklardaki prolin miktar1 farkliliklar1 kontrol

grubuna kiyasla ve birbirlerine kiyasla anlamli bulunamamistir (P > 0.05).

3.5. Malondialdehit Miktar

Yapilan uygulamalar sonrasinda, fidelerin yapraklarindaki MDA miktarinda kontrol
grubu fidelerine kiyasla 25 uyM Cd, SA - 100 uM Cd, 50 uM Cd ve 100 uM Cd
gruplarinda sirastyla % 31.17, % 43.56, % 49.50 ve % 57.10 oranlarinda artis tespit
edilmistir (P < 0.05). Ayrica salisilik asit 6n uygulamasi yapilmayan gruplara kiyasla
sadece 50 uM Cd uygulanan 6n uygulamali gruptaki fide yapraklarinda MDA miktar1 %
24.84 oraninda azaldig: tespit edilmistir (P < 0.05). Diger 6n uygulamasiz kadmiyum
uygulanan gruplarda MDA miktar1 daha fazla bulunmakla birlikte 6n uygulamali gruplarla

kiyaslandiginda istatistiki acidan anlamli bulunamamistir (P > 0.05).

3.6. Glutatyon Miktan

Yapilan uygulamalar sirasinda, fidelerin yapraklarindaki GSH miktarinda kontrol
grubu fidelerine kiyasla SA, SA - 25 uM Cd, 50 uM Cd, SA - 50 uM Cd, 100 uM Cd ve
SA - 100 uM Cd gruplarda sirasiyla % 29.21, % 64.18, % 40.22, % 90.67, % 56.20 ve %
69.44 oranlarinda arttig1 tespit edilmistir (P < 0.05). Salisilik asit 6n uygulamalilara kiyasla
on uygulamasiz gruplarda GSH miktar1 hep diisiik bulunmakla beraber, sadece 50 uM Cd
uygulamasi i¢in tespit edilen diisiis anlamli bulunmugstur (P < 0.05). 50 uM Cd uygulanan
salisilik asit 6n uygulamasiz gruba kiyasla salisilik asit 6n uygulamali olanda % 35.97

oraninda GSH artis1 tespit edilmistir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Nohut (Cicer arietinum L. cv) fideleri lizerinde yapilan bu c¢alismada, fidelere
onceden uygulanan salisilik asit konsantrasyonunun, daha sonra uygulanan kadmiyum
konsantrasyonlarina verilen cevaba etkileri incelenmistir. Genel olarak fidelere uygulanan
kadmiyum konsantrasyonlar1 arttik¢a, gerek salisilik asit 6n uygulamasi yapilan gerekse
yapilmayan gruplarda kontrole kiyasla fide boyu biiyiimesini, taze ve kuru agirlik
miktarlarim1 ¢ogu kez anlamli bir sekilde azaltmustir [9, 12, 13, 49, 50, 62, 63, 65]. Yine
fidelerde protein miktari, yapraklarda da pigment miktar1 ayni1 sekilde azalmistir. Benzer
sonuglar kadmiyum uygulanmis farkli bitkilerde de rapor edilmistir [9, 13, 49, 50, 54-57,
62, 64]. Fakat bu parametreler iizerinde salisilik asit 6n uygulamali gruplar ile 6n
uygulamasiz gruplar arasinda tespit edilen farkliliklar istatistiki agidan anlamli
bulunamamistir. Kadmiyum uygulamalarindan sonra daha uzun siire gozlem altina
almmadan, hemen analizlere gidilmis olmasi, 6zellikle biiyiime parametrelerinde gruplarda
tespit edilen olumsuz etkilerin yansimalarinin daha az belirgin olmasina yol agmustir.
Ancak makroskobik anlamda yapraklarda nekrozis, klorozis, biiziisme ve Ozellikle kok
dokusunda yikimlara bagli yumusamalar gozlenmistir. Salisilik asit 6n uygulamasinin
kadmiyumun yarattigi toksik etkiyi membranlarin gegirgenligini azaltmak veya
biitlinliigiinii korumak suretiyle gerceklestirdigi diisiiniilmektedir [12,13].

Ozellikle agir metal stresinde siklikla kontrol edilen bir parametre olan ve
yapraklarda sorgulanan prolin miktar1 konusunda kontrole kiyasla diger gruplarda anlamli
artiglar tespit edilmistir. Ancak bu parametre bakimimdan salisilik asit 6n uygulamali 50 ve
100 uM kadmiyum uygulanmis fidelerde, 6n uygulama yapilmayan s6z konusu gruplara
kiyasla anlamli 6l¢iide azalma tespit edilmistir [62,64]. Bu durum agir metal stresinin
sebep oldugu oksidatif stresin salisilik asit 6n uygulamali gruplarda daha az seviyede
yasandigimi1 diislindiirmektedir. Fakat bu konuda salisilik asit 6n uygulamali ve on
uygulamasiz 25 pM kadmiyum uygulamalar1 hem birbirine hem de kontrole kiyasla
anlamli bir fark sergileyememistir.

Yapraklarda, oksidatif stresin siddetini gosteren onemli bir parametre olan ve hiicre
membranindaki lipit peroksidasonunun hizini gésteren MDA konusunda calisilan gruplar
arasinda Onemli farkliliklar tespit edilmistir [12]. Salisilik asit 6n uygulamasi1 50 uM

kadmiyum uygulamasi i¢in, 100 uM kadmiyum uygulamasina karsin daha etkili olmustur.



Salisilik 6n uygulamasi her iki konsantrasyon i¢in de MDA miktarin1 asagi ¢ekmistir.
Ancak sadece 50 uM kadmiyum i¢in bu basarist istatistiki acidan anlamli bulunmustur.
Oyle ki bu konuda kontrol grubuna yakin degerler tespit edilmistir. Bu durum bizde secilen
salisilik asit konsantrasyonun ve 6n uygulama siiresinin 100 pM kadmiyum dozu igin
basarili olamadig1 diisiincesini yaratmustir [9, 63].

Bitkilerde glutatyon serbest radikallerle miicadele eden ve normal bir hiicrede de
belirli bir seviyede bulunan antioksidan koruyucu sisteme ait onemli bir non-enzimatik
temizleyici molekiildiir. Mevcut literatiirler bu molekiiliin oksidatif stres karsisinda tiire ve
secilen dokuya gore artma [51, 63] veya azalma [12] seklinde farkli sonuglar1 rapor
etmektedir. Nohut fidelerinin yapraklarinda salisilik asit 6n uygulamali ve 6n uygulamasiz
biitlin gruplarda kontrole kiyasla genel anlamda glutatyon degerleri yiiksek bulundu [51,
63]. Salisilik asit 6n uygulamali gruplarda 50 uM kadmiyum i¢in anlamli bir artis tespit
edildi. Benzer artis salisilik asidin glutatyon biyosentezi konusunda 6zel bir rol oynadigini
disiindiirmektedir [52]. Dolayisiyla glutatyon konusundaki farkliliklar enzimsel bir
dayanaga oturtulabilir. Yiksek kadmiyum konsantrasyonu i¢in GSH miktarmin artik
diisiise gectigi tespit edilmistir [12]. Bu sonuclar salisilik asit 6n uygulamali gruplarda
artan glutatyonun serbest radikallere kars1 savunmada bir iistiinliik sagladig1 ya da serbest
radikallerin salisilik asit 6n uygulamali gruplarda daha az f{iretildigi seklinde de
yorumlanabilir. Nitekim tek basmna salisilik asit uygulanan gruplarin fide yapraklarinda
glutatyon miktar1 kontrole kiyasla daha fazla bulunmustur.

Yapraklarda, pigment miktar1 bakimindan kontrole kiyasla salisilik asit ©on
uygulamali ve 6n uygulamasiz gruplarda genel olarak kadmiyum konsantrasyonu arttik¢a
klorofil a+b miktar1 diisik bulunmustur. Bu durum pigment yikimmin artmasidan
kaynaklaniyor olabilir [49, 50, 54-56, 64]. Ancak gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki
acidan anlamli bulunmamistir [13, 50, 54]. Karotenoidlerin miktar1 sadece 100 Cd ve SA -
100 Cd gruplart i¢in kontrole kiyasla diisiik bulunmustur [9, 64]. Kisacas1 pigment
miktarlarma bakildiginda kontrole kiyasla anlamli azalmalara ragmen, ilgili gruplar
arasinda anlamli bir farklilik bulunamamustir.

Elde edilen veriler 25 puM kadmiyum uygulamasmin olumsuz etkiyi yaratma
konusunda daha az basarili oldugunu, 100 uM kadmiyumun ise bazi parametreler i¢in
salisilik asit ile birlikte dahi 6nemli yikimlara yol agtigin1 géstermektedir. Genel anlamda
salisilik asit uygulamasi kadmiyuma bagli oksidatif stresin olumsuz etkilerini nohut

fidelerinde baz1 parametreler icin istatistiki agidan anlamli olarak azaltmistir. Sonug olarak
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elde edilen bulgular salisilik asit 6n uygulamasinin kadmiyumun yarattig1 oksidatif stresi
sinirh 6l¢iide de olsa diizenleyebildigini diisiindiirmektedir. Ancak bu ¢alismanin diger bir
ayagmi olusturan koklerde de ayni parametrelerin sorgulanmasinin ve diger antioksidan
enzimatik olan ve olmayan temizleyici unsurlarin da c¢alisilmasinin konunun tam

anlasilmasina katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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