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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI BITKi BUYUME DUZENLEYICILERININ CIMLENEN MISIR (Zea mays
L.)TOHUMLARINDA METIiLGLIOKSAL TOKSISITESININ
YATISTIRILMASI UZERINDEKI ETKILERI

fhsan YIGIT

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Botanik Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu c¢aligmada, ¢imlenen tohumlarda metilglioksal (MG) toksisitesinin yatistirtlmasinda
bitki biiylime diizenleyicilerinden nitrik oksit (NO), hidrojen stilfir (H2S) ve salisilik
asidin (SA) etkileri arastirlmistir. Bu amag¢ i¢in musir (Zeamays L., cv. Arifiye)
tohumlari, ¢imlenme Oncesi farkli seviyelerde NO donérii olarak SNP (500 ve 750 uM),
H>S donérii olarak NaHS (0,25 ve 0,50 mM) veya salisilik asit (0,1 ve 1 mM)
coOzeltilerinde On 1slatma tabi tutulduktan sonra, 1 ve 3 mM MG ortaminda
¢imlendirilmislerdir. Calismada, 6zellikle 3 mM MG’nin, ¢imlenen misir tohumlarinda
bliyime ve gelisme parametrelerini (¢imlenme oranmi ve fide uzunlugu) ve
antioksidatatif ~ sistemi (stiperoksiddismutaz, katalaz, guaikolperoksidaz,
askorbatperoksidaz ve glutatyonperoksidaz aktiviteleri; reaktif oksijen tiirleri ve
lipidperoksidasyonu igerigi) olumsuz etkileyerek strese neden oldugu belirlenmistir.
Buna karsilik tohumlara MG stresinden o6nce uygulanan SNP, SA ve H.S, MG
toksisitesi altindaki tohumlarda bu parametreler iyilestirebilmistir. EkzojenMG
uygulamasi, ¢imlenen misir tohumlarinda i¢sel MG’yi detoksifiye eden Glioksalaz | ve
Glioksalaz II  aktivitesini olumsuz etkilemis, ancak SNP, SA ve H2S
uygulamalarinindaha ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 bu enzimlerin aktivitelerini artirarak
MG toksisitesinin yatistirilmasina énemli katki yapmistir. MG uygulamalar1 ¢imlenen
tohumda i¢sel MG miktarin1 6nemli Olgiide artirmis, fakat ozellikle HoS+MG ve
SNP+MG uygulamalar1 igsel MG seviyesini diistirmiistiir. MG toksisitesi altinda
cimlenen misir tohumlarinda SNP, SA ve H2S uygulamalar1 biiyiime, fizyolojik ve
biyokimyasal parametrelerini iyilestirerek bitki toleransinin artirilmasima onemli katki
yaptig1 belirlenmistir. MG toksitesini yatistirmada bu sinyal bilesikler igerisinde SA
genelde daha etkili olmustur.

2019, 115 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Cimlenme, Glioksalaz, Metilglioksal, Misir, Reaktif
Oksijen Tiirleri



ABSTRACT

MS Thesis

EFFECTS OF SOME PLANT GROWTH REGULATORS ON MITIGATING
METHYLGLYOXAL TOXICITY IN GERMINATING MAIZE (Zea mays L.)
SEEDS

[hsanYIGIT

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Botany Science

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this study, from the plant growth regulators, the effects of nitric oxide (NO),
hydrogen sulfide (H.S) and salicylic acid (SA) on the mitigating of methylglyoxal (MG)
toxicity were aimed to investigate in germinating seeds.For this purpose, maize (Zea
mays L., cv. Arifiye) seeds were pre-soaked inthe solutions of SNP (500 and 750 uM)
as NO donor,NaHS (0.25 and 0.50 mM) as H2S donor, or SA (0.1 and 1 mM) before
germination. Then, the seeds were germinated in the medium containing 1 or 3 mM
MG. It was determined that especially 3 mM MG caused stress by negatively affecting
the growth and development parameters (germination rate and seedling length) and
antioxidative system (superoxide dismutase, catalase, guaiacol peroxidase, ascorbate
peroxidase and glutathione peroxidase activities), and by increasing reactive oxygen
species and lipid peroxidation contentsin the germinating maize seeds. But, SNP, SA
and H.S applied to the seeds before MG stress were able to improve these parameters
under the MG toxicity. Exogenous MG adversely affected Glyoxalase | and Glyoxalase
Il activities, which detoxifyendogenous MG in the germinating seeds, but the low
concentrations of SNP, SA, and H2S contributed significantly to the alleviation of MG
toxicity by increasing the activity of these enzymes. MG applications significantly
increased endogenous MG content in the germinated seeds, but especially H>S+MG and
SNP+MG decreased the MG level. It was determined that SNP, SA and H»S
applications contributed to increasing plant tolerance by improving growth,
physiological and biochemical parameters in germinating maize seeds under MG
toxicity. SA between these signal compounds was generally more effective in
alleviating MG toxicity.

2019, 115 pages

Keywords:Antioxidant, Germination, Glyoxalase, Methylglyoxal, Maize, Reactive
Oxygen Species
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1. GIRIS

Dogal ekosistemlerinde stressiz yasam siirdiiren bitkilerin varligin1 diistinmek pek olasi
degildir. Stres faktorleri, bitkilerin yasamlarinin herhangi bir doneminde ortaya ¢ikarak
onlar etkileyebilir, bitki tiirlerine gore farkli tepkilerin alinmasina yol agabilir, diger bir
ifadeyle farkl bitki tiirlerini farkli derecede etkileyebilir. Ornegin cogu bitkiler, siirekli
olarak kuraklik, sel, sicaklik (diisiik veya yiiksek), yliksek tuz, agir metaller, yiliksek
1sinlama, patojenik veya allelokimyasal ajanlarin neden oldugu olumsuz ¢evresel
kosullara maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle, dogal ekolojik nislerinde yasayan bitkiler,
genellikle fizyolojik optimimlerinden (en azindan yasam dongiistiniin bir boliimiinde)
nispeten daha uzakta yasarlar. Bir bitkinin belirli fizyolojik parametreleri (su veya besin
emilimi, fotosentez, solunum, biiyiime, gelisme, lireme veya digerleri) optimal kosullar
altinda ifade edilen azami oranin altina diistigli zaman, agikca onun stres altinda
oldugunu soyleyebiliriz. Dogada cok farkli biyotik ve abiyotik ¢evre etmenleri
bitkilerde strese neden olabilir (SalisburyandRoss 1992; Reigosaet al. 2006).Kuraklik,
agir metal toksisitesi, tuzluluk ve asir1 sicakliklar gibi abiyotik stresler, diinya ¢capinda
tirtin verimini %50'den fazla diisiiren kritik faktorlerdir (Wanget al. 2003). Giiniimiizde
iklimde goriilen kiiresel degisimler, ekilebilir arazilerin giderek bozulmasi, diinya
niifusunun sitirekli artis1 ve tatlt su kithg gibi streslerin kiiresel capta artmasi, stresli
ortamlarda biiyliyebilen ve verimliligi siirdiirebilen bitkileri gelistirmenin Gnemini

giderek daha da artirmaktadir (Ahuja et al. 2010; Dubey et al. 2018).

Gilniimiizde bitkilerde stres esnasinda degisen biyokimyasal yollarin genel karmagsik
iliskilerini bilmekle birlikte, bu karmasiklig1 anlamaktan hala ¢ok uzagiz. Bu nedenle,
biyotik ve abiyotik stresler esnasinda farkli biyokimyasal yollarin etkilesimine yonelik
biyokimyasal ve molekiiler cevaplarin anlasilmasi, stresli kosullar altinda bitki direng
mekanizmalarinin degerlendirilmesi igin olduk¢a énemlidir. Ornegin siirekli degisken
cevreye maruz kalan toleransh bitkiler, icsel homeostasiyi dengede tutabilmek icin
metabolik sistemlerini essiz bir sekilde diizenleyecek cevap mekanizmalar
bulundururlar. Boyle kosullar altindaki bitkiler, bazi 6nemli stres indikatdrleri sentezler.

Bu bilesiklerin igsel seviyeleri degerlendirilerek, bitkinin strese toleransi veya cevap



stratejileri hakkinda veriler elde etmek miimkiindiir. Ornegin, stres kosullarinda bitkide
metabolik yollarin bozulmasindan veya diizensizliginden dolayi, hiicrelerde yiiksek
diizeyde oksidatif hasara neden olan bazi toksik bilesiklerin seviyesinde biiyiik bir artis
olur. Bunlarin en baginda Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Reaktif Karbonil Bilesikleri
gelir (RCS) (Apel and Hirt 2004).

ROS veya serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektronsa sahip, yarilanma
omrii kisa, yiikksek seviyede kararsiz ve reaktif bilesiklerdir. ROS hiicrelerde
membranlipidleri, DNA, karbohidratlar ve proteinler gibi biyomolekiillere zarar vererek
hiicrede toksik etki gosterirler (Noctor and Foyer 1998; Apel and Hirt 2004; Banu et al.
2009; Guo et al. 2009). ROS’lar arasinda siiperoksid anyonu (O2-"),hidrojen peroksit
(H20,),singlet oksijen (*O2) ve hidroksil radikali ("OH) gibileri sayilabilir. Olumsuz
abiyotik kosullar, oksidatif stresin baglamasina ve dolayisiyla Oz, radikali, *OH radikali
ve H20; gibi ROS olusumuna ve bunlarin hiicre sistemlerinde temizlenmesine yol agan
hiicresel homeostaziyi bozmaktadir. Cok giiclii metabolik aktiviteye sahip olan veya
peroksizom, mitokondri ve kloroplast gibi yogun bir elektron akis hizi olan organeller
(Sekil 1.1), bitki hiicrelerinde ROS iiretiminin baslica kaynaklaridir (Mittleret al. 2004).
Ornegin kloroplastta fotosentez esnasinda giines 1s131indan foton enerjisi yakalanir ve iki
151k hasat (pigment sistemi) kompleksi olan fotosistem | (PSI) ve fotosistemll'ye (PSII)
aktarilir. Esasen PSI'in Fe-S merkezlerinden veya indirgenmis Ferredoksinden (Fd)
O2'ye (Mehler tepkimesi) elektron sizintisi ile olusan Oz~ radikali, SOD tarafindan
H20,'ye déniistiiriiliir (Gech ev et al. 2006).0zetle O, radikali, cogunlukla kloroplastta
PSI ve PSII’deki elektron tasima zincirlerinden elektronlarin molekiiler oksijene (O2)
transferiyle olusur (Sgherri et al. 1996). Bu reaktif enzimatik tepkimelerin bir sonucu
olarak da tiiretilir. Oldukga reaktif yani saldirgan olan O-radikali lipidler dahil diger
biyomolekiillerin ~ oksidasyonunu  tetikler. ~ Ornegin, bu radikalin  baslica
lipidperoksidasyonu, hiicresel membranlarin bozulmasi, diger reaktif toksik triinlerin
olugsmas1 ve DNA yapisinda tek zincir lizerinde kirilmaya neden oldugu rapor edilmistir
(Fridovich 1995; Asada 2006). Bu toksik radikal H2O: ile etkileserek daha toksik bir

bilesik olan "OH radikalinin {iretilmesini uyarir. Haber-Weiss tepkimesi olarak bilinen



bu olay, Fe™ ve Cu® gibi agir metal katalizorllerin varhginda olduk¢a hizli olur
(Halliwell and Gutteridge 1999; Desikan et al. 2005).

e £ \ 9
hy AAARASE PSIT Apoplast

S AR 0\

Fd SOD SOD
v AR AAAAAD (PST Rl
g
e
\VN w /01
cOy GA h >
5\ P Mitoc howdria NADPH
RuBP — RuBisCO \_ 35
Cellwall

b ’
YN/
¥ O, - N ‘= !
phosphoglycolate ' ‘ ‘

Sekil 1.1. Bir bitki hiicresinde ROS’un iiretildigi genel yerler (Mhamdi et al. 2010)

Diger taraftan asir1 151k kosullari altinda PSII, triplet durumundaki klorofilden enerji
transferi ile 'O iiretebilir (Asada 2006).202, molekiiler oksijenin yiiksek bir enerjili
formu olup eslesmis 2 elektronu ayni orbitalde ya da farkli orbitallerde birbirine zit
spinler formunda bulundurur. Diger radikallerdeki gibi eslesmemis elektronu
olmadigindan radikal olarak tanimlanmaz, ancak oksidatif kapasitesi bir hayli yiiksektir.
10, diger molekiillerle etkilesime girdiginde ya yiiksek enerjisini transfer eder ya da
molekiillerde kovelent tepkimeler olusturur. Spesifik olarak bilesiklerin yapisinda
karbonlar arasindaki ¢ift baglari, 'Oz ile tepkimeye giren kimyasal baglardir. Bu
nedenle,'O; birgok biyomolekiille tepkimeye girebildiginden, yiiksek seviyede toksiktir
ve organizmada biiylik hasarlara yol olan temel reaktif oksijen tiirlerinden sayilir
(Cadenas 1989; Durmus 2003). 'O2 ¢oklu doymamis (poliansature) yag asitleri ile de
tepkimeye girerek peroksit radikalinin olusumunu katalize eder ve neredeyse’OH kadar

etkin bir gekilde lipid peroksidasyonunu(LPO) baslatir (Minibaeva and Gordon 2009).



Stiperoksit radikaline gore daha az toksik olan H2O», oksijenin enzimatik olarak 2
elektron alip indirgenmesi veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu
ag1ga cikar. Ornegin peroksizomlarda, H2O2 esas olarak fotorespirasyon sirasinda ve
ayrica yag asitlerinin B-oksidasyonu sirasinda da iiretilir. Ozetle, karbon asimilasyonu
(Calvin ¢evrimi) esnasinda ribuloz-1,5-bifosfatin (RuBP) karboksilasyonunu katalize
eden ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksigenaz (RuBisCO) enzimi, ribuloz-1,5-
bifosfati oksitlemek ig¢in O2'yi de kullanabilir (fotorespirasyon). Kroloplastaki CO>
fiksasyonunu bozan abiyotik stres kosullar1 altinda, RuBisCO'nun bu oksigenaz
aktivitesi artar ve lretilen glikolat (glikolik asit), kloroplasttan peroksizomlara hareket
eder. Burada glikolat, glikolatoksidazin katalizorliigiinde O ile oksitlenerek glioksalat
olusturulur. Bu esnada H2O2 bir yan firiin olarak agiga ¢ikar (Takahashi and Murata
2008). Mitokondriyal elektron tasima zincirinde (ETS) ROS f{iretimi, esas olarak
kompleks I (NADH dehidrogenaz) ve Ubikinon (UQ) c¢evriminde meydana gelir
(Blokhina and Fagerstedt 2006). Peroksizomlarda ise H202 dogrudan O>'den SOD’a
bagli ksantinoksidaz gibi enzim sistemleri ile olusturulabilir (Mhamdi et al. 2010). Bitki
hiicrelerinde glikosizomlarda ise agil-CoAoksidaz, H20: iiretiminden sorumlu birincil
enzimdir. Plazma membranina baglt NADPH oksidazlarin yani sira hiicre duvar ile
baglantili peroksidazlar da H20, ve Oq-iireten apoplastik enzimlerin ana kaynagidir
(Mhamdi et al. 2010). H20> yapisinda eslesmemis elektron bulundurmadigindan radikal
olarak kabul edilmez. H2O2’nin oksidatif bir ajan olarak degerlendirilmesinin nedeni,
Fe™ ve Cu" gibi agir metal iyonlarin varh@nda ‘OH tetikleyicisi olarak
davranmasindandir. Bu reaktif oksijen bilesigi, 6zellikle HEM igeren proteinlerde Fe ile
etkileserek yliksek derecede reaktif Fe formlarini olusturur. Bu formdaki Fe, ¢ok giiclii
oksidatif yapiya sahip olup, hiicresel membranlarda LPO gibi oksidatif yani 6liimciil
radikal tepkimeleri baslatabilir (Minibaeva and Gordon 2003). Son derece reaktif olan
‘OH radikali, fotosentetik pigmentler, lipidler, protein ve DNA dahil olmak {izere
membranlar ve diger makromolekiillerin asir1 oksidatif hasarina neden olur (Foyer and
Noctor 2005)."OH radikali, yukarida ifade edilen ROS’lar igerisinde en reaktif ve en
zararli olamidir (Kehrer 2000; Gechev et al. 2006). Bu radikal birgok inorganik ve
organik biyomolekiil ile etkilesebilir. ilave olarak iyonize edici radyasyonun (x ve gama
1s1nlart gibi) su molekiillerini pargalamasi sonucu olustugu gibi H2O2’nin metaller ile

etkilesmesi ile eksik indirgenen OH iyonunun sonucunda da olusabilir. Biyolojik



sistemlerde en reaktif radikal olan "OH, rastladigi hemen her molekiille reaksiyona
girebilir. Bunun en 6nemli sebebi ‘'OH’in eslesmemis elektron tasiyan dis orbitaline bir
elektron alma istegindendir (Halliwell 1984; Nishiyama et al. 1998; Foyer and Noctor
2005).

Bitkiler, hiicrelerde asir1 iiretilen ve toksik seviyelere ulasan ROS seviyelerini kontrol
etmek i¢in, bir savunma mekanizmast olarak, antioksidan sistemi gibi giiclii
mekanizmalara sahiptirler. Bu antioksidanlar arasinda askorbat peroksidaz (APX),
stiperoksit ~ dismutaz  (SOD), mono dehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon peroksidaz (GPX), katalaz (CAT),
glutatyon rediiktaz (GR), glutatyonS-transferaz (GST) enzimatik olanlardir (Apel and

Hirt 2004; Hossain and Fujita 2011; Tiryaki et al. 2019; Atici and Geng 2019).

Hiicrelerde SOD (EC 1.15.1.1) enzimi, O2- radikalinin H2O> ve oksijene doniistimiinii
katalize eden biiyiik bir metaloproteindir (Minibaeva and Gordon 2003; Hossain and
Fujita 2011).SOD’un sitoplazmada ve mitokondride farkli iki izoenzimi bulunur (Atict
and Geng 2019). SOD’lar, siiperoksidin detoksifikasyonunu gerceklestirmesinin bir
sonucu olarak metallerin katalizledigi Haber-Weiss tepkimesiyle’OH radikalinin
meydana gelme riskini diisiirir. Buna ilave olarak, ROS’lara kars1 antioksidan
sisteminin ilk savunma hatt1i olup, aerobik organizmalarin hepsinde ve oksijen
tireten/tiiketen tiim hiicre sistemlerinde bulunur. Bu antioksidan enzimin Kkatalitik
aktivitesinin abiyotik ve biyotik streslere cevap esnasinda arttigi ve bunun strese
direngle yiiksek ilgisinin oldugu belirtilmistir (Apel and Hirt 2004; Hossain and Fujita
2011).

APX (EC 1.11.1.11), askorbat (AsA)-glutatyon (GSH) dongiisiiniin en Onemli
enzimlerinden biridir ve H202'nin H20'ya donilisiimiini katalize ederek oksidatif strese
kars1 bitki savunmasinda hayati bir rol stlenir. APX aktivitesi ve APX izoenzim gen
ifadesi, ayn stres kosullar1 altinda bile degiskendir ve bazilar1 normal ve oksidatif stres
kosullarinda H2O2'nin derhal ve etkili bir sekilde detoksifikasyonu i¢in ifade edilir
(Ishikawa and Shigeoka 2008; Hossain and Fujita 2011). AsA-GSH dongiisiiniin en



onemli bilesenlerinden biri olan MDHAR (EC 1.6.5.4),monodehidroaskorbat’s
(MDHA) AsA'ya indirgemek icin NADPH’yi bir elektron vericisi olarak kullanan
monomerik bir enzimdir (Hossain et al. 1984). AsA ile APX'in oksidasyonu, kisa
Omiirlii bir MDHA radikalinin olusumuna yol agar, bu MDHAR tarafindan AsA'ya
dontistiirtiliir veya non-enzimatik olarak AsA ve dehidroaskorbata (DHA) ayrisir. DHA,
indirgeyici olarak GSH'yi gerektiren DHAR tarafindan (EC 1.8.5.1) AsA'ya
donistirilir (Chen et al. 2003). Wang et al. (2010) Arabidopsis thaliana'daki
DHAR’m asir1 ekspresyonunu yapan mutantlarin AsA ve GSH diizeylerinin arttirdigini
ve yabani tiplere gore bunlarin yiiksek sicaklik ve yiiksek 1sik ile indiiklenen oksidatif
stres toleranslarinin yiiksek oldugunu ileri siirmiislerdir. GR(EC 1.6.4.2), NADPH"
kullanarak okside glutatyonu (GSSG) indirgen glutatyona (GSH)doniisiimiinii katalize
eden bir flavoproteinoksidorediiktazdir. Kesif ve karakterize edilen ilk antioksidan
enzimlerden olan CAT (EC 1.11.1.6), H20: siipiirmek i¢in glioksizomlar ve agirlikli
olarak peroksizomlarda lokalizedir (Purev et al. (2010). Bitki hormonlari, agir metaller,
ozmotik ajanlar, UV ve yliksek/diisiik sicaklik gibi ¢esitli streslere yanit olarak CAT
geninin upregiilasyonunu bildirmistir. Bununla birlikte, cesitli streslere yanit olarak
CAT aktivitesinde bir azalma da bildirilmistir (Hossain et al. 2011; Hasanuzzaman et
al. 2011a). GPX (EC 1.11.1.9), farkli hiicre alti organellerde bulunan bitkilerdeki
antioksidan ag1 i¢in 6nemli antioksidan enzimlerdir. Temel faaliyetlerinin, organik
hidroperoksitler (ROOH), lipidhidroperoksitler ve H>O2’nin, GSH ve/veya diger
indirgeyici esdegerleri kullanarak H,O ve alkole indirgenmesini katalize eder (Foyer
and Noctor 2011). En belirgin bitki GPX genlerinin yiiksek homolog
lipidhidroperoksitlere H2O2'den daha yiiksek bir afiniteye sahip olan memeli
fosfolipidhidroperoksitglutatyonperoksidazlarina (PHGPX) benzerlik gostermektedir.
Bununla birlikte, en az iki bitki PHGPX muhtemelen, lipid peroksitlere gére H202'ye
kars1 daha aktif olan TRX peroksidazin yeni izoformlarini temsil etmektedir (Foyer and
Noctor 2005).GPX'i asir1 ifade eden transgenik bitkilerin, tuzluluk, kuraklik ve agir
metal gibi ¢evresel stres kosullarina ve oksidatif strese karsi daha toleransli olduklari
ileri siiriilmiistiir (Gaberet al. 2006). GST’ler (EC 2.5.1.18), ksenobiyotiklerin enzimatik
detoksifikasyonunda rolleri i¢in en 1iyi bilinen ¢ok fonksiyonlu enzimlerin siiper ailesi
icinde yer alirlar. Ek olarak, bitki GST'leri, abiyotik stresler ve oksidanlar tarafindan

indiiklenen oksidatif strese karsi da koruma saglar (Dixon and Edwards 2010). AsA



bitki hiicrelerinde giicli ve en bol antioksidanlardan biridir. Farkli hiicre alt1
organellerde ve apoplastta cesitli biyotik ve abiyotik stresler tarafindan iiretilen
ROS'lara karst1 savunmada ayrilmaz bir silahtir. AsA bir dizi hiicresel redoks
reaksiyonunda elektronlar1 ifade etme yetenegine sahiptir ve 6nemli bir hiicresel redoks
diizenleyici antioksidan olarak gorev yapar. AsA direkt olarak ‘OH, 'O, ve Oy~
radikallerini temizleyebilir ve a-kromanoksil radikalinden a-okoferolii yeniler, boylece
membranlara koruma saglar (Thomas et al.1992). Strese dayanikli bitkilerin, duyarli
bitkilerden daha yiiksek AsA diizeylerine sahip olduklar1 gosterilmistir (Mittova et al.
2003; Shalata et al. 2001). Bir tiyoltripeptidolan GSH, tiim hiicre bélmelerinde bol
miktarda bulunan bitkilerdeki ana antioksidan ve redoks tamponlarindan biridir. GSH,
AsA-GSH c¢evrimi yoluyla H202 seviyelerinin kontroliinde yer alir (Foyer and Noctor
2005). Ayrica, ‘OH, Oz, ve 'Oz ile reaksiyona girerek dogrudan bir serbest radikal
stiptiriicii olarak da islev gorebilir (Larson 1988). Ayrica, GSH hiicre farklilagmasi,
hiicre yaslanma ve Oliimleri, patojen direnci ve enzimatik diizenlemeyi igeren
bitkilerdeki bazi biiylime ve gelisme olaylartyla iligkilendirilmistir. GSH genlerinin
yukari regiilasyonu, GSH ve AsA ile ilgili enzimleri kodlayan genlerin diizenlenmis
aktivasyonunu igeren ¢esitli kontrol noktalar: ile farkli yollarla olusan Metilglioksal
(MG) ve ROS’a kars1 sinyal iletimini ve savunmasini uyardigi i¢in ¢ok 6nemli bir yere
sahiptir (Hossain and Fujita 2011). Tuzluluk ve Cd stresine maruz kalan mung
fasulyesi, kolza tohumu ve bugday fidelerinde GSH igeriginde bir artis tespit edilmistir
(Hossain et al. 2010; Hasanuzzaman et al. 2011). Ancak, kurakliga dayanikli bir piring
genotipi GSH iceriginde bir artig gosterirken, duyarli genotipte GSH igerigi azalmistir
(Selote and Khanna-Chopra 2004).

Yukarida ifade edildigi gibi stres altindaki bitkiler, diger bir stres indikatorii olarak
yiiksek oranda reaktif karbonil bilesikleri (RCS) iretirler. Bitki hiicrelerinde RCS’ler
arasinda en Onemlilerinden birisi de MG’dir. Bitki hiicrelerinde ROS’larin sentezi,
detoksifikasyon mekanizmalar1 ve biyokimyasal ile fizyolojik etkileri genelde iyi bilinse
de MG’nin fizyolojik etkileri bitki biyologlari tarafindan ROS bilesikleri kadar ¢ok
fazla bilinmeyip iizerinde de yeterli arastirmalar bulunmamaktadir (Kumar and Yadav

2009; Hossain et al. 2011). MG ilk olarak 1887 yilinda Von Pechmann tarafindan



kesfedilmis ve etkileri konusunda O6zellikle hayvansal organizmalar iizerinde yogun
aragtirmalar yapilmistir. Yapisal olarak bir o,p—dikarbonilaldehid olan MG, sahip
oldugu karbonil grubu, yiiksek reaktivitesi nedeniyle hiicrelerde metabolik islevlerin
tamamen bozulmasmna neden olan giiglii bir metabolik toksindir. Yiiksek
konsantrasyonda MG, 6zellikle hiicresel proteinlerde amino ve stilthidril gruplarini geri
dondiiriilemez bir bigimde modifiye eder ve sonug olarak hiicrelerde mutajenik protein
{iriinlerinin olusumuna neden olur (Yadav et al. 2008; Kauret al. 2014). ileri Glikasyon
Son Uriinleri (AGE) olarak adlandirilan bu modifiye proteinler, biyokimyasal islevlerini
kaybederler. Bu hiicrelerde protein metabolizmasinda biiyiik sorunlara yol agar. MG
ayrica niikleik asitlerde guanil niikleotidleri ile reaksiyona girerek imidazopurinone
tiirevlerini (DNA hasarinin belirtegleri) olusturur. Bu da DNA ve onun gen iirlinlerinde
hasarlara ve mutasyona neden olur (Espartero et al. 1995; Singla-Pareek et al. 2003).
MG toksisitesi ile iliskili protein modifikasyonlari genellikle hiicresel antioksidan
sistemlerin islev bozukluguna da neden olur. ilging olan ise MG nin canli sistemlerde
hem enzimatik hem de enzimatik olmayan (spontane) metabolik reaksiyonlarin bir
sonucu olarak endojen (Sekil 1.2) iiretilmesidir (Kalapos 1999). Eskiden beri MG'nin
glikolitik yola sikica bagli oldugu ve bu nedenle iiretiminin kaginilmaz olduguna
inanilmaktadir. Bildigimiz gibi solunumun glikoliz evresi, bitkiler de dahil tiim
canlilarda sekerlerden hiicresel enerji kaynaklarinin (yani NADH ve ATP) iiretilmesi
icin 6nemli katabolik bir yoldur. Bununla birlikte bu yol, yan iiriinler olarak MG gibi
RCS bilesiklerini de iretir. MG, protein (azot metabolizmasi) ve yag asidi
metabolizmasinin bir yan iriinii olarak fretilse de glikolitik yolda (glikoliz),
triozfosfatlardan gliseraldehid-3-fosfat (GAP) ve dihidroksiaseton fosfatin (DHAP)
parcalanmas1 en 6nemli ve en fazla MG iireten metabolik reaksiyonlardir (Sekil 1,2).
Burada, ilk olarak, triozfosfatizomeraz (TPI) enzimi DHAP ve GAP arasindaki denge
reaksiyonunu katalize ederek MG’yi iiretir. Ikincisi, DHAP enzimatik olarak MG
iretmek icin GAP ile reaksiyona girer ve sonucta hiicrelerde MG birikimi artar

(Thornalley 1996; Kalapos 1999).
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Sekil 1.2. Metilglikoksal sentezinde yer alan basamaklar, biyolojik etkileri ve gliokzalaz
sistemi ile detoksifikasyonu (Kaur et al .2014)

Tim canli sistemlerde olumsuz kosullar altinda (stres kosullarinda) igsel MG seviyesi
tolere edilebilen esik konsantrasyondan ¢ok daha yiiksek seviyelerde birikir. MG’nin
yiiksek seviyeleri, bitkiler i¢in gliglii bir stres faktorii olarak kabul edilir (Yadav et al.
2008; Hoque et al. 2010). Genellikle stres altinda glikoliz reaksiyonlarindaki agiri
dengesizligin triozfosfatlarin bozunmasma yol actifi ve bu bozuk triozlarin 1,2-
enediolatindan fosforil grubunun B—eliminasyon ile ortadan kaldirilmasmin asirn MG
olusumuna yol agtig1 6ne siirtilmektedir. Ancak bitkilerde, tiim canli sistemlerde oldugu
gibi, olumsuz kosullar altinda artan 'MG stresi' ile miicadele etmek igin, hiicrelerde bir
savunma stratejisi olarak Glioksalaz Sistemi bulunur. Birgok ¢alisma, glioksalaz
sisteminin MG’nin igsel seviyesini diisiirerek streslere toleransi artirmada etkisini ortaya
koymustur (Saxena et al. 2005, 2011; Hoque et al. 2010; Viveros et al. 2013).
Glioksalaz sisteminin bulunmasindan bu yana seksen yildan fazla zaman geg¢mesine
ragmen, yine de farkli biyolojik sistemlerdeki fizyolojik rolii tam olarak anlagilamamis

durumdadir (Kaur et al. 2014).
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Glioksalaz sistemi, baslica glioksalaz | (Glyl) ve glioksalaz 11 (Gly II) enzimlerini
iceren ve MG'nin glutatyona (GSH) bagimli detoksifikasyonunu gergeklestiren
metabolik bir yolaktir. Gly I, Lactoylglutathionelyase (EC 4.4.1.5) ve Gly Il
Hidroksiasilglutathionehydrorolase (EC 3.1.2.6) olarak bilinen iki enzimdir. MG'nin
etkili detoksifikasyonu, Gly I ve Gly II enzimlerinin ardisik katalitik aktivitesi ile
gerceklestirilir. Gly I, GSH ve MG arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak MG’nin S-
laktoilglutatyona doniismesini katalize eder. Burada olusan S-laktoilglutation, Gly Il
tarafindan D-laktata ve GSH'ye doniistiiriiliir. Bitkilerde glioksalaz sistemi varligi ilk
olarak Douglousfirni yapraklarinda (Smitsand Johnson 1981) belirlenmis ve bundan
sonra misir, bugday ve sorgum gibi gesitli monokotlara ilave olarak soya fasulyesi,
1spanak, nohut, tiitiin, Brassica ve bezelye gibi kiiltiir bitkilerinde de belirlenmistir
(Kauret al. 2014). Gly | enzim aktivitesinin soya fasulyesinde (Paulus et al. 1993) ve
Amaranthuspaniculatus'da (Chakravarty and Sopory 1990) hiicre ¢ogalmasi ile iligkili
oldugu rapor edilmistir. Gly-1'i kodlayan genler, domates (Espartero et al. 1995), kabak
(Hossain et al. 2009), sogan (Hossain and Fujita 2009) ve bugday dahil olmak iizere
birkag bitki tiirii igerisinde izole edilmis ve abiyotik stres cevabinda kritik bir rol
oynadigi ileri stirtilmistiir (Lin et al. 2010).Yukarida da ifade dildigi gibi glioksalaz
sistem, glikasyon ve oksidatif strese karsi hiicresel savunmada ¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir. Bu yiizden, giiniimiizde glioksalazlarin aktivitesi ve MG igerigi, bitki
stres cevaplari i¢in potansiyel belirtecler olarak degerlendirilmektedir (Kaur et al.

2014).

MG toksitesinin bitki biiylime ve gelismesinde 6nemi ve neden oldugu zararlar yukarida
ifade edilmistir. Ancak yapilan dikkatli literatiir incelemelerimize gore, bitkilerde MG
toksitesinin yatigtirilmasinda, bitkilerin stres cevabinda 6nemli sinyal bilesiklerinden
olan Nitrikoksit (NO), Salisilik asit (SA) ve Hidrojen siilfiiriin (H2S) etkileri hakkinda

literatlirde neredeyse higbir bilgi bulunmamaktadir.

Nitrik oksit ya da azot monoksit (NO) uzun yillardan beri bilim diinyasinda bilinen gaz
yapisinda olan bir molekiildiir. Bitkilerde NO salinimi ve bitki biiylimesi {izerine olan

etkileri ilk kez 1970’li yillarda tanimlanmustir. Ilk defa memeli hiicrelerinde, daha sonra
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da bitkilerde NO’nun biiylime ve gelisme siireclerinde, abiyotik ve biyotik stres
cevaplariin olusmasinda haberci molekiil oldugu ileri siiriilmiistiir (Graziano and
Lamattina 2005). NO, normal sartlarda bitki hiicrelerinde ¢ok diisiik miktarda
sentezlenir. NO sentezi bitki tiiriine, dokusuna, bulundugu biiyiime kosullarina bagl
olarak degisebilmektedir. NO sentezinde enzimatik ve enzimatik olmayan baslica iki
metabolik yol bulunmaktadir. Enzimatik yolda, L-argininin NO ve L-sitruline doniisimii
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan katalizlenir. NOS un bezelye yapraklarinda
kloroplast ve peroksizomlarin matriksinde bulundugu gosterilmistir (Barroso et al.
1999; Pedroso et al. 2000). Diger enzimatik yolda ise NO iiretiminin baslica kaynagi
NADP(H)’a bagimli nitrat rediiktaz (NR) enzimidir. Kofaktor olarak molibden (Mo™™)
iceren bu enzim elektron vericisi NADP(H)’1 kullanarak NOz’den NO {iretimini
katalizlemektedir (Yamasaki and Sakihama 2000; Lamattina et al. 2003). Bitkilerde NO
tretiminin diger enzimatik kaynaklari ksantinoksidorediiktaz (XOR), peroksidaz,
sitokrom P450 ve bazi Fe™ igeren proteinler oldugu ileri siiriilmiistiir. XOR’un bezelye
yaprak peroksizomlarinda bulundugu ve bitkilerde haberci molekiil olarak NO
tiretiminde anahtar rol oynadigi gosterilmistir (Corpas et al. 2004). Endojen NO’nun
bitki biiyiime ve gelismesi ya da strese karst olusturulan bitki cevaplarinin bir
diizenleyicisi olarak etki ettigini gdsteren ¢ok az kanit olmasina ragmen, bitki yasam
dongiisiiniin en azindan bazi olaylarinda rol oynadig: kesinlik kazanmistir. NO, diisiik
molekiil agirlikly, lipofilik 6zellikte oldugundan dolay: hiicre membranlarindan kolayca
difiizyona ugrayabilen, renksiz ve gaz yapisinda bir sinyal molekiildiir (Shiet al. 2007).
Disaridan (eksojen) uygulanan NO veya NO donorlarinin, ozellikle Sodyum
Nitroprussid (SNP), 151k, patojen ve oksidatif strese karsi bitki cevaplarini
etkilemektedir (Esim and Atici 2014). ilave olarak, NO’nun tohum ¢imlenmesi,
deetiyolasyon ve yaprak genislemesini tesvik ettigi, hipokotil ve internod uzamasini
inhibe ettigi, savunma genleri ve fitoaleksin tiretimini arttirdigr bilinmektedir (Leshem
2000; Beligni and Lamattina 2001). Bitki biiylimesi iizerine NO’nun etkilerinde
konsantrasyonun son derece Onemli oldugu vurgulanmistir. NO’nun yiiksek
konsantrasyonlarinin (40-80 ppm) marul, bezelye ve domateste biiyiimeyi inhibe ettigi,
diisiik konsantrasyonlarinin (1-20 ppm) ise biiyiimeyi tesvik ettigi ileri stiriilmiistiir. NO
tarafindan lipid peroksidasyonunun (LPO) inhibisyonu, NO’nun potansiyel olarak

antioksidatif roliiniin olabilecegini giiclendirmektedir (Zottini et al. 2002). Eksojen
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NO’nun, bitkilerde antioksidan enzimlerin aktivitelerini diizenleyerek siiperoksit
anyonunu temizledigi ve bitkiyi oksidatif zarardan korudugu ileri stiriilmiistiir (Shi et al.

2007; Esim et al. 2012; Esim and Atic1 2014; Esim and Atic1 2016).

Salisilik asit (SA), bitkiler dahil olmak tizere ¢ok cesitli prokaryotik ve Okaryotik
organizmalar tarafindan Tretilen sekonder bir metabolittir. SA, kimyasal olarak,
aromatik bir halkaya sahip hidroksil grubu veya islevsel tiirevi olan maddeler olarak
tanimlanan fenolik bilesikler grubuna aittir. SA'nin bitkilerin ¢oklu fizyolojik
stireglerindeki diizenleyici rolii insanlarin dikkatini ¢ekmeden ¢ok Once salisilatlarin
farmakolojik 6zellikleri (genel adi ve tiirevleri) yakindan biliniyordu. Salisilatlarin MO.
5. ylizyildan bu yana, salisilat bakimindan zengin sogiit yapragi ve dogum sirasinda agri
giderme i¢in kabugunu Hipokratlar recete ettigi zaman, tibbi 6zelliklere sahip olduklar
bilinmektedir (Weissman 1991). 1828'de Alman bilim adami Johann A. Buchner, sogiit
agacindan salisin (salisilik alkol glukozid) adli az miktarda sarimsi maddenin
saflastirilmasini gergeklestirdi. Daha sonra Raffaele Piria, salisini seker haline getirdi ve
salisilik asit (SA) admi aldig1 bir aside doniistiirdii. 1859'da Hermann Kolbe ve is
arkadaglar1 kimyasal olarak SA'yi sentezledi. Klasik biyokimyasal radyoaktif isaretleme
yaklasimi ve mutant temelli genetik analizi kullanarak, bitkilerde SA biyosentezi i¢in
iki farkli enzimatik yol belirlenmistir (Chen et al. 2009). Bunlardan biri fenilalanin
amonyumliyaz (PAL) aracili fenilalanin yolagidir. Digeri ise izokorizmatsentaz (ICS)
aracili izokorizmat yolagidir. Her iki metabolik yol da bitki fenilpropanoid yolunun bir
ara {iriinii olan birincil metabolit korizmata ihtiya¢ duyar. Izotop deneyleri SA'nin esas
olarak bezelye, salatalik, piring, tiitlin, patates ve ay¢icegi gibi baz1 bitki tiirlerinde
benzoik asitten sentezlendigini gostermektedir (Silverman et al. 1995; Sticheret al.
1997), diger bitki tiirleri ise O-kumarate yolu ile SA'y1 sentezleyebilir (Silverman et al.
1995). Bununla birlikte, gen¢ Primulaacaulisve Gaultheriaprocumbens yaprak
segmentlerine *C etiketli sinnamat, benzoikasid ve fenilalanin beslenmesi SA
olusumuna neden olup, her iki yolun muhtemelen SA biyosentezinde kullanilabilecegini
diistindirmektedir (Silvermanet al. 1995). Bitkilerde SA’nin en yiiksek igerigi patojen
istilasina ugramis doku ve doku nekrozlarinda belirlenmistir. SA’in fizyolojik etkisi

konusunda ilk kanit, tiitiin (Nicotianatabacum) hiicre kiiltiiriinde ¢igeklenmeyi sitiimiile
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etmesinin belirlenmesidir. SA’nin ¢igeklenme {izerindeki uyarici rolii daha sonra diger
bitkilerde gosterilmistir. Bu nedenle, SA’nin ¢i¢ceklenmenin endojen bir diizenleyicisi
oldugu yoniindeki gortsleri gliglendirmistir (Silverman et al. 1995; Sticher et al. 1997).
Baz1 ¢alismalar SA’nin UV, soguk, kuraklik, agir metal ve tuz stresi gibi g¢evresel
streslerde bitki stres cevabini diizenledigi konusunda 6nemli bulgular sunmustur (Janda
et al. 1999; Tasgin et al. 2003; 2006; Ananieva et al. 2004; Sakhabutdinova et al. 2004;
Mutlu et al. 2013). Ilave olarak, soguk kosullarda biiyiiyen bugdaya eksojen SA
uygulamasi, antioksidan sistemi regiile edebildigi gosterilmistir (Tasgmn et al. 2006;
Esim et al. 2016).

Onemli bir reaktif siilfiir tiirii olan Hidrojen siilfiir (H2S), etilen ve NO’dan sonra 3. gaz
halindeki sinyal bir molekiildiir (Li et al. 2011). H>S genellikle bir kirletici olarak kabul
edilir ve uzun zamandir bilim insanlar1 bitkiler i¢in toksik oldugu diistinmiistiir.
Bununla birlikte, yasam H>S agisindan zengin bir atmosferde ortaya ¢ikmistir; HoS ve
siyaniir, prebiyotik linya'da tiim biyomolekiiler dnciillerin olusumu i¢in 6nkosul olan tek
kimyasaldir (Patel et al. 2015). H2S, bakteriyel fotosentez i¢in kullanilan ilk elektron
vericisidir, kalintilar1 gliniimiiz modern anaerobik fotosentetik mor ve yesil kiikiirt
bakterilerinde gozlenmistir. Kiikiirt asimilasyonu ve kiikiirtlii bilesiklerin {iretimi
uzunca bir siire bilinmektedir.H2S'nin sinyal rolii hakkindaki bilgilerimiz daha yenidir
(Lisjak et al. 2013; Calderwood et al. 2014). Bitkiler aktiflestirilmis siilfati siilfite
indirgemekte ve daha sonra siilfit rediiktaz, siilfitin daha fazla indirgenmesini katalize
etmektedir. Bu reaksiyonlar plastidlerde gergeklesir. Daha sonra H2S, O-
asetilserintiolliaz (OAS-TL) ile katalize edilen bir reaksiyonda sistein olusturmak tizere
O-asetilserine (OAS) dahil edilir. Bununla birlikte, OAS-TL ters reaksiyonu da katalize
edebilir ve sisteini H2S ve OAS'a pargalayabilir. Buna ek olarak, H2S, eszamanli olarak
amonyak ve piruvat olusumu ile birlikte sistein desiilfhidraz (CDES) enzimi
katalizorliigiinde tretilebilir. Ayrica H»S, siyaniir ve sistein substratlar olarak ve
siyanoalanin H:S ile birlikte olusturuldugu siyanoalaninsintaz (CAS) ile katalize edilen
bir reaksiyonla salinabilir. H2S bitkide antioksidan aktiviteyi arttirarak savunma sinyali
olarak gorev yaptig1 gézlemlenmistir ve ayrica stoma kapanmasini saglayarak koruyucu

bir rol oynadigr da rapor edilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda fitotoksik olmakla
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birlikte, diisiik dozlardaki H>S hem hidroponik sistemde hem de toprak kosullarinda
cesitli bitki tiirlerinin biiyiime-gelismesini ve taze agirligini arttirir (Dooleyet al. 2013).
Ornegin HzS, bugdayda ¢imlenme, yaprak biiyiimesinde ve biyokiitle verimi iizeinde
olumlu bir etki gostermistir. Buna ek olarak H>S kuraklik, ozmotik stres ve agir metale

kars1 cevabinda da 6nemli etkiler gostermistir (Zhang et al. 2008; Jin et al. 2011).

Kiiltiire alinan neredeyse en eski tarimsal bitkilerinden biri olan misir (ZeamaysL.),
diinyada yaygin olarak yetistirilen Gramineae(Poaceae) familyasindan monokotil bir
tahil bitkisidir. C4 fotosentezine sahip olan misir, Tiirkiye’de tahillar i¢erisinde bugday
ve arpadan sonra en genis ekim alanina sahip olup 6881 ha ekim alanina ve yillik
yaklagik 6,3 milyon ton iiretim ile Tiirkiye’de dnemli bir yere sahiptir. Yaygin olarak
ozellikle Ege, Marmara, Akdeniz ve Karadeniz Bolgeleri’nde yetistirilmektedir. Misir
bitkisi sahip oldugu zengin gida iirlinleri nedeniyle insan ve hayvan beslenmesi
acisindan ¢ok onemli ve kullanim ¢esitliligi ¢ok genistir. Bitkisel kaynakli proteinlerin
yeterli ve diigiik ekonomik {iretimi i¢in biiylik 6nem tagiyan misirin tanesinden ayrica

nigasta, glukoz ve yagi da ekonomik agidan tartisilmazdir (http://www.zmo.org.tr).

Gilinlimiize kadar yapilan c¢alismalarin  biiylik ¢ogunlugunda bitki biiyiime
diizenleyicilerinden SA, NO ve H,S bilesiklerinin koruyucu rolleri, daha ¢ok Sstres
kosullar1 altindaki bitkilerde, ROS bilesiklerini siipliriicii mekanizmalar1 tizerinde
yogunlagmistir. Ancak bitkilerde bu sinyal bilesiklerin gerek i¢sel gerekse digsal olarak
MG toksitesini yatistirma iizerinde herhangi bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Bu
konuda literatiirde ©Onemli bir bosluk bulunmaktadir. Bazi arastirmalarda stres
kosullarinda ROS bilesikleri detoksifiye edildigi halde bitki stres hasarinin hala devam
ettigi konusunda c¢aligmalar bulunmaktadir. Biz de toksik seviyelere ulastiginda, bitki
biiyime ve gelismesini etkileyen ROS bilesiklerinin yaninda, MG’nin de
degerlendirilmesi ve detoksifiye edilmesi konusunda c¢alismalara gerek oldugu
konusunda bir hipotez gelistirdik. Bu hipotez kapsaminda, misir (Zeamays cv. Arifiye)
tohumlar1 ekimden 6nce farkli seviyelerde SNP (NO donorii olarak), SA ve H2S (NaSH
olarak) ¢ozeltilerinde 8 saat On 1slatmaya (sismeye) maruz birakilmistir. Daha sonra

tohumlar 1 ve 3 mM MG igeren Petrilere ekilmistir. Cimlenmenin 5. giliniinde hasat
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islemi yapilmig ve taze dokular (kok ve gdvde) deneysel parametreler i¢in kaynak
olarak kullanilmigtir. Bu uygulamalardan sonra elde edilen dokularda antioksidan
(SOD, CAT, GR, GPX ve APX) ve Gly I ile GlylI enzimlerin aktiviteleri belirlenmistir.
Ilave olarak, icsel MG, LPO (MDA olarak), H20, ve O seviyeleri de ¢alisiimustir.
Calismamiz eksojen MG etkisinin bitki antioksidan sistem ile iligkilerini ortaya koymasi

agisindan dnemlidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiirde metilglioksal’in (MG) canlilardaki rolleri iizerine bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Ancak bitkilerde ozellikle dissal uygulanan MG’nin fizyolojik ve
biyokimyasal etkisi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Calisma bu agidan

literatlirdeki 6nemli bir boslugu dolduracak niteliktedir.

Giglii bir sitotoksik bilesik olan MG, glutatyon temelli detoksifikasyonu i¢in glioksalaz
I (Gly I) ve glioksalaz II (Gly II) enzimlerini igeren glioksalaz sistemine gerek duyar
(Racker 1951). Bitkilerde glioksalaz yolunun tam fizyolojik rolii iyi bir sekilde
calistimamistir. Ancak, bazi calismalar normal sartlar altindaki bitkilerin belirli bir
seviyede MG'yi biriktirebildigini ve onun toksitesini tolere ettigini gostermistir. Yine
bircok calisma stres kosullar1 altinda bitki icsel MG konsantrasyonun arttigini
gostermistir (Martins et al. 2001). Bu durum bitkide yaslanma ve senesens siirecini
indiikleyen faktorlerden biri olarak degerlendirilmistir. Ancak glioksalaz sistemi
enzimlerinin aktivitelerinin artirilmasiyla, hem yaslanma hem de senesensin
yavaslayacag ileri siiriilmiistiir (Thornalley 1990). Ornegin transgenik tiitiin ve piringte
glioksalaz yolu enzim genlerinin asir1 ekspresyonu, yaprak senesensinin gecikmesini
saglamakla birlikte, yiiksek NaCl, metal ve kuraklik stresinin toksik etkilerini tolere
edebilmistir. Ilave olarak, bu stresler altinda bitki cicek ve tohum da verebilmistir. Bu
bulgular, MG’nin Gly I ve Gly II de dahil olmak iizere, baz1 genlerin ekspresyonunu
diizenleyen bir sinyal molekiil olarak davranabilecegini diisiindiirmistiir (Sopory et al.

2007).

MG, hiicrelerde Glikoliz’in bir yan iriinii olarak memeli sistemlerinde kag¢inilmaz
olarak {iretilen toksik bir metabolittir (Carrington and Douglas1986). Son yillarda,
glukoz, glutamin ve fetiis serum diizeylerindeki degisimlerin, MG ’nin hiicre igi
konsantrasyonunda énemli degisiklige neden olabilecegi gosterilmistir. Buna ek olarak,
endojen MG’nin, kiiltiir kosullarinda HL60 (insan l6semi hiicre hatt1) hiicrelerinde
apoptosise neden oldugu da gosterilmistir (Thornalley et al. 1996). MG’ nin kiiltiirdeki

hiicreler iizerindeki etkisinin kesin mekanizmasi bilinmemekle birlikte, onun fizyolojik



17

kosullar altinda giiclii bir protein ve niikleik asit modifiye edici bilesik oldugu kabul
edilmektedir (Thornalley 1996). MG aynmi zamanda niikleik asitlerle, esasen guanil
residiileri ile adiiktler olusturur. Yiiksek hiicre dis1 konsantrasyonlarda ise kiiltiirde
yetisen hiicreler icin genotoksik oldugu gosterilmistir. Fizyolojik konsantrasyonlarda
bile MG (100 nM), korunmasiz plasmid DNA'y1 degistirebilir ve gen mutasyonuna ve
anormal gen ekspresyonuna neden olabilir (Chaplen 1998).

Esansiyel hipertansiyon i¢in patojen mekanizmalar, son yillarda ki bir¢ok calismaya
ragmen hala tam manasiyla ¢oziilememistir. ROS firetiminde ki artig, hipertansiyon
gelisimiyle iligkili oldugundan, son yillarda hipertansiyon iizerine ROS'un rolii iyi
belirlenmistir (Escobales and Crespo 2005). Yiiksek MG seviyesi, MG ile indiiklenen
ROS iiretimi ve hipertansiyon gelisiminde ki ileri glikasyon firiinleri (AGE) arasinda
ortak bir bag olusturmaktadir. Yiikksek MG seviyesinin ve bunun sonucunda olusan
protein glikasyonunun ve ROS iiretiminin zincir reaksiyonlarinda ki yukari regiile edici
baglantilar olabilecegi ve hipertansiyonun gelisimine yol acabilecegi one siiriilmiistiir

(Wang et. al. 2007).

Farkli dozlarda MG’nin (50-400 mg/kg viicut agirligl) etkisi 6, 12 ve 24 saat sonra
Swiss (Isvigre) albino farelerinin (7-8 haftalik) karaciger ve dalaklarinda glutatyon
(GSH) igerigi, lipid peroksidasyonu ve antioksidan sistemde yer alan enzimler
kullanilarak degerlendirilmistir. Karacigerde SOD, GST, CAT, Gly I ve Gly II'nin
spesifik aktivitelerinin azaldig1 goriilmiistiir. Spesifik aktivitelerdeki degisimin, MG
dozuna ve uygulamadan sonraki zamana bagli olarak degistigi goriilmiistir. MG, GSH
icerigini azaltmis ve karacigerdeki lipid peroksidasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bu
bulgular, MG’nin antioksidan savunma sistemi {iizerindeki olumsuz etkisini
diisindirmiistir. MG’nin bir redoks dongiisii gegirmesinden dolayr hayvanlarda
antioksidan potansiyelini diisiren serbest radikaller olusturabilecegi de ileri
stiriilmiistiir. MG’nin zararhi etkileri icinde yiiksek lipid peroksidasyonu seviyelerine

neden olmasi, onun serbest radikal proseslerinin olusmasina destek sagladigini

gostermektedir (Choudhary et al. 1997).
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Gly I ve GST, hiicre bdliinmesi sirasinda ve ¢esitli stres tedavilerine yanit olarak
bitkilerde zenginlesen iki glutatyon bagimli enzimdir (Misra et al. 1995). Soya
fasulyesinde, bu iki enzim arasinda bir baska baglanti, bir Gly I olarak tanimlanan bir
GST'yi andiran bir klon (Erisim No. X68819) tarafindan onerilmistir. Soya fasulyesinde
bulunan Gly I'i karakterize etmek ig¢in, hayvanlardan dimerik enzime benzeyen
GmGlyox I (Glycine max L.), soya fasulyesi siispansiyon kiiltiirlerinden hazirlanan bir
cDNA kiitiiphanesinden klonlanmustir (Skipsey et al. 1997). Escherichia coli'de ifade
edildiginde, GmGIlyox I'in 21-kDa alt birimlerinden olusan bir 38-kDa dimer oldugu
bulunmus ve memelilerden gelen enzimin aksine, metal iyonlarinin yoklugunda aktivite

gosterdigi bulunmustur (Skipsey et al. 2000).

Agrobacterium tumefaciens ile Blacgram’in (Vigna mungo L. Hepper) embriyonal
ekseninin digiim bolgelerini kullanan tekrarlanabilir verimli bir doniisiim sistemi
kurulmustur (Ignacimuthu et al. 1997; Sen and Guha-Mukherji 1998; Ignacimuthu and
Franklin 1998; Das et al. 2002; Saini and Jaiwal 2002). Burada ilgilenilen gen, yeni bir
kurucu Cestrum sar1 yaprak kivirma viral promotor tarafindan tahrik edilen Gly I’in tuz
stresini azaltmak i¢in transfer edilmistir.. Bu genin kurucu 35S CaMV (Kanamisin
direncini kodlayan nptll genini tahrik eden promotorii) promotorii altinda asiri
ekspresyonu, daha dnce, model bitki tiitiinde tuz, agir metal ve kuraklik stresine tolerans
kazandirdig1 gosterilmistir (Stavalone et al. 2003; Singla-Pareek et al. 2007). TI
transgenik bitkilerin yani sira kontrol bitkilerinin (100 mM NaCI) tuz stresine maruz
birakilmasi, transgenik bitkilerin tuz stresi altinda biyiiyebildigini ve tohum
olusturdugunu, ayrica kontrol bitkilerinin hayatta kalmay: basardigini da gostermistir
(Bhomkar et al. 2008).

Hiicresel seviyede MG igerigindeki artis, bitkilerde farkli abiyotik streslerle
iliskilendirilmistir. Ornegin transgenik bitkilerde Glyl ve/veya Gly II enzimlerinin asir1
dretiminin tuzluluk ve agir metal streslerine karsi tolerans sagladigi gosterilmistir.
Piringte 19 potansiyel Gly I ve 4 Gly II proteinini ve Arabidopsis'te 22 Gly | ve 9 Gly 11
proteini belirlenmistir. (Mustafiz et al. 2011).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-008-9164-8#CR16
https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-008-9164-8#CR36
https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-008-9164-8#CR15
https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-008-9164-8#CR7
https://link.springer.com/article/10.1007/s11032-008-9164-8#CR30
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Aflatoksinler, misir gibi hassas bitkilerin enfeksiyonlar1 sirasinda esas olarak
Aspergillus flavus tarafindan iiretilen toksinlerdir. Bu mantara direngli ve duyarli misir
genotiplerinin tohum embriyo proteinlerinin proteomik karsilastirmalar1 yapildiginda,
daha Once bir ¢ok proteinin direngli embriyolarda farkli oldugu (de novo) veya
bazilarmin da artirildigi bulunmustur (Nichols 1983). Ornegin Gly-I aktivitesinin
direncli misir genotiplerinde duyarli olanlara kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. A. flavus'un enfeksiyonuyla Gly | aktivitesi, duyarli genotiplerde
direngli genotiplere gore daha diisiik kalmis ve bununla birlikte mantar enfeksiyonu, ii¢
duyarli genotipin ikisinde MG diizeylerini 6nemli Slgiide arttirdigi tespit edilmistir.
Dabhasi, digsal uygulanan MG'nin A. flavus kiiltiirinde aflatoksin tiretimini SuM kadar
diisiik bir konsantrasyonda indiikledigi bulunmustur. MG’nin etki sekli, 5 ila 20 pM
MG varliginda 6nemli dl¢lide yukar: regiile edilen aflatoksin biyosentezini diizenleyici
gen olan aflR'nin ekspresyonunu uyarmak olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu veriler,
GLX-T'in tohum icindeki MG seviyelerini kontrol etmede Onemli bir role sahip
olabilecegi ve boylece direngli misir genotiplerinde bulunan diisiik aflatoksin

seviyelerine katkida bulunabilecegini gostermektedir (Chen et al. 2004).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), nitrik oksit (NO) ve MG'nin etkin bir sekilde
detoksifikasyonu, bitkilerde NaCl kaynakli zarara karst koruma saglayabildigi
belirlenmistir. Prolin ve glisinbetainin (betain) uygulamasimin NaCl stresine kars1
koruyucu mekanizmalarint aydinlatmak igin tiitiin Brigh Yellow-2 hiicreleri kullanilmig
ve ¢aligmada H20», siiperoksit (O27), NO ve MG'nin hiicre i¢i seviyeleri arastirilmistir.
H202, O2, NO ve MG diizeyleri, kisa ve uzun siireli NaCl stresli hiicrelerde stresli
olmayanlara gore daha yiiksek olmustur (Yadav et al. 2005). Ancak, Oz seviyesi uzun
stireli stresli hiicrelerde daha yliksek ¢ikmistir. Yine ayni calismada eksojen prolin ve
betain uygulamasi, uzun siireli NaCl stresli hiicrelerde MG ve H2O2 seviyesini
diistirmistiir, fakat Oz veya NO seviyelerini degistirmemistir. Tuz stresi altinda, hem
prolin hem de betain uygulamasi glutatyon peroksidazin transkripsiyon seviyesini

artirarak H>O2'nin azalmasina katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir (Banu et al. 2010).
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Tuz stresine maruz kalan kolza tohumluklarinda ki antioksidan savunma ve MG’nin
detoksifikasyon sistemlerinde ki eksojen selenyumun (Se) diizenleyici roli
incelenmistir. Tohumlar, Se (25 uM NaxSeOs) ve tuz (100 ve 200 mM NaCl) ile ayri
ayr1 ve kombinasyon halinde uygulanmistir (Djanaguiraman et al. 2005). Artan tuz
stresi ile fidelerin askorbat (AsA) igerigi ve GSH/GSSG orani 6nemli 6l¢iide azalirken,
GSH ve glutatyon disiilfit (GSSG) miktar1 tuz stresi diizeyindeki artis ile birlikte
artmistir. Buna ek olarak, glutatyon peroksidaz (GPX) aktivitesi sadece 100 mM tuz
stresinde artarken, tuz konsantrasyonu arttikca APX ve GST aktivitesi artmistir (El-
Shabrawi et al. 2010). Ayrica GR aktivitesi, 100 mM NaCl'de degismezken, siddetli
(200 mM NaCl) tuz stresinde azalmistir. Bunlarin yan1 sira MDHAR, DHAR, CAT, Gly
I ve Gly II aktiviteleri,100 mM tuz stresi uygulandiginda azalirken, siddetli tuz stresi
(200 mM NacCl) altinda bu aktivitelerin keskin bir diisiisii gézlenmistir (Hossain et al
2010). Bunlara ek olarak, Se 6n-muamele yapilmis stresli fideler ile tek basina tuz stresi
karsilagtirildiginda Se uygulanan fidelerde H.O2 ve MDA diizeylerinde bir azalma
goriilmiistiir. Bu sonuglar, Se'nin oksidatif strese karsi tolerans sagladigini

diistindiirmiistiir (Hasanuzzaman et al. 2011).

150 ve 300 mM NaCl stresine maruz birakilan bugday fidelerinin antioksidan savunma
ve MG’nin detoksifikasyon sistemlerinde ki ekzojen NO olast diizenleyici rolii
incelenmistir (Innocenti et al. 2007). Fideler, bir NO vericisi olan 1 mM sodyum
nitroprussid (SNP) ile 6n-muameleye tabi tutulup daha sonra tuz stresine maruz
birakilmigtir. AsA igerigi artan tuz stresi ile birlikte Onemli Olgiide azalirken,
(Hasanuzzaman et al. 2010). GSH, GSHG ve GSH / GSSG orani, tuz stresi diizeyindeki
artig ile birlikte artmustir (Wang and Yang 2005). Ancak GST aktivitesi ciddi tuz
stresiyle (300 mM) belirgin olarak artis gostermistir. Bunlara ek olarak APX, MDHAR,
DHAR, CAT ve GPX aktiviteleri, tuz stresi iizerine anlamli bir degisiklik
gosterememistir. HoO> ve lipid peroksidasyon seviyelerinde ki artisla, 6zellikle 300 mM
NaCl'de tuz stresinde GR, Gly I ve Gly II aktiviteleri azalmistir. Bu sonuglar, NO 6n-
muamelesinin sinerjik bir etkiye sahip oldugunu, AsA ve GSH igerigi, GSH / GSSG
oraninin yani sira, tuza maruz kalan fidelerin ¢ogunda MDHAR, DHAR, GR, GST,
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GPX, Gly I ve Gly II aktivitelerinin stresle birlikte arttig1 goriilmiistiir (Hasanuzzaman

etal. 2011).

Mung fasulye fidelerinde, 300 mM NacCl stresi, kontrol ile karsilastirildiginda ilk 24
saatte GSH igeriginde belirgin bir artisa neden olurken, 48 saatten sonra hafif bir artis
gozlenmistir. En yliksek GSSG igerigi, 48 saat sonra glutatyon redoks durumunda ki
azalma ile gozlenmistir (Roxas et al. 1997). GPX, GST ve Glyll enzim aktiviteleri 48
saate kadar belirgin olarak yiikselirken, GR ve GLY| aktiviteleri sadece 24 saate kadar
yiikselmis ve daha sonra kademeli olarak azalmistir. 15 mM prolin veya 15 mM
glisinbetain uygulamasi kontrol ve tuz stresli bitkiler ile karsilastirildiginda GSSG,
H20:2 ve lipid peroksidasyon seviyesinde ki eszamanli bir azalma gostermistir. Buna ek
olarak, 48 saate kadar MG detoksifikasyon sistemi ve ROS'a dahil olan GPX, GST, GR,
Gly I ve Gly II enzimlerinin yiiksek glutatyon redoks durumunun korunmas: ve GSSG
igeriginde artisa neden oldugu bulunmustur (Veena et al. 1999; Jain et al. 2002; Hossain
et al. 2009). Bu g¢alisma, hem prolin hem de glisin betainin, H.O> ve lipid
peroksidasyon seviyesini azaltarak ve antioksidan savunma ve MG detoksifikasyon
sistemlerini arttirarak tuz kaynakli oksidatif hasara karsi koruyucu bir etki sagladigi

onerilmistir (Hossain and Fujita 2010).

Tuz stresine maruz birakilan mung fasulye fidelerinde (200 mmol-L! NaCl, 48 saat)
antioksidan savunma sistemi ve MG detoksifikasyon sisteminde eksojen olarak
uygulanan prolin ve glisinbetainin ortak etkileri arastirllmistir (Hoque et al. 2007). Tuz
stresi, koklerde GSH / GSSG ve AsA igerigini 6nemli 6l¢iide azaltirken yapraklarda
GSH ve GSSG igeriginde keskin bir artisa neden olmustur. Ayrica, tuz stresine yanit
olarak GR, GPX, GST ve Gly Il aktiviteleri artarken MDHAR, DHAR, CAT ve Gly |
aktiviteleri H2O2 ve MDA seviyesindeki artiga bagli olarak keskin bir diisiis gostermistir
(El-Shabrawi et al. 2010). Prolin veya betain 6n-muamelesinin, kontrol grubu ile
karsilastirildigt zaman non-enzimatik ve enzimatik bilesenler iizerinde ¢ok az etki
gosterdikleri bulunmustur. Bununla birlikte, MG detoksifikasyon sistemi kontrol ve tuz
stresli bitkiler ile karsilastirildiginda GSSG igerigi, H202 ve MDA seviyesinde azalis

gosterirmistir. Prolin ya da betain uygulanmis tuz-stresli fideler, AsA, GSH igerigi,
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GSH / GSSG oraninda bir artigla birlikte ROS'a katilan APX, DHAR, GR, GST, GPX,
CAT, Gly I ve Gly II'nin daha yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu sonuglar,
prolin ve Dbetainin antioksidan savunma sistemi ile glioksalaz sisteminin birlikte

oksidatif strese karsi ortak bir etki sagladigini diisiindiirmektedir (Hossain et al. 2011).

Tuz toleransina karsi biyokimyasal belirteclerin belirlenmesi amaciyla, tuz toleransina
kars1 farklilik gosteren iki zit piring gesidi (Oryza sativa L.) olan POKKALI ve IR64 de
cesitli parametreler i¢in analizler yapilmistir. Buna ek olarak, MG detoksifikasyon
sisteminin (Gly I ve Il) aktivitesi Pokkali'de IR64'de kiyasla belirgin olarak daha yiiksek
bulunmustur (Hoque et al. 2008). GSH, MG detoksifikasyon yolunun yani sira,
askorbat-glutatyon yolunda yer aldigindan, bu ikisinin arasinda bir etkilesim noktasi
olabilecegini diisiindiirmiistiir (Hernandez et al. 2000; Uddin et al. 2007). Yapilan
caligmalarda hem glioksalaz enzimleriyle modiile edilen, hem askorbat hem de
glutatyon mekanizmasinin, Pokkali pirincinde tuz toleransi i¢in biyolojik bir belirteg

olabilecegi diistiniilmiistiir (E1-Shabrawi et al. 2010).

Abiyotik stresler diinya ¢apinda tarimsal iiretimde biiyiik kayiplara neden olur (Wang et
al. 2003). Calismada, gesitli abiyotik streslerin, kabak fidelerinde (Cucurbita maxima
Duch.) MG seviyesi ve Gly I aktivitelerinin upregiilasyonu iizerindeki etkileri
arastirillmistir. Yapilan calisma da, beyaz 151tk en yiliksek indiiksiyona ve ardindan
tuzluluk, kimyasal, kuraklik ve agir metal streslerin ¢ogu MG seviyesinde ve Gly I
aktivitesinde belirgin artiglara neden oldugu goriilmiistiir (Yadav et al. 2005a; Singla-
Pareek et al. 2006). Cesitli stresli kosullar altinda bitkilerde MG birikiminin ortak bir
fenomen oldugu ve bu nedenle MG’nin bitkilerin strese tepki vermesine yonelik bir

sinyal gorevi gorebilecegi on goriilmistiir (Hossain et al. 2009).

Kadmiyum (Cd) stresine (1 mM CdCl2, 48 saat) maruz kalan mavi fasulye fidelerinde
ROS ve MG detoksifikasyon sistemlerine ekzojen olarak uygulanan betain ve prolinin
olas1 mediator (araci) rolii arastirilmistir. Cd stresinde GSH ve GSSG igeriginde belirgin
bir artisa neden olmakla birlikte, ASA, H202 ve MDA’da keskin bir artisla 6nemli
ol¢iide azaldigr tespit edilmistir (Smirnoff 2000). Cd stresine yanit olarak, APX, GST,
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GPX ve Gly I aktiviteleri artmis, CAT, MDHAR, DHAR, GR ve Gly Il aktivitelerinde
bir azalma tespit edilmistir (Shalata et al. 2001; Eltayeb et al. 2006, 2007; Wang et al.
2010). 5 mM betain veya 5 mM prolin’in eksojen uygulamasi, H.O,, MDA ve GSSG
igeriginde eszamanli bir azalmaya neden olmustur. Eksojen uygulamalar kontrol ve Cd
stresli bitkiler ile karsilastirildiginda ROS ve MG detoksifikasyon sistemine GSH /
GSSG oraninin korunmasi ile GSH ve ASA igeriginde bir artisa ve APX, DHAR,
MDHAR, GR, GST, GPX, CAT, Gly I ve Gly II aktivitelerinde artis sagladigi
bulunmustur (Hossain et al. 2010).

Camellia sinensis (L.) O. Kuntze'de soguk stres esnasinda prolin ve betain
uygulamasinin antioksidan ve MG detoksifikasyon sistemi iizerindeki etkisi
incelenmistir. MG detoksifikasyonda yer alan ve Gly I ve Gly II enzimleri iizerine
prolin / betainin etkisi arastirilmistir. Hem proline hem de betain, ¢ay tomurcugunda
soguk stres esnasinda Gly I'in koruyucu etkisini ve Gly II'nin aktive edici etkisini ortaya
koydugu gortilmiistiir (Smirnoff 2005; Yadav et al. 2005a, b). Bu nedenle, prolin ve
betainin, MG ve MDA olusumunu diizenleyerek bazi antioksidan ve glioksalaz yolu
enzimlerini aktive ederek veya korumak suretiyle caydaki soguk strese karsi koruma

saglayabilecegini diisiindiirmiistiir (Kumar and Yadav 2008).

MG ve glioksalaz yoluna yonelik artan ilgiye ragmen, metabolik agdaki gercek rolleri
tamamen kesinlesmemis olup hala eksik olan kisimlari mevcuttur. Gelismeler 15181nda,
bu alandaki arastirmalar agirlikli olarak bu arastirma alaninin dar bir kesimi ile ilgili
birka¢ inceleme yayimlanmis olup, bu makalede MG arastirmasinin kapsamli bir genel
goriiniimiinii sunmaya calisilmistir. Ayrica MG metabolizmasinin ve toksisitesinin genis
bir yelpazedeki bazi 6nemli 6zelliklerini gozden gecirerek kimyadan biyolojik etkilere
kadar tartigmayr genisletmek igin bir deneme yapilmis olup MG’ nin enerji liretimi,
serbest radikal iiretimi ve hiicre Oliimii iizerindeki etkisi vurgulanmaya c¢aligilmigtir

(Kalapos 1999).

Gly |, substrat olarak MG kullanir ve aktivite i¢in Ni (IT) / Co (II) (Nikel I / Kobalt IT)
veya Zn II(Cinko II) gereklidir (Sukdeo et al. 2004). Burada, Gly I'in farkli metal iyon
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Ozgilliiklerinin kokeni ve evrim sirasindaki kalitim kaliplar1 arastirilmig ve sonug
olarak, tek alanli Ni'ye bagimli Glyl'in [Ni-Gly I] ilkel bir koken oldugunu
diistindiirmustiir (Kaur et al. 2013).

Arabidopsis thaliana'da, en az dort farkli glioksalaz izoformu vardir, bunlardan Gly II-1
ve Gly II-4 ayrintili olarak karakterize edilmemistir (Maiti et al. 1997). Arabidopsis
thaliana’da Gly I1-1'in islevsel rolii arastirilmistir. Gly II-1 fonksiyon kaybi mutantlari
ve bitki ortiisii Gly II-1'1 asir1 eksprese eden bitkiler, normal biliyiime kosullar1 altinda
vahsi tipli bitkilere benzemektedir (Limphong et al. 2009). Bu ¢alismayla, Gly II-1 gen
ekspresyonunun, vahsi tip Arabidopsis thaliana'a tuz ve anoksi stresiyle ve fazla L-
treonin tarafindan diizenlendigi goriilmistiir. Ek olarak, Gly II-1'deki bir mutasyon,
abiyotik stresler sirasinda biiylime ve hayatta kalmayi inhibe ettigi goriilmiistiir. Bu
sonuglarla, Arabidopsis thaliana’da ki Gly 1l-1'in normal bitki 6mrii igin gerekli
olmadigi, ancak belirli stres kosullar1 sirasinda gerekli olabilecegini diigiindiirmiistiir

(Devanathan et al. 2014).

GST, Glyl ve Alliin liyaz (alliin liyaz, EC 4.4.1.4) bitki biinyelerinde 6nemli enzim
sistemlerindendir (Lancaster and Boland 1990). GST ve Gly | esas olarak savunma
mekanizmasinda GSH’ substrat olarak kullanan enzimleri detoksifiye ederler. Gly | ve
Alliin liyaz olarak ikincil metabolizma ile ilgili olup ayrica GSH'den tiiretilen siilfiir
bilesikleriyle ilgilidir (Coleman et al. 1997). GST, GLY I ve Alliin liyaz etkileri, kabak,
lahana, brokoli, turp, havug, patates, tatl patates, mung fasulyesi ve sogan dahil olmak
lizere sebze ekinlerinin ¢Ozlniir ekstraktlarinda arastirilmistir. Sonug¢ olarak, Gly I
aktivitesi sogan Oziitiinde (4540 nmol/min/mgP) yiiksek bulunmus, bu da Western blot
analizi ile tespit edilen kalin bandin Gly I'in anti serum tarafindan kismen
taninmasindan kaynaklanabilecegi Ongoriilmiistiir. Ayrica sogan oOziitli, alliin liyaz
(2069 nmol piruvat/mgP) icin en yiiksek 6zgiil etkinlik seviyesini de gostermistir. Gly
licin spesifik aktiviteler turp ve havucta orta derecedeyken bunun yani sira diger

sebzelerin ekstraktlar1 oldukga diisiik seviyelerde aktivite gosterdikleri tespit edilmistir
(Fujital 2007).
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Gly I kodlayan bir ¢cDNA, Gly I, domateste tuz kaynakli genlerin diferansiyel
taranmasiyla izole edilmistir (Paulus et al. 1993). Glyl ve Glyll fonksiyonlar1 agik¢a
anlasilamayan her yerde bulunan enzimlerdir (Thornalley 1990). Gly I tarafindan
kodlanan protein sirasiyla bakteri ve insan tarafindan izole edilen Gly I ile %49,4 ve
%358,5 benzerligi paylasmistir. Dahasi, Gly I eksprese eden maya hiicreleri,
doniistiiriilmemis hiicrelere gore 20 kat daha yiiksek bir Gly I spesifik aktivitesi
gosterdigi bulunmustur. Hem Gly I mRNA hem de Gly I polipeptit seviyeleri, ya NaCl,
manitol ya da absisik asit (ABA) ile islenmis bitkilerde 2-3 kat arttig1 bulunmustur.
Immino histokimyasal lokalizasyon, Gly I'in, tiim hiicre tiplerinde eksprese edildigini ve
floem kalburlu elemanlarinda tercihli birikim oldugunu gostermistir. Bu ifade bicimi,
tuz stresi sonucubir degisime ugramamistir. Gly I'in artan ifadesinin, ATP iretimi igin
daha yiliksek bir talep olusturdugu ve tuz stresli bitkilerde glikoliz artisina bagh
olabilecegi onerilmistir (Espartero et al. 1995).

Glioksalaz yolu enzimlerinden olan Gly II, piringten (Osglyll) klonlanan cDNA, 336
amino asidin bir polipeptidini kodlayan 1010 bp agik okuma gergevesine ve 8.08
tahmini bir izoelektrik noktasina sahip 1623 niikleotidden olustugu bulunmustur (Maiti
et al. 1997). Osgly Il'yi asir1 ifade eden E. coli, yilksek MG konsantrasyonlarinda
biiyiiyebildigi bulunmustur (Veena et al. 1999). Piringte transkript analizi, ¢esitli
abiyotik streslerden yani sira absisik asit veya salisilik asit ile muamele edilerek Osglyll
geninin ekspresyonunun 15 dakika iginde uyarildigini da géstermistir. Osglyll geninin
bu cok adimli cevabi, bitkilerindeki ¢esitli streslere karsi tolerans gelistirmek igin

gelecekteki faydalarini belgelemektedir (Yadav et al. 2007).

Kuraklik stresine maruz birakilan mercimek fidelerinde prolin ve betain kaynakli GST
ve Gly I'in modiilasyonlar1 arastirilmistir. Test edilen 7 mercimek ¢esidi arasinda,
BARI mosur 2'de GST ve Gly I'in daha yiiksek aktivitelere sahip oldugu bulunmustur.
Kuraklik stresi, stresin farkli donemlerinde GSH, GSSG ve H20: igerikleri ve GST ve
Gly I aktivitelerinde belirgin bir artisa neden olurken, kisa donemde GST aktivitesinde
onemli Olglide bir azalisa neden olmustur (Noctor et al. 2012). Bununla birlikte,

kuraklik stresiyle 15 mM betain veya prolin'nin ekzojen uygulamasi, kontrol ve
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kurakliga maruz kalmis bitkiler ile karsilastirildiginda GSH igeriginde bir artisa, GST
ve Gly I'in yiiksek aktivitelerinin siirdiiriilmesine ve GSSG ve H20: igeriginde bir
azalmaya neden oldugu bulunmustur (Shalata et al. 2001; Aravind and Prasad 2005).
Bu sonuglarla, hiicrenin ROS ve MG detoksifikasyon sisteminin toksik etkilerinden

korunmasinda énemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Molla et al. 2014).

Daha once, Gly I'in tuzluluk toleransin1i vermede muhtemel bir aday gen olarak
potansiyeli belirtilmistir (Espartero et al. 1995). Burada Gly I ve GlylI'nin asiri
ekspresyonunun birlikte gelistirilmis tuzluluk toleransina sahip oldugunu ve bdylece
bitkilerde stres toleransini manipiile etmek i¢in etkili olan farkli bir strateji sundugu
bildirilmistir (Veena et al. 1999). Gly II genini, transforme edilmemis bitkilerde tek
bagima ya da Gly I transgenik arka planinda asir1 ifade ettik.. Transgenik bitkilerin her iki
tiirii de enzim aktivitesini yiikseltmis ve yabanci proteini istikrarli bir sekilde eksprese
etmistirler. Transformant olmayanlarla karsilagtirildiginda, birka¢ bagimsiz glioksalaz II
transgenik hat, yiiksek MG ve NaCl konsantrasyonuna maruz kalmanin tolere edilmesi
icin gelistirilmis bir yetenek gdsterdi. Ayrica, siirekli tuzluluk stresi kosullar1 altinda
normal canli tohumlar iiretebildigi de goriilmiistiir. Bu sonuglar, mahsul bitkilerindeki
verimi etkilemeksizin artan tuzluluk toleransi igin glioksalaz sisteminin manipiilasyon

potansiyelini vurgulamistir (Singla-Pareek et al. 2003).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolabi . Arcgelik
Derin dondurucu (-20°C) . Argelik
Derin dondurucu (-80°C) : NUAIRE

Hassas terazi : Shimadzu AY220

Karistirict . Fisons Whirlimixer

Manyetik karistirici : Chiltern HS31

Masa santrifiijii : Hettich EBA 21

Otomatik pipetler : Ependhof, Axigen

pH metre . Seven Compact

Soguk su banyosu : Huber Polystat CC1

Kuru Blok inkiibator : Allsheng

Sicak su banyosu : Wise Bath Fuzzy Control System
Sogutmali santrifiij : Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre : Shimadzu UV mini-1240
Homojenizator : Wiggen Hauser D- 500

Iklim dolab1 : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalar

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanis sekilleri asagida
belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Fluka sirketlerinden

temin edilmistir.

1. 750 uM SNP (SNP 6n uygulamasi i¢in): 0.1115 g SNP 300 ml saf suda ¢oziilmiis ve
son hacim saf su ile 500ml’ye tamamlanarak stok ¢dzelti hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden

100 ml alinarak tohumlara 6n uygulama yapilmistir.
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2. 500 uM SNP (SNP 6n uygulamasi igin): 750 uM SNP stok ¢ozeltisinden 67 ml
alinarak son hacmi saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

3. 1 mM SA (SA 6n uygulamasi i¢in):0,0276 g SA 150 ml saf suda ¢ozdiiriiliip daha
sonra son hacmi saf su ile 200 ml’ye tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlanmstir.

4. 0.1 mM SA (SA 6n uygulamasi i¢in): 1 mM SA stok ¢ozeltisinden 10 ml alinip saf
su ile hacmi 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

5. 0.50 mM H,S (H2S 6n uygulamasi igin): 0,0140 g H2S alinip 300 ml saf suda
¢Ozdiirtiliip daha sonra saf su ile son hacmi 500 ml’ye tamamlanarak stok c¢ozelti
hazirlanmastir.

6. 0.25 mM H,S (H2S 6n uygulamasi igin): 0.50 mM HsS stok ¢ozeltisinden 50 ml
aliip saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

7. 5 mM MG (MG 6n uygulamasi ve petri ekimi i¢in): 1,5397 ml MG pipetlenip 1500
ml saf suda ¢oziiliip daha sonra son hacmi saf su ile 2000 ml’ye tamamlanarak stok
¢ozelti hazirlanmistir.

8. 1 mM MG (MG 6n uygulamasi ve petri ekimi i¢in): 5 mM MG stok ¢ozeltisinden
300 ml alinip saf su ile hacmi 1500 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

9. 0.1 M KH2POs (pH: 6,75) (Protein tayini i¢in): 3,4 g KH2PO4 200 ml saf suda
¢Oziilmiis, 1 N NaOH kullanilarak pH 6,5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250
ml’ye tamamlanmaistir.

10. BCA reaktifi (protein tayini ig¢in): 15 ml Bicionchonic asit 0,3 ml FeCls ile
karistirilir.

11.0.1 M KH2POs4 (pH: 6,75), %1 PVP, 1 mM EDTA (antioksidan enzimlerin
homojenizasyon tamponu) : 3,4 g KH2POs 200 ml saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH
kullanilarak pH: 6,75’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanmis ve
tizerine 2,5 g PVP ve 0,073 g EDTA ilave edilmistir.

12.103.5 mM KH2POg4, pH: 7,5 (CAT aktivitesi 6l¢iim tamponu): 3,504 g KH2PQOg4, 150
ml saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7,5’e ayarlanmis ve hacim saf su ile 250 ml'ye
tamamlanmuistir.

13.40 mM H20, ¢ozeltisi (CAT aktivitesi Ol¢iimii i¢in substrat ¢dzeltisi): 860 pl
%35°1ik H2O2 alinip hacmi saf su ile 250 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

14.5 mM H20; ¢ozeltisi (CAT aktivitesi standart grafik i¢in kullanilan): 43 pl %35’luk

H20: alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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15. 50 mM NaxHPOg4, pH: 7,0 (APX aktivitesi ol¢ltimiinde kullanilan tampon ¢ozeltisi):
3,90 g Na2HPO4 alinarak 300 ml saf suda ¢oziilmiis ve pH: 7,0’ye ayarlandiktan sonra
hacim saf su ile 500 ml'ye tamamlanmustir.

16.0.5 mM Askorbik asid (APX aktivitesi Ol¢timiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):
0,0440 g askorbik asid tartilarak 50 mM NaxHPOs (pH: 7,0) igerisinde eklenerek
¢Ozdiirilmiistiir.

17.2 mM H20, (APX aktivitesi dlgiimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi): 86 ul H202
pipetlenip daha dnce hazirlanan 50 mM NaHPOg4 (pH: 7,0) igerisine eklenmistir.

18. 0.1 mM EDTA (APX aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi): 0,0185 g
EDTA tartilip daha dnce hazirlanan 50 mM NazHPOg4 (pH: 7,0) igerisine eklenmistir.
19. 50 mM KH2POs (pH: 7,8) (SOD igin tampon ¢ozelti): 2,041 g KH2PO4 200 ml saf
suda c¢oziilmiis, pH: 7.,8’e ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 300 ml’ye
tamamlanmaistir.

20. 13 mM Methionine ¢ozeltisi (SOD reaksiyon karigimi igin): 0,581 g Methionine
alinir, 10. maddede hazirlanmis olan 300 ml 50 mM KH2PO4 tamponu igerisine ilave
edilerek ¢oziiliir.

21. 75 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0,0183 g
NBT alinir, 10. maddede hazirlanmis olan 300 ml 50 mM KHPO4 tamponu igerisine
ilave edilerek ¢oziiliir.

22.0.1 mM EDTA (SOD reaksiyon karigimi i¢in): 0,0111 g EDTA alinir, 10. maddede
hazirlanmis olan 300 ml 50 mM KH2PO4 tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziliir.

23. 2 uM riboflavin (SOD aktivitesi i¢in 2. Cozelti): 0,005 g riboflavin, 15 ml saf suda
¢oOziilmiis, 3 ml’lik reaksiyon karisiminin 2 uM riboflavin i¢ermesi i¢in 60 pl riboflavin
alinmustir.

24. %5’lik TCA-trikloroasetik asit (Lipid peroksidasyon i¢in homojenizasyon ¢ozeltisi)
: 100 ml saf su icerisine 5 g TCA 1ilave edilerek ¢oziiliir.

25. %0,5’lik TBA-tiobarbutirik asit (Lipid peroksidasyon i¢in reaksiyon ¢ozeltisi): 100
ml saf su i¢cine 20 gram TCA ¢oziiliir ve daha sonra igerisine %0,5 TBA ilave edilerek
lyice ¢coziinmesi saglanir.

26. 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) (GR aktivitesi i¢in): 0,0061 g GSSG, 10 ml saf

su i¢erisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
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27.50 mM Tris-HCI1 (GR aktivitesi igin): 7,092 g Tris bir miktar saf su igerisinde
¢oziiliir, sonra pH:7,8’e ayarlanir ve son hacim 450 ml’ye tamamlanir.

28.1 mM EDTA (GR aktivitesi i¢in): 0,1669 g EDTA bir miktar saf suda
¢Oziindiirtildiikten sonra 50 mM Tris-HCI i¢erisine ilave edilmistir.

29.0.2 mM NADPH (GR aktivitesi i¢in): 0,075 g NADPH bir miktar saf suda
¢oziindiiriildiikten sonra 50 mM Tris-HCl igerisine ilave edilmistir.

30.5 mM MgCl, (GR aktivitesi ig¢in): 0,2142 g MgCl, bir miktar saf suda
¢oOziindiriildiikten sonra 50 mM Tris-HCl igerisine ilave edilmistir.

31.0.1 M KH:PO4 (GPX aktivitesi): 6,804 g KH:PO4 tartilip bir miktar saf suda
¢oOziindiiriildiikten sonra pH’1 7,0’a ayarlanip son hacmi 500 ml’ye tamamlandirilmistir.
32.5 mM Guaicol (GPX aktivitesi): 280 ul guaicol pipetle 0.1 M KH2POj igerisine
eklenmistir.

33.15 mM H;0; (GPX aktivitesi): 646 ul H202 pipetle 0.1 M KH.POs igerisine
eklenmistir.

34. 65 mM KH:POq (siiperoksit anyonu metodu i¢in homojenizasyon ¢ozeltisi): 2,653 g
KH2POg4 bir miktar saf suda ¢6ziindiiriildiikten ve daha sonra pH 7,8’e ayarlanarak son
hacim 300 ml’ye tamamlanir.

35.65 mM KH:POs (siiperoksit anyon igerigi icin): 170 ml homojenizasyon
tamponundan alinip kullanilmaistir.

36. 10 mM hidroksillamin (siiperoksit anyon igerigi i¢in): 0,0138 g hidroksillamin 20 ml
saf su icerisinde ¢oziiliir.

37.17 mM Aminobenzene Siilfanic Acid (siiperoksit anyon igerigi i¢in): 0,5886 g
Aminobenzene Siilfanic Acid 200 ml saf suda ¢oziiliir.

38. 17 mM naftilamin (siiperoksit anyon igerigi igin): 0,4860 g naftilamin 200 ml saf su
igerisinde ¢oziiliir.

39. 10 ml Aseton, H2O2 miktarinin belirlenmesinde homojenat i¢in kullanilmistir.

40. %5’lik Ti(SOas)2 (titanyum disiilfat ¢ozeltisi) (H2O2 miktarinin belirlenmesinde
kullanilir): 1,5 gram Ti(SO4)2 30 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

41. %19’luk NH40H (H20:> belirlenmesinde kullanilan): 10,4 ml NHz 40 ml saf suda

coziilerek son hacmi 50 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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42. 2 M’lik H2SO4 (H202 miktarmin belirlenmesinde kullanilan): 80 ml %98°1lik H2SO4
almmig 250 ml saf su igerisine ilave edildikten sonra 400 ml’ye tamamlanarak
hazirlanmistir.

43.0.1 M NaxHPOs (Gly I ve Gly II homojenizasyon ¢ozeltisi): 6,244 g NaaHPO4 bir
miktar saf suda ¢ozlindiirildiikten ve daha sonra pH 7,0’a ayarlanarak son hacmi 400
ml’ye tamamlanir.

44.16 mM MgSOs (Gly I ve Gly II homojenizasyon ¢6zeltisi): 1,692 g MgSQs tartilip
bir miktar saf suda ¢6ziindiiriildiikten sonra 0.1 M Na2HPOus i¢erisine eklenir.

45. 0.2 mM PMSF (Gly I ve Gly II homojenizasyon ¢ozeltisi): 0,0139 g PMSF tartilip
bir miktar saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra 0.1 M Na;HPOj igerisine eklenir.

46. %5 Glycerol (Gly I ve Gly II homojenizasyon ¢6zeltisi): 20 ml Glycerol pipetle 0.1
M NazHPOys igerisine eklenir.

47.%0.2 PVP (Gly I ve Gly II homojenizasyon ¢ozeltisi): 0,8 g PVP tartilip bir miktar
saf suda ¢oziindiirtildiikten sonra 0.1 M Na,HPOjs igerisine eklenir.

48.0.1 M NaHPO4 (Gly | aktivitesi): 5460 g Na;HPOs bir miktar saf suda
¢oziindiiriildiikten ve daha sonra pH 7,5’e ayarlanarak son hacmi 350 ml’ye tamamlanir.
49. 3.5 mM MG (Gly I aktivitesi): 188 u MG pipetle 0.1 M Na,HPOjs igerisine eklenir.
50.1.7 mM GSH (Gly 1 aktivitesi): 0,1827 g tartilip bir miktar saf suda
¢Oziindiiriildiikten sonra 0.1 M NaxHPOgs igerisine eklenir.

51.16 mM MgSOs (Gly | aktivitesi): 1,480 g MgSOs tartilip bir miktar saf suda
¢oOziindiiriildiikten sonra 0.1 M Na;HPOg igerisine eklenir.

52.50 mM Tris-HCI (Gly Il aktivitesi): 2,119 g Tris bir miktar saf suda
coziindiiriildiikten sonra pH’t 7,5’¢ ayarlanarak son hacmi 175 ml’ye
tamamlandirilmistir.

53.16 mM MgSOs4 (Gly Il aktivitesi): 0,740 g MgSO;4 tartilip bir miktar saf suda
¢oziindiiriildiikten sonra 50 mM Tris-HCl igerisine eklenir.

54.300 uM SLG (Gly II aktivitesi): 0,0199 g SLG tartilip bir miktar saf suda
¢Oziindiiriildiikten sonra 50 mM Tris-HCl igerisine eklenir.

55.3.5 mM MG (Gly II aktivitesi): 94 ul MG pipetle 50 mM Tris-HCI igerisine

eklenmistir.
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56.0.5 M perchloricorik acid (igsel MG’nin belirlenmesi i¢in homojenizasyon
cozeltisi): 6,450 ml perklorik asit bir miktar saf suya pipetlendirildikten sonra son hacmi
150 mI’ye tamamlandirilmistir.

57.7.2 mM 1,2-diaminobenzene (igsel MG igerigini belirlemek igin): 0,0155 g 1,2-
diaminobenzene bir miktar saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra son hacmi 20 ml’ye
tamamlandirilmistir.

58. 5 M perchloric acid (igsel MG igerigini belirlemek icin): 4,270 ml perchloric acid

bir miktar saf suya pipetlenenip daha sonra son hacmi 10 ml’ye tamamlandirilmistir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitki tohumlarimin cimlendirilmesi

Bu arastirmada, monokotil bir bitki olan misir (Zea mays cv. Arifiye) kullanilmustir.
Misir bitkisine ait tohumlar, May Tohumculuk’tan temin edilmistir. Elde edilen
tohumlarin sterilizasyonu, birka¢ kez ¢esme suyu ile yikandiktan sonra %10’luk ticari
camasir suyunda 5 dk bekletilerek daha sonra ¢cesme suyuyla iyice yikanip hafif alkol
sikilarak tekrar cesme suyuyla yikanmis ve en son saf su ile iyice yikanarak yapilmigtir.
Bitkiler Petri ortaminda yetistirilmistir. Bitkilerin yetistirildigi petri 6nce %10’luk
camasir suyuyla yikanip bulasik makinasinda 70°C’de 3 defa yikandiktan sonar
alkollenmis ve en son saf su ile iyice yikanarak etiiv de 200°C’de 2 saat bekletilerek
steril edilmistir. Buna ek olarak petri icine konulan kurutma kagitlar1 steril makas
tarafindan petrilere gore kesilerek petrilerle beraber etiiv de steril edilmistir. Bitkiler bir

iklim dolabin da 25°C 5 giin siireyle ¢imlendirilmeye birakilmistir.

Amag kisminda da anlatildigr gibi bu arastirmada bitkilere birer sinyal bilesik olan
Nitrik oksit (NO), Salisilik asid (SA) ve Hidrojen siilfiir (H2S) uygulanmistir. Ancak
burda 6nemli bir nokta olan NO, gaz formunda bir bilesik oldugundan hassas ve dengeli
uygulanmasi1 pek miimkiin degildir. Bu sebeple arastirmamizda suda ¢oziinerek bitki
icerisine alindiginda pargalanarak NO {ireten bir bilesik olan Sodyum nitroprussid

(SNP) kullanilmigtir. Bu ylizden SNP‘ye bu o6zelliginden dolay1 NO dondrii
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denilmektedir. Steril edilmis misir (Zea mays cv. Arifiye) tohumlar1 ¢imlenmeden dnce
farkli konsantrasyonlarda 8 saat SA (0.0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.75 ve 1 mM), SNP (0.0,50,
100, 200, 300, 400, 750, 1000 uM) ve H.S (0.0,0.25, 0.50, 1.0, 1.5 ve 2.0 mM)
¢ozeltilerinde 6n 1slatmaya maruz birakilmis ve daha sonra farkli konsantrasyonlarda
MG (1,3,5,10 mM) cozeltileri iceren petri kaplarina ekilmislerdir. Ayrica MG’nin tek
basina etkisini degerlendirmek igin tohumlar saf suda 8 saatlik 6n 1slanmadan sonra
bulunduklar1 petri ortamma MG’nin (1, 3, 5 ve 10 mM) farkli konsantrasyonlar1
uygulanarak ¢imlendirilmistir. Yapilan 6n denemelerle SA (0.1 ve 1 mM), SNP (500 ve
750uM), H2S (0.25 ve 0.50 mM) ve MG (1 ve 3 mM) calismada kullanilacak

konsantrasyonlar olarak belirlenmistir.

Calismalar da kullanilacak taze doku Ornekleri igin belirlenen konsantrasyonlarda SA
(0.1 ve 1 mM), SNP (500 ve 750uM), H>S (0.25 ve 0.50 mM) ve MG (1 ve 3 mM) esas
ekimleri yapilarak 5. giiniin sonunda hasat1 yapilmis ve alinan taze doku 6rnekleri -80°C
de saklanarak asagidaki parametrelerin analizinde kaynak olarak kullanilmistir. Bu
calismada, her uygulama i¢in igerisinde 10 adet misir tohumu barindiran 90 petrilik bir
ekim yapilmistir ve bunlarin SNP, SA, H.S ve MG uygulamalarin grup diizeni
asagidaki gibi olmustur.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan gruplarin tablosu

Kontrol Kontrol Kontrol

0.1 mM SA 0.25 mM H.S 500 uM SNP
1 mM SA 0.50 mM H,S 750 uM SNP
1 mM MG 1 mM MG 1 mM MG
3mM MG 3mM MG 3mM MG

0.ImMMSA+1mM MG | 0.25mMM H:S+1mM MG | 500 uM SNP + 1 mM MG
1 mM SA +1mM MG 0.50 MM HzS + 1 mM MG | 750 uM SNP + I mM MG
0.1mMMSA+3mMMG | 0.25mM H.S+3 mM MG | 500 uM SNP + 3 mM MG
1 mM SA + 3 mM MG 0.50 MM H2S + 3 mM MG | 750 uM SNP + 3 mM MG
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3.4. T¢sel Metilglioksal’mn (MG) Belirlenmesi

Taze bitki dokular1 (0.5 g) bir havanda siv1 azot icinde dgiitiiliir. Oziite 2.5 ml 0.5 M
perklorik asit ilave edilir ve 4°C de santrifiijlenir (12 000 g). Ekstrakt 15 dk. oda
sicakliginda tutulur ve tekrar ayni sartlarda santrifiijlenir. Siipernatan bir tiipe alinir ve
MG Olgiimii i¢in hazirdir. Standart Ol¢iim ortami, 250 pl of 7.2 mM 1,2-
diaminobenzene, 100 pul of 5 M perklorik asit ve 650 pl siipertanatttan olusur. Karigimin
absorbansi 30 dk sonra 336 nm de 6lgiiliir (Kalapos 1999).
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Sekil 3.1. icsel MG 6lciimiinde kullanilan standart grafik

3.5. Glioksalaz | ve Glioksalaz Il Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.5.1. Glioksalaz |

Taze bitki dokular1 (0.5 g) bir havanda siv1 azot icinde ogiitiiliir. Oziite 2.5 0.1 M
sodium phosphate buffer (pH 7.0; 50% glycerol; 16 mM MgSOs4, 0.2 mM PMSF ve
0.2% PVP’den olusan) eklenerek iyice homojenize edilir ve 4°C’de santrifiijlenir (12
000 g).. Standart 6l¢iim ortami, 0.1 M sodium phosphate buffer tamponundan (pH 7.5;
3.5 mM MG; 1.7 mM GSH; 16 mM MgSOs’den olusan) olusmaktadir. Karisimin
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absorbansi 240 nm de 6l¢iiliir (Kalapos 1999). Bu ortalama absorbans degerleri, standart
grafik yardimiyla umol cinsinden 25°C’de, 1 dakika iginde, absorbansi 1 pmol azaltan
enzim miktar1 1 enzim {initesi olarak kabul edilir ve sonuglar mg protein basina diisen

enzim iinitesi (U.mg™ protein) olarak sunulur.

3.5.2. Glioksalaz Il

Taze bitki dokular1 (0,5 g) bir havanda siv1 azot iginde ogiitiiliir. Oziite 2.5 0.1 M
sodium phosphate buffer (pH 7.0; 50% glycerol; 16 mM MgSOa, 0.2 mM PMSF ve
0.2% PVP’den olusan) eklenerek iyice homojenize edilir ve 4°C’de santrifiijlenir (12
000 g). Standart 6l¢iim ortami, 50 mM Tris—HCI er tamponundan (pH 7.5; 3.5 mM MG
300 uM SLG; 16 mM MgSOs’den olusan) olugsmaktadir. Karigimin absorbansi 240 nm
de ol¢iiliir (Kalapos 1999). Bu ortalama absorbans degerleri, standart grafik yardimiyla
umol cinsinden 25°C’de, 1 dakika i¢inde, absorbansi 1 pmol azaltan enzim miktart 1
enzim tnitesi olarak kabul edilir ve sonuglar mg protein basina diisen enzim iinitesi

(U.mg* protein) olarak sunulur.

3.6. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Antioksidan enzimlerin ¢cogu (SOD, CAT, APX, GPX, GR gibi) oksidatif zarardan

bitkileri korumaya yardimci olur.

3.6.1. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme temeline dayanir
(Yordanova et al. 2004). Reaksiyon karisiminda (3 ml); S0 mM KH2PO4 (pH: 7.8), 13
mM metiyonin, 75 pM NBT, 2 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA bulunmaktadir.
Aktivite 6l¢iimii i¢cin 3 ml spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igermeyen

reaksiyon Kkarisimdan 2.58 ml alinip {izerine 30 pl enzim ekstrakti ilave edildi.
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Reaksiyon, tiip iizerine 100 pM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 60 pl pipetlenip
karigtirildiktan sonra, beyaz bir 151k kaynagi Oniine yerlestirmek suretiyle baslatildi.
Tip, 1s1tk kaynagmin karsisinda 15 dk birakildi ve reaksiyon 1sik kaynaginin
kapatilmasiyla durduruldu. 15 dk igerisinde NBT nin renk acilma yogunlugu 560 nm’de
kore karst okundu. Kor; ayni islemin enzimsiz oOrneginden olusturuldu. SOD
aktivitesinin 1 tinitesi, 560 nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna
neden olan enzim miktari, 1 enzim iinitesi olarak kabul edildi ve degerler U.mg™ protein

olarak sunuldu.

3.6.2. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢cin Gong et al. (2001) tarafindan Onerilen metot
kullanildi. Bu metot, katalazin ortamdaki H202 nin oksijen ve suya doniisiimii esnasinda
meydana gelen absorbans degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasmna dayanir. Once
reaksiyonda azalan H2O> miktarini belirlemek igin standart grafik hazirlandi. Standart
grafik (Sekil 2.1) hazirlamak i¢in, 5 mM H70; ¢ozeltisinden 3 ml'lik spektrofotometre
tiiplerine sirasiyla; 0,15, 0,3, 0,45, 0,6, 0,75, 0,9, 1.05, 1,2, 1,35 ve 1,5 ml ilave edildi ve
tiiplerin hacimleri saf su ile 1,5 ml‘ye tamamlandiktan sonra her tiipe 1.47 ml 103,5 mM
KH2PO4 ve 30 pl su ilave edildi. Hazirlanan karisimin absorbansi spektrofotometrede
240 nm’de kore kars1 okunur ve absorbans degerlerine karsilik gelen uM H202 degerleri
kullanarak standart grafik elde edildi. Aktivite 6lgtimii igin 3 ml‘lik spektrofotometre
kiivetine, 103 mM KH2POs; tamponundan 1,475 ml ve 40 mM’lik H2O: substrat
cozeltisinden 1,5 ml konulduktan sonra, 25 pl enzim ekstrakti ilave edildi.
Spektrofotometrede 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika araliklarla kore karsi
absorbans1 okundu ve absorbansin dogrusal olarak azaldigi araliktan dakika bagina
absorbans azalmasi hesaplandi. Bu ortalama absorbans degerleri, standart grafik
yardimiyla pmol cinsinden H2O> miktarina doniistiiriildii. 25°C’de, 1 dakika iginde,
absorbansi 1 umol azaltan enzim miktar1 1 enzim tinitesi olarak kabul edildi ve sonuglar

mg protein bagina diisen enzim iinitesi (U.mg™ protein) olarak sunuldu.
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Sekil 3.2. Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan standart grafik
3.6.3. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Reaksiyon karisimi (3 mi), 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) icinde 0.5 mM
askorbik asit (AsA), 2 mM H202, 0.1 mM EDTA igerir (E =2.8 mM 1 cm 1). Bir
spektrofotometrede (3 mi), 2.90 ml reaksiyon karisimi pipetlenir. Enzim ekstresi 50 ul
eklenerek reaksiyon baslar. (Eger reaksiyon ¢ok hizli olursa, enzim miktari azaltilabilir,
aksi takdirde arttirilabilir). Reaksiyonun absorbansi, 1 dakika aralikla 3 dakika boyunca
290 nm'de bir spektrofotometre tizerinde izlenir. 3 dakika boyunca absorbansin
azaltilmas1 kaydedilir ve hesaplama icin degerlendirilir. Hesaplamak i¢in, dogrusal
artisin gergeklestirildigi aralik kullanilir. Bir birim APX aktivitesi, 1 umol askorbik
asidi oksitlenmis min™ mg protein™i ayristirmak igin gereken miktar olarak tanimlanir

(Wang et al. 2010).

3.6.4. Guaicol peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

5 mM guaicol ve 15 mM H202 igeren 3 ml 0.1 M, NaH2P04 (pH: 7) iceren bir
spektrofotometre kiivetine yerlestirilir. Enzim ekstresi 10 ul eklenerek reaksiyon baslar.

(Eger reaksiyon ¢ok hizli olursa, enzim miktar1 azaltilabilir, aksi takdirde arttirilabilir).
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Reaksiyonun absorbansi, 1 dakika ile 5 dakika boyunca 470 nm'de bir spektrofotometre
tizerinde izlenir. 5 dakika boyunca absorbans artisi kaydedilir ve hesaplama igin
degerlendirilir. Hesaplamak i¢in, dogrusal artisin gerceklestirildigi aralik kullanilir. 1
dakika boyunca 25°C'de absorbans seviyesini 0.01 arttiran enzim miktar1 1 Birim Enzim

olarak kabul edilir ve elde edilen sonu¢ EU / mg proteini olarak verilir (Ye et al. 2002).

3.6.5. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz aktivitesi (GR) aktivitesi Jithesh et al. (2006)’nin ¢alistig1 yonteme
gore yapilacaktir. Aktivite dl¢limiinde (3 ml) 50 mM Tris-HCI (pH: 7.5) icerisinde 200
ul EDTA (0.5 mM), 500 ul NADPH ve 250 ul GSSG igeren karisima 10-100 ul enzim
oziitl ilave edilecektir. NADPH ‘in oksidasyonu 340 nm’de 5 dakika boyunca absorbans

azalmasi Olgiilerek belirlenir.

3.7. Lipid Peroksidasyonu (MDA olarak) iceriginin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0.5 g yaprak almarak 5 ml %5’lik TCA i¢inde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.000 xg‘de 15 dakika santrifiij edilir. Tiipiin
siipernatant kismindan 4 ml alinarak tizerine 1 ml %0,5 lik TBA ¢o6zeltisi ilave edilir.
Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edilir ve reaksiyon tiiplerin buz
banyosuna alinmasiyla durdurulur. Ornekler tekrar 10000 x g’de 10 dakika santrifii]
edilir. Siipernatant kismi alinarak absorbansi 532 nm’de okunur ve daha sonra 600 nm

deki non-spesifik absorbsiyon i¢in absorbans degeri belirlenir.

Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de Olgiilen absorbans degerinden 600
nm’de belirlenen degeri ¢ikarilir ve 1 ml c¢ozeltideki MDA (nmol/ml): [(A532-
A600)/155000] X 10° formiiliiyle hesaplanir. Sonuglar MDA (nmol/gram doku)
seklinde verilir (Ananieva et al. 2002).
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3.8. Hidrojen Peroksit (H202) Miktarinin Belirlenmesi

Taze bitki dokusundan alinan 0.5 gr doku 6rnegi sivi azotla havanda iyice homojenize
edilmistir. Daha sonar tizerine 5 ml soguk aseton (-20°C) ilave edilip iyice homojenize
olana kadar havan da o6gitiilmiistiir. Homojenat ependorf tiiplere aktarilarak +4°C‘de
10.000 xg‘de 15 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij sonras1 slipernatanttan
1.5 ml alinarak {izerine sirastyla 0.15 ml %5‘lik Ti(SO4)2 ve 0.3 ml %19‘luk NH4OH
ilave edilerek vortekslenmistir. Cokelek olustuktan sonra karisim +4°C‘de 8.500 xg‘de
15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi1 dikkatli bir sekilde atildiktan sonra tiipte
kalan pelet iizerine 2 M‘lik H2SO4 ¢ozeltisinden 3 ml ilave edilip vortekslenmistir. Iyice
¢oziilen pelet 415 nm absorbansda oOlgiilmiistir (Xu et al. 2006). Standart grafigi
hazirlamak i¢in 3 mM‘lik %35°lik H20> stok c¢ozeltisi kullanilmistir. Stok ¢ozeltiden
tiiplere sirasiyla 3.6, 7.2, 10.8, 14.4, 18, 21.6, 25.2, 28.8, 32.4 ve 36 ng H20: igeren
hacimler alinmis ve tizerleri aseton ile 1.5 ml‘ye tamamlanmistir Daha sonra karisim
tizerine 0.15 ml %5°lik Ti(SO4)2 ve 0.3 ml %19°luk NH4OH eklenmistir. Tiipte ¢okelek
olustuktan sonra +4°C‘de 8.500 xg‘de 15 dk daha santrifiij edilmistir. Siipernatanti
atilan tiiplerdeki peletin iizerine 3 ml 2 M‘lik H2SO4 eklenip ¢oziildiikkten sonra
absorbans1 415 nm‘de kore karst okunmustur. Her bir absorbansa karsilik gelen pg

(H202) degerlerinden faydalanarak standart grafik olusturulmustur.

1,6 -
1.4 -
1,2 A

0,8 -
0,6
0,4
0,2

Absorbans (415 nm)

0 1.8 3.6 5,4 7,2 9 108 12,6 144 16,2 18

H,0, miktar (ng)

Sekil 3.3. Hidrojen peroksit (H202) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik
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3.9. Siiperoksid Anyonu miktarinin belirlenmesi

Taze doku (0.5 g) 2 ml 65 mM soguk fosfat tamponunda (pH:7.8) homojenize edilir.
Homojenat 5000 xg de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatanttan 1 ml alinir iizerine 0.9
ml fosfat tamponu ve 0.1 ml 10 mM hydroxylamine hydrochloride eklenir. Cozelti
karigtirtlir ve 20 dakika 25°C’de inkiibe edilir. Daha sonra karigimdan 1 ml alinir
tizerine 1 ml 17 mM aminobenzene sulfonic acid ve 1 ml 17 mM 1-naphtylamme
eklenir karistirilir ve 20 dakika 25°C’de inkiibe edilir. Karisima 3 ml n-butyl alcohol
eklendikten sonra spektrofotometre de 530 nm de Olgiiliir. Standart grafik i¢in farkl
miktardaki HNOz nin 530 nm deki abs degerlerine bakilir ve ¢izilir (Sekil 2.3).
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0 2 4 6 8 10
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Sekil 3.4. Siiperoksit anyon (O2") miktarini belirlemede kullanilan standart grafik
3.10. Protein Tayini

Yapraklar (0.5 gr) once siv1 azotta iyice ekstrakte edildi ve un haline gelen ekstrakt 4
kat hacimdeki 0.1 M fosfat tamponunda (pH: 6.75) havanda iyice ezilerek
homojenizasyon tamamlandi. Daha sonra homojenat 15.000 rpm’de 15 dk boyunca
santrifiij edildi. Protein tayini i¢in elde edilen berrak siipernatant kullanildi. Protein

miktar1 spektrofotometrik olarak tayin edildi. Bu siipernatantlar 6nce tamponla
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seyreltildi ve seyreltilmis 6ziitten, 20 pl alinip, 200 ul BCA (Bicionchonic asit+CuSQOz4)
reaktifiyle karistirildi ve karigim bir mikroplate i¢inde 60 °C’de 15 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrast oda 1sisina gelen Orneklerin absorbanslari bir mikroplate
spektrofotometrede 562 nm’de kore karsi okundu. Korde ornek yerine 20 pl saf su
kullanild1. Daha sonra, gerekli hesaplamalar standart grafik iizerinden yapilarak protein
miktarlar1 pg protein/gr doku olarak tayin edildi. Orneklerdeki protein miktarini
hesaplamak i¢in gerekli standart grafik su sekilde hazirlandi; 1 ml’sinde 1 mg saf
protein igeren standart sigir alblimin (BSA) ¢ozeltisinden 0, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 12.5 ug
protein igeren hacimler mikro platedeki kuyucuklarina yiiklendi ve biitlin tiiplerin
hacimleri saf su ile 20 pl’ye tamamlandi. Bu tiiplerin her birine 200 ul BCA reaktifi
ilave edilip karistirildi.K6r numune olarak 200 pl BCA reaktifi ve 20 pl saf su
kullanildi. Hazirlanan plate 60°C’de 15 dk inkiibe edildi ve sonra mikroplate Ki
orneklerin absorbanslart 562 nm’de kore karsi okundu. Yapilan spektrofotometrik
Olgiimler sonucunda, 562 nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen protein

miktarlar1 kullanilarak bir standart grafik elde edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik
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Istatistik analiz

Sonuglar, her bir uygulamadan ii¢ 6rnek (3 paralel) ve her bir 6rnekten 3 tekerriir
yapildiktan sonra elde edilen 9 degerin ortalamasidir. Sonuglarin karsilastirilmasi, SPSS
20 paket programi1 kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmis p<0.05

onem seviyesinde Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. MG, SNP, SAve H:2S Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Calismamizda en uygun MG, SNP, SA ve H3S konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin
misir tohumlan farklikonsantrasyonlarda SA (0,1, 0,3, 0,5, 0,75 ve 1 mM), SNP (50,
100, 200, 300, 500, 750, 1000 uM) ve H2S(0,25, 0,50, 1,0, 1,5 ve 2,0 mM)
cozeltilerinde 8 saat sismeye (On 1slatmaya) birakilmis ve daha sonra Petrilere
ekilmistir. Bu 6n galisgmanin 5. giiniinde hasat edilen fidelerde, kok-govde uzunlugu,
kuru agirlik, klorofil ve protein miktar: tayini ile lipid peroksidasyonu (MDA olarak)
seviyesi belirlenmistir. Buradan elde edilen bulgulara gore, her bir bilesigin (SA, SNP
ve H,S) musir fideleri i¢in toksik olmayan ve biiylime ile gelismelerini tesvik etmede en
uygun konsantrasyonlari1 belirlendi. Diger taraftan, calismamizda oksidatif stres ajani
olarak kullanilan MG’nin misir tohumlarinin ¢imlenme ve gelismesinde %25 ve %50
inhibisyona neden olan konsantrasyonlari belirlendi. Bunun i¢in MG’nin 1, 3, 5 ve 10
mM konsantrasyonlarinda denemeler yapildi. Yapilan 6n deneme bulgularina gore,
calisilacak en uygun konsantrasyonlar SNP i¢in 500 ve 750 uM, SA i¢in 0,1 ve 1
MM,H2Si¢in 0,25 ve 0,50 mM ve MG i¢inl ve 3 mM olarak belirlenmistir.

4.2. SNP, SA ve H2S Uygulamasimin MG Toksitesi Altindaki Fidelerde Cimlenme
ve Kok-govde Uzunluklar Uzerinde Etkileri

Calismamizdan elde edilen bulgulara gore, MG uygulamalart (1 ve 3 mM) musir
tohumlarinin ¢imlenme oranini (%) ve ¢imlenme hizin1 (burada sunulmamistir) dnemli
derecede (P<0,05) inhibe etmistir (Sekil 4.1-6). Ancak MG stresinden dnce tohumlara
uygulanan SNP, SA ve H2S uygulamalar1 ¢imlenmeyi iyilestirmis ve kontrole yakin

seviyelere ¢ikarmistir (Sekil 4.1-6).

Diger taraftan MG uygulamalart ¢imlenen misir fidelerinde hem kok hem de govde

uzunluklar tizerinde olumsuz etki yapmis, bu organlarin biiyiime ve gelisimini kontrole
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gore onemli (P<0,05) seviyelerde diisiirmiistiir (Sekil 4.1-6).MG’nin konsantrasyon
artisiyla olumsuz etkisinin artmasinin yaninda, MG inhibisyonu govdeye kiyasla kdk
uzunlugu tizerinde daha yiiksek olmustur (Sekil 4.1-6). SNP’nin 500 ve 750 uM ile
muamele edilmis ve sonra 1 ve 3 mM MG igeren ortamdaki (SNP+MG uygulamasi)
fidelerde, SNP’nin 6zellikle 750 uM’lik dozu 3 mM MG uygulamasinda hem kok hem
de govde uzunluklarinda kontroliine goére onemli iyilesmeler (P<0,05) saglamistir.
Benzer etki 0,5 mM H2S+1 mM MG uygulamasinda da belirlenmistir. Ancak SA+MG
uygulamalarinin higbiri kontroliine gore musir fidelerinde kdk ve govde iizerinde
anlamli (P>0,05) bir etki yapamamistir. Elde edilen bulgular genel olarak
degerlendirildiginde, MG ortaminda ¢imlenen musir tohumlarinda, MG toksitesinden
kaynakli olarak hem ¢imlenme orani azalmakta hem de ¢cimlenen fidelerin kok ve govde
uzunluklar1 6nemli seviyede diismektedir. Buna karsilik SNP, SA ve H,S ile 6n
uygulama yapilmis misir tohumlari ayn1t MG ortaminda ¢imlendiklerinde; SNP, SA ve
H2S uygulamalarimin hepsi MG etkisiyle diisen ¢imlenme oranini iyilestirebilmislerdir.
Ayni uygulamalardan 750 uM SNP ve 0,5 mM H2S uygulamalar ise ilave olarak
¢imlenen misir fidelerinin kok ve govde uzunluklarini da iyilestirebilmislerdir. SA

uygulamasi ise kok ve govde uzunlugu iizerinde anlaml etki yapamamustir.



45

120

100
80
60
4
2
0
>

(=)

Cimlenme Yiizdesi (%)

& <] s (€ (€] (€]
& EAC R
(S S BN ) D N Ne N
yooe A s & & =R
Q»c:' Q% Q% QGD
%Q e ) (\‘D
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Sekil 4.5. SA (mM) 6n uygulamasi yapildiktan sonra farkli MG ortaminda ¢imlenen
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Calismamizin bu asamasinda, misir tohumlar1 ekimden 6nce farkli seviyelerde SNP
(500 ve 750 uM), SA (0,1 ve 1 mM) ve H2S (0,25 ve 0,50 mM) ¢ozeltilerinde 8 saat 6n
1slatmaya (sismeye) maruz brrakilmistir. Dahasonra bu tohumlarl ve 3 mM MG
icerenPetrilere ekilmistir. Cimlenmenin 5. giliniinde hasat islemi yapilmis ve taze
dokular (kokve govde)deneysel parametrelerinin  belirleme calismalar1 igin
kullanilmigtir. Bu uygulamalardan sonra elde edilen dokularda antioksidan (SOD, GR,
GPX, CAT ve APX)veGly-1 ile Gly-II enzimlerin aktivitesi belirlenmistir. Ilave olarak,
igsel MG, LPO (MDA olarak), H2O> ve O:7seviyeleride calisilmistir. Calismada

uygulama deseni 6rnek olarak SNP uygulamasi alinirsa, asagidaki sekilde olmusur.

Kontrol: SNP ve MG uygulanmamis grup

Tek basina MG uygulamasi: 1 veya 3 mM MG uygulanmis grup

Tek basina SNP uygulamasi:500 veya 750 uM SNP uygulanmis grup

SNP+MG uygulamalari:500 uM SNP+1 mM MG;750 uM SNP+1 mM MG; 500 uM
SNP+3 mM MG; 750 uM SNP+3 mM MG

H2S (0,25 ve 0,50 mM) ve SA (0,1 ve 1 mM) uygulama desenleri de buna benzer
olmustur. Herbir gruba ait veriler, o gruba ait kontrol grubu verileri ile istatistik hata
(P<0,05) seviyesinde karsilastirilmis ve istatistik olarak anlamli bulgular asagida

sunulmustur.

4.3. Glioksalaz Yolu Enzimlerin Aktivitelerine Ait Bulgular

4.3.1. Glioksalaz I aktivitesine ait bulgular

Calismalarimizda tek basina MG uygulamasinda, ¢imlenen misir fidelerinin koklerinde
I mM MG uygulamasi, kontrole gore, Glioksalaz (Gly) I aktivitesini degistirmezken
(P>0,05), 3 mM MG uygulamas1 aktiviteyi onemli seviyede (P<0,05) artirmistir
(Cizelge 4.1-3). Ornegin 3 mM MG’de aktivite konrole gére kok ve gdvde de sirasiyla
%102-%37 artmustir. Yine fidelerin govdelerinde ise MG uygulamalar1 Gly I aktivitesi

tizerinde 6nemli (P>0,05) seviyede etkili olamamistir (Cizelge 4. 25). Calismamizda
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misir tohumlarina MG uygulamasindan 6nce SNP, SA ve H2S 6n muamelelerinin Gly I

aktivitesi iizerindeki etkileri agagida sunulmustur.

H>S 6n uygulamasindan sonra, MG’nin farkli ortamlarinda ¢imlenen misirfidelerinin
koklerinde tek basina 0,25 mM HzS uygulamasi Gly I aktivitesini diistiriirken 0,50 mM
H>S Gly I aktivitesinde artisa (P<0,05) neden olmustur (Cizelge 4.1). HS+MG
uygulamasi yapilan bitkilerin koklerinde ise 0,25 mM H>S+1 mM MG ve 0,50 mM
H2S+1 mM MG uygulamalarinda Gly I aktivitesi artmistir. Ilave olarak 0,25 mM H2S+3
mM MG uygulamasinda Gly I aktivitesindediiserken 0,50 mM H2S+3 mM MG’de
aktivite artirmistir (P<0,05).Ayn1 fidelerin govdelerinden elde edilen bulgularda
ise(Cizelge 4.1), tek basina 0,25 ve 0,50 mM H>S muameleleri, kontrollerine gore, Gly I
aktivitesini artirmistir (P<0,05). H2S+MG uygulamasi yapilanfidelerde ise 0,25 mM
H2S+1 MG grubunda 6nemli bir degisim goriilmezken (P>0,05) 0,50 mM H2S+1 MG
Gly I aktivitesini artirmistir (P<0,05). Ancak 0,25 ve 0,50 mM H>S uygulamalar1 3 mM
MG kosullarinda aktivite kontroliine gore anlamli diizeyde degismemistir (P>0,05).
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Cizelge 4.1. H,S (mM NaHS olarak) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde Gly I aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA240)/50pL fU/ S0 Eulgdoku | (AA240)/50uL EU/ S0r - Eusgdoku

Kontrol 0,0218+0,005 214,08 9,96 e 0,0340+0,006 216,94 14,1d
0,25 H,S 0,0207+0,002 187,44 8,72 f 0,0347+0,0058 355,45 23,1a
0,50 H,S 0,0240+0,004 267,91 10,04d | 0,0303+0,0044 250,93 16,3 ¢
1 MG 0,0194+0,001 149,72 7,18 ¢ 0,0263+0,003 177,2 119e
3 MG 0,0303+0,001 348,26 20,13 b | 0,0363+0,003 284,44 194 b
0,25 H,S +1MG | 0,0267+0,008 222,78 10,65d | 0,0250+0,0036 170,16 114e
0,50 H,S +1MG | 0,0177+0,008 178,24 8,82 f 0,0317+0,0006 208,81 13,9d
0,25 H,S +3MG | 0,0233+0,001 307,70 16,43 ¢ | 0,0333+0,0044 272,63 185b
0,50 H,S +3MG | 0,0370+0,003 394,86 22,82a | 0,0327+0,0036 271,19 18,4 b

Diger taraftan, 500 ve 750 uM SNP 6n uygulamasindan sonra 1 ve 3 mM MG
ortamlarinda ¢imlenen fidelerin koklerinde Gly laktiviteleri incelendiginde, tek basina
500 ve 750 uM SNP uygulamalar1 aktiviteyionemli (P<0,05) derecede artirmistir
(Cizelge 4.2). SNP+MG uygulamasi yapilan fide koklerinde ise 500 uM SNP+1 mM
MG uygulamasinda enzimin aktivitesi diiserken (P<0,05), 750 uM SNP+1 mM MG
uygulamasinda kontroliine gére degismemistir (P>0,05). Ancak 500uM SNP+3 uM MG
ve 750uM SNP+3 uM MG uygulamalarikontrollerine gore Gly laktivitesini 6nemli
derecede (P<0,05)artirmistir. Ayni fidelerin govdelerinde (Cizelge 4.2), tek basina 500
uM SNP uygulamasi aktiviteyi diisiiriirken, 750 uM artirmistir (P<0,05). Diger taraftan,
500 uM SNP+1 mM MG uygulamasiaktivitede her hangi anlamli (P>0,05) bir
degisiklige neden olmamis, ancak 750 uM SNP+1 mM MG artirmustir (P>0,05). Ilave
olarak, 500 ve 750 uM SNP uygulamalari3 mM MG kosullarinda Gly Iaktivitesini

onemli (P<0,05) derecede artirmistir.
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Cizelge 4.2. SNP (uM) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz birakilan fidelerin
kok ve govdelerinde Gly I aktivitesi bulgular. Ayn1 harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark
istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

(AA240)/50uL.  EU /50pL 5;:(’8 (AA240)/50pL.  EU /50 uL. EU/g doku
Kontrol 0,0218+0,005 214,08 9,96d | 0,0340+0,006 216,94 14,1e
500 SNP 0,0217+0,004 287,94 13,39c | 0,0350+0,014 13556 8,78¢g
750 SNP 0,0447+0,015 291,82 13,57c | 0,0307+0,005 248,83 16,17d
1 MG 0,0194+0,001 149,72 7,18e | 0,0263+0,003 177,2 119f
3 MG 0,0303+0,001 348,26 20,13 b | 0,0363+0,003 284,44 194c
500SNP+1MG|0,0183+0,001 120,3 576f | 0,0343+0,003 175,67 11,7f
750SNP+1MG (0,0190+0,002 157,22 754e |0,0297+0,004 290,14 19,32c
500SNP+3MG [0,0360+0,006 480,80 27,79a | 0,0337+0,002 324,46 22,13Db
750SNP+3MG|[0,0377+0,005 49350 28,52a | 0,0350+0,003 338,69 23,10a

Calismamizda SA 6n uygulamasindan sonra farkli MG ortamlarinda gelisenfidelerin
koklerinde Gly 1 aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.3’de sunulmustur. Tek basina SA
uygulanmis fide koklerinde 0,1 ve 1 mM SA aktiviteyi artirmistir. Ancak 0,1 mM SA+1
mM MG uygulama grubundaaktivite artarken, 1 mM SA+1 mM MG uygulama
grubunda diisiik bulunmustur (P<0,05). Diger SNP+MG uygulamasinda0,1 mM SA+3
mM MG ve 1 mM SA+3 mM MG aktiviteyionemli 6lgiide (P<0,05)artirmistir. Ayni
fidelerin govdelerinden elde edilen bulgulara gore (Cizelge 4.3), sadece SA
muamelesine tabi tutulan bitkilerin govdelerinde 0,1 ve 1 mM SA uygulamalariartis
saglamistir (P>0,05). SA+MG uygulama grubunda ise 0,1 mM SA+1 mM MG aktivite
tizerinde Onemli bir etki gostermezken (P>0,05), 1 mM SA+1 mM MG aktiviteyi
artirmistir(P<0,05). Diger SNP+MG uygulamasinda,0,1 mM SA+3 mM MG ve 1 mM
SA+3 mM MG uygulamalariGly I aktivitesini artirmistir (P>0,05).
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Cizelge 4.3. SA (mM) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz birakilan fidelerin
kok ve govdelerinde Gly I aktivitesi bulgulart. Ayni harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark
istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05).

Uygulamalar Kok Govde

(AA240)/50uL EU /50 uL. EU/g doku | (AA240)/50uL.  EU /50uL EU/gdoku
Kontrol 0,0218+0,005 21408 9,96d | 0,0340+0,006 216,94 14,1f
0,1 SA 0,0232+0,0020 236,66 11,01c¢ |0,0350+0,0015 246,19 16,0e
1SA 0,0235+0,0005 243,30 11,31c |0,0390+0,0060 268,27 17,43d
1 MG 0,0194+0,001 249,72 7,18 f | 0,0263+0,003 177,2 119¢9
3 MG 0,0303+0,001 348,26 20,13 b | 0,0363+0,003 284,44 19,4c

0,1SA+1 MG |0,0287+0,0046 294,6 8,66 e |0,0259+0,0021 1746 11,7¢
1 SA+1 MG |0,0303+0,0048 142,83 4,199 |0,0533+0,0130 301,35 20,23b
0,1 SA+3 MG |0,0323+0,0029 398,95 23,05a [0,0393+0,0037 315,88 21,54 ab

1 SA+3 MG |0,0343+0,0038 404,50 23,37 a |0,0403+0,0032 333,77 22,75a

4.3.2. Glioksalaz 11 aktivitesine ait bulgular

Calismalarimizda tek basina MG uygulamalarinda 1 ve 3 mM MG ortaminda ¢imlenen
musir fidelerinin hem kok hem de govdelerinde Glioksalaz II (Gly II) aktivitesi kontrole
gore onemli dlgiide (P<0,05) artirmistir (Cizelge 4.4-6). Ornegin 3 mM MG’de kok ve
govdede kontrole gore artislar sirasiyla kokte %174 olurken, govde de %28 olmustur.
Bu bulgular 1 ve 3 mM MG uygulamasinin ¢imlenen misir tohumlarmin kok ve
govdelerinde Gly II aktivitesini artirdigini gostermektedir. Misir tohumlarina MG
uygulamasindan dnce SNP, SA ve H,S 6n muamelelerinin Gly II aktivitesi tizerindeki

etkileri ise agsagida sunulmustur.
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H>S 6n uygulamasindan sonra MG ortamlarinda ¢imlenen misir koklerinde Gly 11
aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.4’de sunulmustur. Tek basina H»S uygulanmis tohumlarin
koklerinde 0,25 ve 0,50 mM H2S’nin iki uygulamasi da Gly II aktivitesini artirmistir
(P<0,05). H2S+MG uygulama grubunda ise 0,25 mMHS+1 mM MG ve 0,50 mM
H2S+1 mM MG uygulamalarinda Gly II aktivitesi diismiistiir(P<0,05). Ancak0,25 mM
H>S+3 mM MG, Gly Il aktivitesini disiiriirken 0,50 mM H>S+3 mM MG artirmistir
(P<0,05). Aymi fidelerin govdelerinden elde edilen bulgularda (Cizelge 4.4), tek
basinaH>S 6n muamelesinde 0,25 mM H,S aktiviteyi artirirken (P<0,05), 0,50 mM
HoSaktiviteyi kontrole gore degistirmemistir (P>0,05). H.S+MG uygulama grubunda
ise 0,25 ve 0,50 mM H2S uygulamalar1 1 mM MG’de aktiviteyi diisiiriirken, 3 mM MG
uygulanmis grupta artmigtir (P<0,05).

Cizelge 4.4. H,S(mM NaHS olarak) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde Gly II aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak dnemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA240)/50 EU/50 EU/gdo | (AA240)/50p EU/50p EU/gdok

nL pL ku L L u
Kontrol 0,7760+ 0,01 1,229 6,72 e 1,0383+,07 1,961 13,34 ¢
0,25 H2S 0,9017+ 0,02 2,016 8,43d 0,9607+0,18 2,441 16,60 d
0,50 H2S 0,9510+ 0,07 2,058 8,60d | 0,7563+0,11 1,958 13,31 e
1 MG 1,2437+ 0,14 1,093 5,98 f 1,1307+,07 1,750 11,91 ¢
3 MG 1,7533£0,11 3,784 18,44Db 1,5657+,06 2,529 17,20 c

0,25 H2S +1MG | 0,8467+ 0,06 1,753 5,189 | 0,9680+0,03 1,425 9,699
0,50 H.S +1MG | 0,7927+0,04 1,981 5,98 ¢ 1,1233+40,12 1,556 10,58 g
0,25 H.S +3MG |1,1137+0,01 3,494 1544c | 1,3703+0,10 2,661 18,11 b

0,50 H.S +3MG |1,9210+0 ,12 4,193 22,66a | 1,7740+0,09 3,073 20,89 a
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SNP uygulamas1 verileri incelendiginde (Cizelge 4.5), tek basina SNP uygulanmig
fidelerin koklerinde 500 uM SNP Gly Il aktivitesini kontrole gore degistirmezken
(P>0,05), 750 uM SNP artirmistir (P<0,05). SNP+MG uygulamasi yapilan grupta ise
500 uM SNP+I mM MG’de enzim aktivitesinde keskin bir diisiis belirlenirken
(P<0,05), 750 uM SNP+1 mM MG’de 6nemli (P>0,05) bir degisiklik gozlenmemistir.
Ancak, 500 uM SNP+3 mM MG ve 750 uM SNP+3 mM MG uygulamalarinda Gly II
aktivitesi 6nemli derecede (P<0,05) artmistir. Ayni fidelerin govdelerinde ise sadece
SNP 6n uygulamasinda 500 ve 750 uM SNP Gly II aktivitesini artirmistir (P<0,05).
SNP+MG uygulamasi yapilan grupta ise 500 pM SNP+1 mM MG aktiviteyi diisiiriirken
(P<0,05), 750 uM SNP+1 mM MG aktiviteyi degistirmemistir (P>0,05). Ancak, 500
uM SNP+3 mM MG ve 750 uM SNP+3 mM MG, Gly Ilaktivitesinde 6nemli derecede
(P<0,05) artis saglamustir.

Cizelge 4.5. SNP(uM) 6n muamelesinden sonra MG stresine maruz birakilan bitkilerin kdk ve
govdelerinde Gly II aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark
istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

(AA240)/50pL. EU/50pL EU/gdoku  |(AA240)/50pL  EU/50uL EU/gdoku
Kontrol 0,7760+0,015 1,229 6,72 e 1,0383+0,071 1,961 13,34 ¢
500 SNP 0,8323+0,039 1,331 7,26 de [1,2220+0,032 2,475 16,83 ¢
750 SNP 1,3483+0,232 2,276 12,44 ¢ |1,1703+0,015 2,300 15,64 d
1 MG 1,2437+ 0,14 1,093 5,98 f 1,1307+0,0700 1,750 11,91 f
3 MG 1,7533+ 0,11 3,784 18,44b |[1,5657+0,067 2,529 17,20 b
500SNP+1MG [0,9023+0,065 0,517 2,829 1,2407+0,174 1,398 950¢g
750SNP+1MG |0,8740+0,084 0,938 514f |,8560+0,037 1,630 11,10 f
500SNP+3MG |1,5230+0,069 4,284 20,87a |[1,6640+0,038 2,995 20,36 a
750SNP+3MG |1,6063+0,069 4,373 21,31a |[1,7830+0,030 3,085 20,98 a
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SA uygulamalarindan elde edilen verilere gore (Cizelge 4.6), tek basina SA uygulanmig
fidelerin koklerinde 0,1 ve 1 mM SA Gly II aktivitesinde bir artis saglamistir (P<0,05).
SA+MG uygulama grubunda ise 0,1 mM SA+1 mM MG Gly II aktivitesini diisiirtirken,
1 mM SA+1 mM MG artirmistir (P<0,05). Diger uygulamada, 0,1 mM SA+3 mM MG
ve 1 mM SA+3 mM MG uygulamalar1 Gly II aktivitesini énemli Sl¢tide (P<0,05)
artirmistir. Ayni fidelerinin gévdelerinden elde edilen bulgulara gore (Cizelge 4.6), tek
basina SA grubunda 0,1 ve 1 mM SA’nin iki uygulamasi da Gly II aktivitesini
diistirmiustiir (P<0,05). SA+MG uygulamas1 yapilan grupta ise 0,1 mM SA+1 mM MG
Gly II aktivitesini diigiirirken, 1 mM SA+1 mM MG artirmistir (P<0,05). Diger
SA+MG uygulamasinda,0,1 ve 1 mM SA’lar 3 MG kosullarindaGly II aktivitesinde

onemli artisa (P<0,05) neden olmustur.

Cizelge 4.6. SA(mM) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz birakilan bitkilerin
kok ve govdelerinde Gly I aktivitesi bulgular1. Ayn1 harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark
istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

(AA240)/50uL.  EU/S0uL EU/gdoku |(AA240)/50pL EU /50pL EU/g doku
Kontrol 0,7760+0,015 1,229 6,72 f [1,0383+0,071 1,961 13,34d
0,1 SA 0,8590+0,039 1,899 10,37d |0,7917+0,044 1,716 11,67 ef
1SA 0,9647+0,048 2,218 12,12 ¢ |0,7503+0,066 1,565 10,64 f
1 MG 1,2437+ 0,14 1,093 5989 |[1,1307+0,07 1,750 1191e
3 MG 1,7533+ 0,11 3,784 18,44 b |1,5657+0,067 2,529 17,20 b
0,1 SA+1 MG |1,4743+0,123 0,762 4,17h |1,1903+0,184 1,442 9,82¢
1SA+1 MG |1,2277+0,076 2,866 7,88e |1,5833+0,126 2,317 15,76 ¢
0,1 SA+3 MG |1,9280+0,090 4,330 21,10a |1,7587+0,065 2,991 20,34 a
1SA+3 MG |1,8017+0,196 4,289 20,90a |1,6210+0,074 2,960 20,13 a
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4.4, ¢sel Metilglioksal (MG) Bulgulari

Calismalarimizda kontrol bitkilerinde i¢csek MG miktari, kok ve govde kendi arasinda
kiyaslanirsa, govdede koke gore daha yiiksek olmustur (4,7-9). Ornegin kontrol
bitkilerinin koklerinde igsel MG miktar1 1,08 uM/gr olurken, govdede 6,46 uM/gr
belirlenmistir. Ancak tek basina ekzojen MG uygulamalar1 (1 ve 3 mM), ¢imlenen misir
fidelerinin hem kok hem de govdelerinde i¢sel MG miktarini kontrole gore onemli
dlgiide (P<0,05) artirmustir (Cizelge 4.7-9). Ornegin, 3 mM MG’de kdk ve gdvdede
kontrole gore icsel MG miktarlar1 sirasiyla kokte %481 govdede %106 artmistir. Bu
bulgular, eksojen MG uygulamasinin ¢imlenen misir tohumlarimin kok ve govdelerinde
igsel MG birikimini artirdigin1 géstermektedir. Calismamizda misir tohumlarina MG (1
ve 3 mM) uygulamasindan énce SNP, SA ve H2S 6n muamelelerinin i¢sel MG miktari

tizerindeki etkileri asagida sunulmustur.

SA 6n uygulamasindan sonra 1 ve 3 mM MG ortamlarinda ¢imlenen fidelerin
koklerinde igsel MG bulgulart Cizelge 4.7’de sunulmustur. Tek basina SA uygulanmis
bitkilerin koklerinde 0,1 ve 1 mM SA i¢sel MG igeriginde kontrole kiyasla bir artig
saglamistir (P<0,05). SA+MG uygulama grubunda ise 0,1 ve 1 mM SA uygulamalar1
hem 1 mM MG hem de 3 mM MG kosullarinda i¢gsel MG igerigini artirmistir
(P<0,05).Sadece 1 mM SA+3 mM MG uygulamasinda igsel MG igerigi
onemli(P<0,05)derecede azalmistir. Ayni fidelerin govdelerinde ise tek basinaSA
uygulamalar1 igsel MG igerigini kontrole gore anlamli (P>0,05) seviyede
etkilememistir. SA+MG uygulama grubunda 0,1 mM SA+3 mMMG’de igsel MG
miktar1 diiserken, 1 mM SA+3 mM MG uygulamasinda artmis (P<0,05), diger
uygulamalarda ise degismemistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. SA (mM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde icsel MG miktar1 bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak dnemsizdir (P>0,05). TA: Taze agirlik

Uygulamalar Kok Govde
(AA336)/100uL.  (uM/g FW)| (AA336)/100pL (uM/ gFW)

Kontrol 0,664+0,004 1,08 f 1,870+0,012 6,46 e
0,1 SA 0,8967+0,013 145e 1,9289+0,024 7,22 bc
1SA 0,9100+0,010 3,14 d 1,9042+0,019 7,06 d
1 MG 0,6667+0,008 1,22 ef 1,5463+0,011 7,31b
3 MG 2,0733+0,031 528¢c 2,1287+0,032 13,37 a
0,1SA+1MG 1,3833+0,016 4,77 cd 1,5292+0,027 7,23b
1SA+1 MG 1,8467+0,032 8,73 a 1,5571+0,013 7,14 ¢
0,1 SA+3 MG 2,0867+0,043 737b 1,5375+0,020 7,26 b
1SA +3 MG 1,4367+0,008 3,96 d 2,2961+0,037 13,44 a

H2S 6n uygulamasindan sonra MG ortamlarinda ¢imlenen fidelerin koklerinde i¢csel MG
icerigi Cizelge 4.8’de sunulmustur. Tek basma H2S uygulanmis fidelerin koklerinde
0,25 ve 0,50 uM H2S uygulamalarikontrole gore MG igerigini degistirmemistir
(P<0,05). Diger taraftan 0,25mM HS+1 mM MG ve 0,50 mM H>S+1 mM MG
uygulamalarikontrollerine gore i¢csel MG seviyesini azaltmistir(P<0,05). Ancak 0,25
mM H2S+3 mM MGuygulamas: i¢sel MG’yiartirken, 0,50 mM H2S+3 mM MG
uygulamasionemli oranda (P<0,05) distirmiistiir. Ayn1 fidelerin govdelerinden elde
edilen bulgular Cizelge 4.8’de sunulmustur. Sadece H2S 6n muamelesine tabi tutulan
bitkilerin gdvdelerinde 0,25 ve 0,50 uM HsS i¢sel MG aktivitesini kontrole kiyasla
distirmistir (P<0,05). fidelerdeki
incelendiginde, 0,25mM H»S+1 mM MG ve 0,50 mM H.S+1 mM MG, igsel MG

H2S+MG  uygulamalart  yapilmig bulgular

icerigini kontrollerine gore diisiirmiistiir (P<0,05). Diger H2S+MG uygulamasinda,
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0,25mM H2S+3 mM MG ve 0,50 mM HS+3 mM MG, i¢sel MG igerigini azaltmistir
(P<0.05).

Cizelge 4.8. H.S (mM NaHS olarak) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine
maruz birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde i¢sel MG bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak dnemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA336)/100uL (uM/gFW) (AA336)/100uL (LM/gFW)
Kontrol 0,664+0,004 1,08d 1,870+0,012 6,46 d
0,25 H,S 0,6044+0,004 0,98 d 0,939+0,016 3,24 f
0,50 H,S 0,5800+0,007 0,94d 1,319+0,012 455e
1 MG 0,6594+0,009 1,24d 1,362+0,034 7,70 c
3 MG 1,4169+0,026 4,89b 2,020+0,029 12,65 a
0,25 H,S + 1 MG ,6443+0,006 1,04d 1,210+0,016 4,18¢e
0,50 H,S + 1 MG ,6300+0,040 1,02d 1,283+0,012 443 e
0,25 H,S + 3 MG 1,6039+0,050 7,58 a 1,889+0,028 8,93b
0,50 H,S + 3 MG 1,1871+0,044 4,10c 1,7276+0,031 8,16 b

500 ve 750 uM SNP 6n uygulamasindan sonra 1 ve 3 mM MG ortamlarinda ¢imlenen
misirfide koklerindeigsel MG miktarina ait bulgular Cizelge 4.9°da sunulmustur. Tek
basina SNP uygulanmis fide koklerinde 500 ve 750 uM SNP i¢sel MG miktarini dnemli
derecede artirirmistir (P<0,05). SNP 6n uygulamasindan sonra MG stresine maruz
birakilan fide koklerinde ise 500 pM SNP+1 mM MG uygulamasit ve 750 uM SNP+1
mM MG uygulamasindai¢gsel MG azalmistir(P>0,05). Benzer sonug, 500 uM SNP+3
mM MG ve 750 uM SNP+3 mM MG uygulamalarinda da goriilmistiir (P<0,05). Tek
basina SNP 6n uygulamasina tabi tutulan fide govdelerinde kontrole kiyasla 500 ve 750
uM SNP MG igerigini artirmistir (P>0,05). SNP+MG uygulama gruplarinda, 500 uM
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SNP+1 mM ve 750 uM SNP+1 mM MG ig¢sel MG miktarimidiistirmiistiir(P<0,05).
Benzer sonug, 500 uM SNP+3 mM MG ve 750 uM SNP+3 mM MG uygulamalarinda
da goriilmiistiir (P<0.05).

Cizelge 4.9. SNP (uM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde MG igerigi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen veriler
arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA336)/100pL (LM/gFW) (AA336)/100pL  (uM/gFW)

Kontrol 0,664+0,004 1,08 e 1,870+0,012 6,46 Cc
500 SNP 0,7262+0,012 1,18 ¢c 1,5131+0,017 7,15e
750 SNP 0,7903+0,016 1,28d 1,6862+0,029 7,97d
1 MG 0,7475+0,009 1,21d 1,6469+0,027 7,78d
3MG 1,4480+0,018 5,00 a 2,8055+0,040 13,18 a
500 SNP+ 1 MG 0,5490+0,015 89 f 1,5409+0,016 7,28 ¢e
750 SNP+ 1 MG 0,5905+0,014 ,96 ef 1,1904+0,009 6,86 f
500 SNP+ 3 MG 1,2412+0,017 4,28 b 2,4656+0,055 12,22 b
750 SNP+ 3 MG 1,0433+0,008 3,60c 1,882440,027 10,86 ¢

4.5. Antioksidan Enzim Aktivitelerine Ait Bulgular

4.5.1.S50D aktivitesine ait bulgular

Calismalarimizda tek basina MG uygulamalarinin her ikisi ¢imlenen misir fidelerinin
hem kok hem de govdelerinde SOD aktivitesini kontrole gére dnemli dl¢iide (P<0,05)
artirmistir (Cizelge 4.10-12). Sadece 1| mM MG uygulamasi kokte SOD aktivitesini
diistirmustiir. SOD aktivitesindeki artislar 6zellikle 3 mM MG uygulamasinda daha
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yiiksek olmustur. Ornegin 3 mM MG’de kék ve gévdede kontrole gore artislar sirastyla
kokte %70 olurken, govde de %83 olmustur. Bu bulgular 1 ve 3 mM MG’nin ¢imlenen
misir tohumlarinin kok ve govdelerinde SOD aktivitesini artirdigini gostermektedir.
Calismamizda misir tohumlarina MG uygulamasindan 6nce SNP, SA ve H2S 6n

muamelelerinin SOD aktivitesi iizerindeki etkileri agagida sunulmustur.

SA 6n uygulamasindan sonra, MG’nin iki ortaminda ¢imlenen musir bitkilerin koklerine
ait SOD aktivitesi bulgulart Cizelge 4.10°da sunulmustur. Tek basina SA
uygulamalarinin her ikiside kontrole gore etki gdsterememistir. SA+MG uygulamasi
yapilmis bitkilerden elde edilen bulgular incelendiginde 0,1 SA+1 MG’de hafif bir artig
belirlenirken, 1 mM SA+ 1 mM MG’de SOD aktivitesinde dnemli bir artig goriilmiistiir
(P<0,05). Bunun yani sira 0,1 mM SA + 3 mM MG ve 1 mM SA + 3 mM MG
uygulamalarinda SOD aktivitesinde bir diisiis belirlenmistir (P<0,05). Ayn1 bitkilerin
govdelerinde SOD aktivitesine ait bulgular Cizelge 4.1’de sunulmustur. Tek bagina SA
uygulanmis bitki gévdelerin de 0,1 ve 1 mM SA’nin her iki uygulamasinda da SOD
aktivitesinde azalig goriilmiistiir. SA+MG uygulanasi yapilmis bitkilerin gévdelerinden
elde edilen bulgular incelendiginde 0,1 mM SA+ 1 mM MG ve 1 mM SA+ 1 mM MG
uygulamasimin SOD aktivitesi ilizerinde Onemli bir etki gosterdigi bulunmustur
(P<0,05). Ancak, 3 mM MG stresine maruz birakilmig bitkilerin govdelerinde 0,1 ve 1

SA’nin her iki uygulamas1 SOD aktivitesi lizerinde etkili olamamistir (P>0,05).
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Cizelge 4.10. SA (mM) 6n uygulamasindan sonra MG (mM) stresine maruz birakilan
bitkilerin kok ve govdelerindeki SODaktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05).

Uygulamalar Kok Govde
(AA340)/100pL. EU/100pL.  EU/gdoku | (AA340)/100pl. EU/100puL EU/gdoku
Kontrol 0,6745+0,09 0,119 11,94 d | 0,4845+0,01 0,114 11,41d
0,1 SA 0,6085+0,01 0,099 9,97e 0,5020+0,07 0,101 10,17 e
1SA 0,6075+0,04 0,095 959e | 0,5395+0,05 0,105 10,57 e
1 MG 0,5990+0,04 0,080 6,08 g 0,5920+0,07 0,107 13,75 ¢
3 MG 0,3745+0,02 0,203 20,36 a | 0,3820+0,07 0,180 20,93 a
0,1SA+1MG | 0,4685+0,01 0,086 8,66 f | 0,6540+0,03 0,151 15,10 b
1SA+1 MG | 0,3550+0,04 0,189 18,9b | 0,7095+0,01 0,157 15,75b
0,1SA+3MG | 0,3535+0,01 0,144 14,46 ¢ | 0,3405+0,01 0,127 12,77 d
1SA+3 MG | 0,3425+0,01 0,129 12,94 cd | 0,3555+0,04 0,123 12,34 d

H>S 6n uygulamasindan sonra MG stresine maruz birakilmis bitki koklerinde SOD
aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.11°de sunulmustur. Tek basmma HS uygulanmis bitki
koklerinde 0,25 mM HzS ve 0,50 mM H2S SOD aktivitesinde etkili olup 6nemli bir artis
saglamistir (P<0,05). HoS+MG uygulamasma ait bitki koklerinde onemli bulgular
goriilmiistiir (P<0.05). Ornegin 0,25 mM H2S + 1 mM MG ve 0,50 mM H,S + 1 mM
MG wuygulamalari SOD aktivitesini artirmistir (P<0,05). H:S+MG (3 mM)
uygulamasina ait bitki koklerinde H2S’ nin her iki konsantrasyonunda da (0,25 ve 0,50

mM) SOD aktivitesinde azalis tespit edilmistir (P<0,05).

H2S 6n uygulamasindan sonra MG stresine maruz birakilmis bitki govdelerinde SOD
aktivitesi bulgular Cizelge 4.11°de sunulmustur. Tek basina H2S 6n uygulamasina tabi

tutulan bitki govdelerinde SOD aktivitesi 0,25 ve 0,50 mM H>S’de azalmistir (P<0,05).
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H2S + MG uygulamasina ait bulgular incelendiginde 0,25 mM H2S + 1 mM MG hafif
artis saglarken, 0,50 mM H.S + 1 mM MG aktivitede 6nemli bir artig gostermistir
(P>0,05). Ancak, 0,25 mM H,S + 3 mM MG ve 0,50 mM H.S + 3 mM MG
uygulamalar aktiviteyi azaltmistir (P>0,05).

Cizelge 4.11. H>S (mM NaHS olarak) 6n uygulamasindan sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerine aitSOD aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

(AA340)/100nL.  EU/100pL EU/gdoKu  (AA340)/100pL EU/100pL EU/gdoku

Kontrol 0,6380+0,018 0,060 10,08d |0,4480+0,024 0,119 10,93 e
0,25 H2S 0,6685+0,008 0,098 12,86c |0,7615+0,017 0,086 8,68

0,50 H2S 0,6595+0,032 0,080 12,04 cd |0,8350+0,024 0,107 10,77 e
1 MG 0,6445+0,007 0,075 65f [0,6350+0,014 0,110 12,97 d
3 MG 0,2900+0,006 0,192 19,28a |0,3760+0,008 0,179 20,92 a

0,25 H.S +1MG | 0,7120+0,006 0,106  10,65d |0,6800+0,009 0,117 11,7 de
0,50 HzS +1MG | 0,6845+0,035 0,088 8,82e ]0,6940+0,050 0,135 15,51 ¢
0,25 H.S +3MG | 0,2495+0,012 0,164 16,43 b |0,3698+0,004 0,152 17,01 b

0,50 H2S +3MG | 0,2885+0,005 0,122 12,28 c |0,3200+0,026 0,122 12,28 d

SNP 6n uygulamasindan sonra MG ortamlarindaki bitkilerin koklerine ait SOD
aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.12°de sunulmustur. Tek basina SNP uygulanmis fide
koklerinde 500 ve 750 uM SNP’nin her iki uygulamasi SOD aktivitesini artirmigtir
(P<0,05). SNP+MG uygulamasina ait koklerde ise 500 uM SNP + 1 mM MG ve 750
uM SNP + 1 mM MG uygulamalari, SOD aktivitesini aktivitesini artirmistir. Ancak,
500 uM SNP + 3 mM MG ve 750 uM SNP + 3 mM MG uygulamalar1 aktivite tizerinde
anlamli (P>0,05) bir etki yapmamustir.
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Ayni tohumlarin gévdelerine ait bulgular Cizelge 4.12’desunulmustur. Sadece SNP 6n
muamelesine tabi tutulan bitkilerin gévdelerinde 500 ve 750 uM SNP SOD aktivitesini
artirmistir (P<0,05).SNP + MG uygulamalar1 incelendiginde,500 uM SNP+1 mM MG
ve 750 uM SNP+1 mM MG’nin SOD aktivitesini artirdigi tespit edilmistir (P<0,05).
Ancak, 500 uM SNP+3 mM MG ve 750 uM SNP+3 mM MG uygulamalarinda aktivite
diistisii tespit edilmistir (P<0,05).

Cizelge 4.12. SNP(uM) 6n uygulamasindan sonra MG (mM) stresine maruz birakilan
bitkilerin kok ve govdelerinde SOD aktivitesi bulgulari. Aymi harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA340)/100pL  EU/100pL EU/gdoku | (AA340)/100uL.  EU/100uL  EU/g doku
Kontrol 0,6080+0,034 0,087 9,78d |0,4685+0,021 0,116 11,68 f
500 SNP 0,6420+0,045 0,102 11,26 ¢ | 0,5485+0,030 0,137 13,78 cd
750 SNP 0,6595+0,001 0,133 13,38 b | 0,5900+0,003 0,130 13,06 d
1 MG 0,5430+0,063 0,069 6,96f |0,6110+0,002 0,124 12,46 e
3 MG 0,3785+0,004 0,197 19,70a | 0,3260+0,018 0,187 23,16 a
500 SNP+1 MG | 0,5790+0,049 0,111 11,11 ¢ | 0,7925+0,029 0,195 19,56 b
750 SNP+1 MG | 0,5560+0,081 0,075 7,54¢ |0,8525+0,001 0,191 19,1b
500 SNP+3 MG | 0,3695+0,017 0,067 6,70 f |0,2705+0,004 0,147 14,70 ¢
750 SNP +3MG| 0,3145+0,006 0,105 10,58 cd | 0,1845+0,004 0,149 14,92 ¢

4.5.2. CAT aktivitesine ait bulgular

Tek basina MG uygulamalarinin her ikisi (1 ve 3 mM) ¢imlenen misir fidelerinin hem

kok hem de govdelerinde CAT aktivitesini kontrole gore onemli 6l¢iide (P<0,05)
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artirmistir (Cizelge 4.13-15). Sadece kokte 1| mM MG’ de CAT aktivitesi kontrole gore
azalmistir. CAT aktivitesi artiglart 6zellikle 3 mM MG uygulamasinda 1 mM MG’ye
gore daha yiiksek olmustur. Ornegin 3 mM MG’de kdk ve gdvdede kontrole gore
artiglar sirasiyla kokte %128 olurken, govde de %57 olmustur. Bu bulgular 1 ve 3 mM
MG’nin ¢imlenen misir tohumlarinin kok ve govdelerinde CAT aktivitesini artirdigini
gostermektedir. Calismamizda misir tohumlarina MG uygulamasindan 6nce SNP, SA

ve HzS 6n muamelelerinin CAT aktivitesi iizerindeki etkileri asagida sunulmustur.

Tohumlarina SA (0,1 ve 1 mM) 6n uygulamasi yapilmis ve sonra MG’nin iki farkl (1
ve 3 mM) ortaminda ¢imlenen musir fidelerinin koklerine ait CAT aktivitesi bulgulari
Cizelge 4.13’de sunulmustur. Tek basina SA uygulamalarinin her ikisi kdklerde CAT
aktivitesini 6nemli 6l¢iide artirmistir (P<0,05). Kontrolle kiyaslandiginda, 0,1 ve 1 mM
SA, CAT aktivitesinde sirastyla %12 ve %7 oraninda 6nemli artis saglamistir. SA 6n
uygulamasindan sonra MG toksitesine maruz (SA+MG uygulamasi) fidelerden elde
edilen bulgular incelendiginde, 0,1 ve 1 mM SA uygulamalarinin her ikisi 1 ve 3 mM
MG ortaminda ¢imlenen bitki koklerinde CAT aktivitesini artirmistir (P<0,05). Ayni
bitkilerin govdelerine ait CAT aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.13’de sunulmustur. Tek
basina SA uygulanmis bitki gévdelerinde 0,1 ve 1 mM SA’nin her iki uygulamasi CAT
aktivitesinde onemli (P<0,05) bir artis saglamistir. Kontrolle kiyaslandiginda SA’nin
her iki uygulamasi sirasiyla %11 ve %16 oraninda CAT aktivitesiniartirmigtir. SA+MG
uygulamasinda,0,1 mM SA+1 mM MG ve 1 mM SA+1 mM MG uygulamalarinda CAT
aktivitesi 6nemli seviyede (P<0,05) arttig1 tespit edilmistir. 3 mM MG+0,1 ve 1 mM
SA’nin her iki uygulamasinda da CAT aktivitesini arttig1 tespit edilmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.13. SA(mM) 6n muamelesinden sonra MG’ye(mM)maruz birakilan bitkilerin kok ve
govdelerindeki CAT aktivitesi. Ayni harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak
onemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA240)/25pL /EzlstL EU/gdou (AA240)/25uL EL:/LZS EU/g doku
Kontrol 0,0041+0,0001 0,083 35,64f 0,0145+0,0015 0,299 45,65h
0,1 SA 0,0045+0,0005 0,090 39,89e 0,0170+0,0001 0,350 50,69¢g
1SA 0,0065+0,0005 0,134 38,37e 0,0205+0,0005 0,425 53,29 f
1 MG 0,003+0,001 0,062 28,32¢g 0,0135+0,0005 0,215 51,01 fg
3 MG 0,0205+0,0020 0,184 8l,46¢ 0,0200+£0,0001 0,412 71,73c
0,1SA+1 MG | 0,0115+0,0005 0,237 34,64f 0,0165+0,0005 0,300 60,42e
1SA+1MG | 0,0195+0,0025 0,403 75,60d 0,0197+0,0010 0,393 63,01d
0,1SA+3MG | 0,0285+0,0005 0,382 97,86 a 0,0220+0,0010 0,456 81,09b
1SA+3 MG | 0,0275+0,0035 0,363 91,76 b 0,0285+0,0015 0,593 89,38 a

Tohumlarina SNP 6n uygulamasindan sonra MG stresine maruz birakilan bitkilerin
koklerinde CAT aktivitesi sonuglart Cizelge 4.14’te sunulmustur. Tek basina SNP
uygulanmig bitki koklerinde 500 ve 750 uM SNP uygulamalart CAT aktivitesinde
kontrole kiyasla artig (P<0,05) gostermistir. SNP+MG uygulamasi yapilmis bitkilerden
elde edilen bulgulara gore,1 mM MG + 500 uM SNP ve 750 uM SNP uygulamalari
CAT aktivitesinde 6nemli artig (P<0,05) saglamistir. Ancak 500 pM SNP+3 mM MG
ve 750 uM SNP+3 mM MG uygulamasi CAT aktivitesini diisiirmistiir (P>0,05). Ayni
fidelerin govdelerinden elde edilen bulgular Cizelge 4.14’te sunulmustur. Sadece SNP
Oon muamelesine tabi tutulan bitkilerde 500 uM SNP’de 6nemli (P>0,05) bir degisiklik
goriilmezken, 750 uM SNP’nin CAT aktivitesini diislirdiigii tespit edilmistir(P<0,05).
Diger taraftan 500 uM SNP + 1 mM MG uygulamasinda CAT aktivitesinde diisiis
goriiliirken, 750 uM SNP+1 mM MG’nin aktiviteyi artirdigi tespit edilmistir (P<0,05). 3
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mM MG stresine maruz kalan bitki govdelerinde 500 uM SNP, CAT aktivitesinde
onemli bir azalig gosterirken, 750 puM SNP uygulamasinda 6nemli (P>0,05) bir

degisiklik belirlenememistir.

Cizelge 4.14. SNP(uM) 6n muamelesinden sonra MG(mM)’ye maruz birakilan bitkilerin kok ve
govdelerindeki CATaktivitesi. Ayni harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak
onemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA240)25pL.  EU/25uL  EU/gdoku |(AA240)25uL.  EU/25pL. EU/gdoku
Kontrol 0,0041+0,0001 0,083 35,64d |0,0155+0,0005 0,321 47,74d
500 SNP 0,0130+0,0020 0,268  41,04c¢ |0,0155+0,0015 0,318 47,14d
750 SNP 0,0075+0,0015 0,156  53,54b |0,0130+0,0010 0,268 42,26¢e
1 MG 0,0030+0,0010 0,059 27,86e |0,0170+0,0010 0,331 49,86¢c
3 MG 0,0260+0,0020 0,540 78,82a |0,0225+0,0015 0,468 72,66a
500SNP+1MG |0,0035+0,0005 0,070  44,45c |0,0130+0,0001 0,268 38,26 f
750SNP+1MG |0,0041+0,0001 0,082 30,16d |0,0270+0,0010 0,476 56,40b
500SNP+3MG |0,0035+0,0005 0,0718 26,82e |0,0160+0,0001 0,331 58,82hb
750SNP+3MG [0,0056+0,0044 0,206 42,34 c |0,0220+£0,0010 0,456 69,70a

H>S o6n uygulamasindan sonra 1 ve 3 mM MG stresine maruz birakilmis bitki
koklerinde CAT aktivitesi sonuglart Cizelge 4.15°de sunulmustur. Tek basina H>S
uygulanmis bitki koklerinde 0,25 ve 0,50 mM H2S uygulamasit CAT aktivitesini
sitimiile etmistir. Bu etkide 0,25 H2S uygulamasi daha basarili oldugu goriilmektedir.
H2S 6n uygulamasina tabi tutulup daha sonra MG stresine maruz birakilan (H2S+MG)
bitki koklerinde 6nemli degisiklikler belirlenmistir. Ornegin 1 mM MG stresine maruz
birakilan bitki koklerinde 0,25 mM H>S CAT aktivitesini énemli (P<0,05) olglide
artirirken 0,50 mM H»S aktiviteyi hafif (P>0,05) artirmistir. Yine 3 mM MG stresine
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maruz kalan bitki koklerinde H2S’nin her iki konsantrasyonunda da CAT aktivitesi
kontroliine gore diisiik bulunmustur. H>S 6n uygulamasindan sonra MG stresine maruz
kalan bitki gévdelerinde CAT aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.15°de sunulmustur. Sadece
H2S uygulamasina tabi tutulan bitki govdelerinde, 0,25 mM HS CAT aktivitesini
diistiriirken 0,50 mM H2S aktiviteyi artirmigtir (P<0,05). H2S 6n uygulamasina tabi
tutulup daha sonra MG stresine maruz kalan bitki gdvdelerinde Onemli verilere
ulasilmistir. Ornegin 1 mM MG stresine maruz kalmis bitki gévdelerinde 0,25 ve 0,50
mM H2S’nin her iki konsantrasyonu CAT aktivitesini artirmistir (P<0,05). Ayrica 3 mM
MG stresine maruz birakilan bitki govdelerinde de H2S’nin iki konsantrasyonu CAT
aktivitesini artirmistir(P<0,05). Hem 1 MG hem 3 MG stresine kars1 govdede en iyi
etkiyi 0,25 mM H2S’nin gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.15. HoS(mM NaHS olarak) 6n uygulamasindan sonra MG(mM) stresine
maruz birakilan bitkilerin kok ve govdelerindeki CAT sonuglari. Ayni harfler ile
belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak onemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA240)/25L Et” 25 EUlgdoku | (AA240)/25uL Et” 25 EUlgdoku
Kontrol 0,0041+0,0001 0,083 35,64f [0,0130+0,0001 0,225 47,73¢
0,25 H,S 0,0075+0,0005 0,153 39,46e |0,0070+£0,0010 0,143 34,729
0,50 H,S 0,0065+0,0005 0,112 37,18 ef |0,0145+0,0005 0,237 43,09 f
1 MG 0,0055+0,0015 0,112 27,83g (0,0165+0,0015 0,343 50,09 de
3 MG 0,0255+0,0015 0,318 80,14a |0,0230+0,0020 0,478 73,68c¢C
0,25 H,S +1MG |0,0080+0,0001 0,162 42,61d |0,0185+0,0015 0,381 58,8d
0,50 H,S +1MG |0,0070+0,0010 0,143 35,30f |0,0175+0,0015 0,362 54,05d
0,25 H,S +3MG |0,0145+0,0015 0,299 65,73b |0,0250+0,0020 0,518 88,05a
0,50 H,S +3MG |0,0150+0,0020 0,309 49,12c¢ |0,0245+0,0015 0,506 80,82 ab
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4.5.3. APX aktivitesine ait bulgular

Calismalarimizda tek basina MG uygulamalarinin her ikisi ¢imlenen misir fidelerinin
hem kok hem de govdelerinde APX aktivitesini kontrole gore dnemli 6l¢iide (P<0,05)
artirmistir (Cizelge 4,16-18). Sadece kokte 1 mM MG’ de APX aktivitesi kontrole gore
azalmistir. APX aktivitesi artis1 6zellikle 3 mM MG uygulamasinda 1 mM MG’ye gore
daha yiiksek olmustur. Ornegin 3 mM MG’de kok ve gdvdede kontrole gore artiglar
sirastyla kokte %62 olurken, gévde de %12 olmustur. Bu bulgular 1 ve 3 mM MG’nin
¢imlenen misir tohumlarinin kék ve govdelerinde APX aktivitesini artirdigini
gostermektedir. Calismamizda misir tohumlarina MG uygulamasindan 6nce SNP, SA

ve HzS 6n muamelelerinin APX aktivitesi izerindeki etkileri asagida sunulmustur.

Tek basina HoS uygulanmis bitki koklerinde 0,25 ve 0,50 mM H>S APX aktivitesi
tizerinde 6nemli bir degisiklige (P>0,05) neden olmamistir (Cizelge 4.16). H2S 6n
uygulamasindan sonra 1 ve 3 mM MG’nin iki ortaminda ayri ayri ¢imlenen bitki
koklerinde APX aktivitesi bulular1 Cizelge 4.7°de sunulmustur. Ornegin 0,25 mM H2S+
1 MG ve 0,50 mM H2S+1 mM MG uygulamalar aktiviteyi 6nemli 6lgiide (P<0,05)
artirmistir. Ayrica 3 mM MG stresine maruz birakilan bitki koklerinde H2S nin her iki
konsantrasyonu da APX aktivitesini 6nemli derecede (P<0,05) artirmistir.H2S 6n
uygulamasindan sonra MG stresine maruz birakilan bitkilerin govdelerine ait APX
aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.16’da sunulmustur. Sadece H2S On uygulamasina tabi
tutulan bitki govdelerinde H2S nin her iki konsantrasyonu APX aktivitesini diistirdiigii
belirlenmistir. H2S+MG  uygulamasi  yapilmis  bitki gdvdelerine ait bulgular
incelendiginde 0,25 ve 0,50 mM HS uygulamalar1 hem 1 hem de 3 mM MG

uygulamalarinda APX aktivitesini diisiirmiistiir.
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Cizelge 4.16. H,S(mM NaHS olarak) 6n uygulamasindan sonra MG(mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde APX aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA290)/50uL.  EU/S0pL  EU/gdoku | (AA290)/50uL.  EU/S0pL  EU/gdoku
Kontrol 0,0529+0,007 214,14 17,87e | 0,0755+0,014 155,12 23,34e
0,25 H2S 0,0270+0,007 121,24 19,73d | 0,0550+0,010 58,75 17,369
0,50 H,S 0,0320+0,003 152,87 16,09f | 0,0725+0,006 72,40 2155f
1 MG 0,0561+0,005 169,51 12,03g | 0,0819+0,001 163,61 25,32d
3 MG 0,1109+0,014 165,48 39,90b | 0,1380+0,004 175,34 36,01 a
0,25H,S +1MG 0,0675+0,003 198,56 21,31c | 0,0955+0,008 110,25 23,40e
0,50H;S +1MG 0,0785+0,013 179,36 17,65e | 0,0840+0,017 102,72 21,02f
0,25H,S +3MG 0,1340+0,025 179,78 42,87a | 0,1365+0,001 93,45 34,02b
0,50HS +3MG 0,1355+0,021 239,41 44,56a | 0,1360+0,006 104,56 30,41c

SNP 6n uygulamasindan sonra, MG’nin farkli iki ortaminda ¢imlenen tohumlara ait
fidelerin koklerinde APX aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.17°de sunulmustur. Tek basina
SNP uygulamasina ait fide koklerinde 500 ve 750 pM SNP uygulamalart APX
aktivitesini onemli (P<0,05) seviyede artirmistir. SNP+MG uygulamasinda ise 500 uM
SNP+1 mM MG ve 750 uM SNP+1 mM MG uygulamasi aktiviteyi artirmistir. Buna
ilave olarak 500 uM SNP+3 mM MG ve 750 uM SNP+3 mM MG uygulamalar1t APX
aktivitesinde onemli (P<0,05) bir artis saglamistir. SNP 6n uygulamasi yapilan fide
govdelerine ait bulgular Cizelge 4.17°de sunulmustur. Tek basina SNP 6n
muamelelerinin her ikisi kontrole kiyasla APX aktivitesini diisiirmiistiir (P<0,05).
SNP+MG uygulamasi yapilmis bitki gévdelerinde, 500 uM SNP+1 mM MG’de APX

aktivitesi onemli (P<0,05) sevide artarken, 750 uM SNP+1 mM MG’de hafif bir azalig
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goriilmistiir (P>0,05). Bunun yani sira, 500 pM SNP+3 MG ve 750 uM SNP+3 MG
uygulamalar1 da APX aktivitesini artirmistir (P<0,05).

Cizelge 4.17. SNP(uM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde APX aktivitesi bulgulari. Aynmi harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA290)/50pl. EU/50pL.  EU/gdoku (AA290)/50pLl.  EU/50puL  EU/g doku
Kontrol 0,0529+0,007 214,14 17,879 | 0,0755+0,014 155,12 23,34f
500 SNP 0,0517+0,013  226,6 20,52 f | 0,0580+0,019 149,93 17,57d
750 SNP 0,0590+0,012 190,45  26,77d | 0,0580+0,016 148,23 16,13 de
1 MG 0,0561+0,005 169,51 12,031 | 0,0819+0,001 163,61 2532¢
3MG 0,1109+0,014 165,48  39,90c | 0,1380+0,004 17534 36,01b
500SNP+1MG | 0,0797+0,010 221,29 22,63e | 0,0995+0,015 183,86 39,13a
750SNP+1MG | 0,0660+0,011 319,69 15,08 h | 0,0735+0,019 133,02 18,20¢g
500SNP+3MG | 0,1457+0,019 362,16 4741a | 0,0945+0,023 229,08 2941c
750SNP+3MG | 0,1387+0,017 392,63 44,17b | 0,1180+0,020 282,45 29,85c
SA 6n uygulamasindan sonra MG toksitesine maruz birakilmis musir fidelerinin

koklerine ait APX enzim aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.18’de sunulmustur. Tek basina
SA uygulanan bitkilerin koklerinde SA’nin iki uygulamasi da (0,1 ve 1 mM SA), APX
aktivitesini onemli Ol¢iide (P<0,05) artirmistir (P<0,05). SA+MG uygulamas1 yapilan
bitkilerden elde edilen bulgular incelendiginde, 0,1 mM SA+1 mM MG ve 1 mM SA +
1 mM MG uygulamalari1 enzim aktivitesinde 6nemli artislara neden olmustur (P<0,05).
Yine 3 mM MG stresine maruz birakilan bitki koklerinde 0,1 ve 1 mM SA’nin her iki
konsantrasyonu APX aktivitesini sitlimiile etmistir. Ayn1 bitkinin gévdelerine ait APX

aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.18’de sunulmustur. Tek basma SA uygulanmis bitki
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govdelerinde 0,1 ve I mM SA’nin her iki uygulamasi APX aktivitesini 6nemli 6l¢iide
artirmistir. SA+MG uygulamast yapilan bitki govdelerinde ise 1 mM SA+ mM 1 MG,
APX aktivitesini 6nemli derecede artirirken, 0,1mM SA+1 mM MG’nin hafif bir artis
(P<0,05) sagladig1 tespit edilmistir. 0,1 mM SA+3 mM MG ve 1| mM SA+3 mM MG
uygulamalarinin her ikiside APX aktivitesini Onemli derecede artirdiklar1 tespit

edilmistir.

Cizelge 4.18. SA (mM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG stresine maruz birakilan
bitkilerin kok ve gdvdelerinde APX aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen veriler
arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P>0,05).

Uygulamalar Kok Govde

(AA290)/50pL Eﬁfo Egklg (AA290)/50uL.  EU/50pL  EU/g doku
Kontrol 0,0529+0,007 214,14 17,87 ef | 0,0755+0,014 155,12 23,34 f
0,1 SA 0,0635+0,011 227,16 19,94 e | 0,0885+0,003 242,20 30,34d
1SA 0,0745+0,002 276,91 19,18 e | 0,0900+0,007 237,58 31,15¢
1 MG 0,0561+0,005 169,51 12,03g | 0,0819+0,001 163,61 2532¢
3 MG 0,1109+0,014 165,48 39,90c | 0,1380+0,004 175,34 36,01 b
0,1 SA+1 MG | 0,1045+0,003 430,54 17,32f | 0,1070+0,001 172,31 30,21 cd
1 SA+1 MG 0,1185+0,007 223,91 37,8d | 0,1260+0,002 209,45 3150¢
0,1 SA+3 MG | 0,1350+0,009 320,64 48,93a | 0,1365+0,002 278,04 4555a
1 SA+3 MG 0,1280+0,002 353,12 45,88b | 0,1320+0,002 294,58 44,69 a

4.5.4. GR aktivitesine ait bulgular

Calismalarimizda tek basina MG uygulamalari ¢imlenen misir fidelerinin hem kok hem
de govdelerinde GR aktivitesini kontrole gore onemli 6l¢iide (P<0,05) artirmigtir

(Cizelge 4.19-21). GR aktivitesi artis1 6zellikle 3 mM MG uygulamasinda daha yiiksek
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olmustur. Ornegin 1 mM MG’de kék ve govdede kontrole gore artislar sirastyla kokte
%19 olurken, govde de %32 olmustur. Bu bulgular 1 ve 3 mM MG’nin ¢imlenen misir
tohumlarmin  kok ve govdelerinde GR aktivitesini artirdigin1  gostermektedir.
Calismamizda misir tohumlarina MG uygulamasindan 6nce SNP, SA ve H2S 6n

muamelelerinin GR aktivitesi iizerindeki etkileri agagida sunulmustur.

H>S 6n uygulamasindan sonra 1 ve 3 mM MG stresine maruz birakilmis bitki
koklerinde GR aktivitesi bulgulari Cizelge 4.19’da sunulmustur. Tek basma H2S
uygulanmis bitki koklerinde 0,25 ve 0,50 mM H2S’nin GR aktivitesini artirdigi
belirlenmistir (P<0,05). H>S+MG uygulamasi yapilan bitkilerin koklerinde ise hem 0,25
mM H2S+1 mM MG hem de 0,50 mM H,S+1 mM MG uygulamalart GR aktivitesini
onemli Ol¢tide artirmistir (P<0,05). Buna benzer olarak 0,25 mM H;S+3 MG ve 0.50
H2S+3 MG uygulamalarida GR aktivitesini 6nemli (P<0,05) derecede artirmistir.H2S 6n
uygulamasindan sonra MG stresine maruz kalan bitki govdelerinde GR enzim aktivitesi
bulgulart Cizelge 4.19’da sunulmustur. Sadece H>S 6n uygulamasina tabi tutulan bitki
govdelerinde H2S’nin her iki konsantrasyonu GR aktivitesini 6nemli seviyede (P<0,05)
artirmistir. H2S+MG uygulamas: yapilan bitki govdelerinde ise 0,25 mM HzS+1 mM
MG ve 0,50 mM H2S+ 1 MG uygulamalariin her ikiside GR aktivitesini artirmistir.
Benzer sonug 0,25 mM H>S+3 mM MG ve 0,50 mM H>S+3 mM MG uygulamalarinda

da belirlendi.
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Cizelge 4.19. H,S (mM NaHS olarak) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM)
stresine maruz birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde GR aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile
belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
(AA340)/50pL Et’ 50 EU/gdoku |(AA340)/50ul.  EU/50uL EU/g doku

Kontrol 0,0083+0,0003 24,58 17,17 ef |0,0115+0,0005 15,20 23,86 d
0,25 H,S 0,0113+0,0008 28,27 19,73d |0,0105+0,0005 11,08 17,36 f
0,50 H2S 0,0090+0,001 17,77 16,09f |0,0111+0,0005 13,95 2155¢e
1 MG 0,0095+0,0001 22,72 11,009 |0,0195+0,0015 27,9 23,55 d
3 MG 0,0243+0,002 25,44  40,57a |0,0286+0,002 25,53 39,84 b
0,25 H.S+1MG |0,0100+0,0005 23,89  21,31cd |0,0225+0,0005 30,76 26,40 c
0,50 H.S+1MG |0,0110+0,001 20,78 17,65e |0,0205+0,002 31,24 27,02 c
0,25 H,S+3MG |0,0210+0,001 20,48 32,87b |0,0315+0,002 49,68 54,02 a
0,50 H.S+3MG |0,0249+0,002 26,24  24,56c¢ |0,0305+0,0005 42,26 50,41 a

SA 6n uygulamasindan sonra MG stresine maruz birakilmis misir bitkilerin koklerine
ait GR aktivite bulgular1 Cizelge 4.20°de sunulmustur. Tek basina SA uygulanan bitki
koklerinde SA’nin iki uygulamasi da (0,1 ve 1 mM) GR aktivitesini artirmistir (P<0,05).
Diger taraftan SA+MG uygulamasina maruz bitkilerden elde edilen bulgular
incelendiginde, SA+MG uygulamalarinin hepsi kontrollerine gére GR aktivitesini
artirmistir (P<0,05). Ayn bitkilerin govdelerinden elde edilen bulgular incelendiginde
(Cizelge 4.20), tek basma SA uygulamalart GR aktivitesini artirmistir. SA+MG
uygulamasi yapilan bitkilerin govdelerinde de GR aktivitesi kontrollerine gore artmistir

(P<0,05).
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Cizelge 4.20. SA(mM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde GR aktivitesi bulgulariAyni harfler ile belirtilen veriler
arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

(AA340)/50pL EU/ S01 " EU/g doku (AA340)/50uL.  EU /50 pL. EU/g doku
Kontrol 0,0080+0,0010 21,71 17,88ef |0,0119+0,0015 16,07 22,83d
0,1 SA 0,0085+0,0005 25,53 19,94e |0,0185+£0,0005 29,19 20,34e
1SA 0,0105+0,0005 29,35 19,18e |0,0185+0,0005 28,08 21,15e
1 MG 0,0095+0,0010 14,52 12,16g |0,0170+0,0010 26,32 2550c
3 MG 0,0206+0,0005 16,10 40,73a |0,0265+0,0025 23,72 38,87 a

0,1SA+1MG |0,0140+0,0010 3591 17,32f |0,0260+0,0030 37,5 30,21b
1SA+1IMG |0,0145+0,0025 36,24 37,8Db 0,0155+0,0025 30,41 31,50b
0,1SA+3MG |0,0214+0,002 8,83 2593d |0,0230+0,0010 18,96 25,55¢c

1SA+3MG |0,0240+0,0010 9,67 28,88c |0,0240+0,0001 21,34 24,69 cd

SNP 6n uygulamasindan sonra MG’nin farkli ortamlarinda ¢imlendirilmis bitkilerin
koklerinde GR aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.21°de sunulmustur. Tek basina SNP
uygulanmis tohumlarin koklerinde 500 ve 750 uM SNP’nin her iki konsantrasyonu da
GR aktivitesinde 6nemli bir degisiklik (P>0,05) gosterememistir. SNP+MG uygulamasi
yapilan bitkilerin koklerinden elde edilen veriler incelendiginde, 500 uM SNP+1 MG ve
750 uM SNP+1 mM MG uygulamalart GR aktivitesi tizerinde anlamli (P<0,05) bir etki
yapamamigstir. Ancak,500 uM SNP+3 mM MG ve 750 uM SNP+3 mM MG
uygulamalar1 GR aktivitesinde ©onemli (P<0,05) artis saglamistir. Bu bitkilerin
govdelerinden elde edilen bulgular incelendiginde, Sadece SNP 6n muamelesine tabi
tutulan bitkilerin govdelerinde 500 ve 750 uM SNP’nin her iki konsantrasyonu kontrole
kiyasla GR aktivitesi iizerine dnemli (P<0,05) etki gdstermistir. SNP+MG uygulamasi
yapilan bitkilerin fidelerinde 500 uM SNP+1 mM MG ve 750 uM SNP+1 mM MG

uygulamalar1 kontrollerine gore GR aktivitesine herhangi bir etki saglayamamistir
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(P>0,05). 500uM SNP+3 mM MG ve 750 pM SNP+3 mM MG uygulamalart GR

aktivitesinde 6nemli (P<0,05) artisa neden olmustur.

Cizelge 4.21. SNP(uM) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz birakilan bitkilerin
kok ve govdelerinde GR aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark
istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

(AA340)/50pL EU/50uL Eé’klg (AA340)/50pL /ES%JHL EU/gdoku
Kontrol 0,0100+0,0010 22,25 17,57f |0,0127+0,0005 1547 23,379
500 SNP 0,0120+0,0010 28,41 20,52e | 0,0170+0,0020 16,96 27,57¢
750 SNP 0,0140+0,0020 26,76  26,77d | 0,0145+0,0035 17,6 26,13 e
1 MG 0,0932+0,0005 16,05 13,93g | 0,0195+0,0050 26,95 24,939
3 MG 0,0210+0,0020 17,02 39,41c | 0,0255+0,0025 25,63 42,33¢C
500SNP+1MG | 0,0105+0,0005 22,63 22,63de | 0,0150+0,0001 32,69 39,13d
750SNP+1MG | 0,0115+0,0010 20,73  15,08f | 0,0145+0,0005 22,43 18,20 h
500SNP+3MG | 0,0223+0,0025 46,44 43,41b | 0,0340+0,0001 36,78 52,41b
750SNP+3MG | 0,0235+0,0005 30,6 51,17a | 0,0410+0,0001 44,08 61,85a

4.5.5. GPX aktivitesine ait bulgular

Calismalarimizda ¢imlenen misir fidelerinin hem kok hem de govdelerinde, kontrole
gore kiyaslandiginda, tek basina 1 mM MG uygulamasi, GPX aktivitesini diistiriirken
(P<0,05), 3 mM MG aktiviteyi 6nemli oranda (P<0,05) artirmistir (Cizelge 4.22-24).
Ornegin 3 mM MG’de aktivitenin kdk ve govdede kontrole gore artis1 sirasiyla kokte
%68 olurken, govde de %31 olmustur. Bu bulgu, MG’nin diisiik konsantrasyonda
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¢imlenen misir tohumlarinin kok ve govdelerinde GPX aktivitesini diisiirdiiglinii, ancak
yiiksek konsantrasyonda artirdigini gosterir. Calismamizda misir tohumlarina MG
uygulamasindan 6nce SNP, SA ve H>S 6n muamelelerinin GPX aktivitesi iizerindeki

etkileri asagida sunulmustur.

SNP 6n uygulamasindan sonra MG’nin farkli ortamlarinda ¢imlendirilmis bitkilerin
koklerinde GPX aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.22°de sunulmustur. Tek basina SNP
uygulanmis tohumlarin koklerinde 500 ve 750 uM SNP’nin her iki konsantrasyonu
GPX aktivitesinde dnemli (P<0,05) bir artis saglamistir. SNP+MG uygulamasi yapilan
bitkilerin koklerine ait bulgular incelendiginde, 500 ve 750 uM SNP 6n muamelerinin
her ikisi hem 1 mM hem de 3 mM MG’ye maruz kdklerde GPX aktivitesini artirmigtir
(P<0,05).Ayn1 tohumlarin gévdelerinden elde edilen bulgular Cizelge 4.22°de
sunulmustur. Sadece SNP 6n muamelesine tabi tutulan bitkilerin govdelerinde 500 ve
750 uM SNP 6n muameleleri kontrole kiyasla GPX aktivitesi tizerine dnemli (P<0,05)
artis saglamigtir. SNP+MG uygulamasi yapilan bitki fidelerinde ise 500 uM SNP+1
mM MG ve 750 uM SNP+1 MG’de GPX aktivitesini artmistir (P<0,05). Bunun yam
sira, 750 uM SNP+3 mM MG, GPX aktivitesinde bir etki gostermezken (P>0.05), 500
uM SNP+ 3 mM MG 6nemli (P<0,05) artis sagladig: tespit edilmistir.
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Cizelge 4.22. SNP (uM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde GPX aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

(AA470)/10pL. El:’Llo EUlgdoku | (AA47oytopl.  EUmont  EUfgdoku
Kontrol 0,1648£0,039 20,79 87,86 |0,0765:0,006 1174 116,86 ¢
500 SNP 0211940012 22,25 102,6e |0,0997:0,012 19,56 137,86d
750 SNP 0,2373£0,010 23,72 13386d |0,0818:0,008 18,63 130,66 d
1 MG 0,1311£0,008 12,3 62,66h |00592£0,002 7,71 111,66 f
3MG 0,1973£0,019 19,04 197,06¢ |0,0954:0,006 102 176,66 b

500SNP+1MG | 0,1441+0,024 16,48 71,13¢g 0,0633+0,008 9,33 195,66 a
750SNP+1MG | 0,3213+0,058 26,29 7549 0,1327+0,026 12,46 191,00 a
500SNP+3MG | 0,2564+0,010 24,86 217,06 b | 0,1875+0,010 17,54 147,06¢

750SNP+3MG | 0,2721+0,057 32,69 225,86a | 0,0967+0,032 10,68 179,26 Db

H>S 6n uygulamasindan sonra 1 ve 3 mM MG ortamlarinda ¢imlendirilmis bitki
koklerinde GPX aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.23’de sunulmustur. Tek basina 0,25 ve
0,50 mM H2S uygulamalan bitki koklerinde GPX aktivitesi iizerinde dnemli bir etki
gosterip, yliksek bir artis saglamistir (P<0,05). Diger taraftan, Ho2S+MG uygulamasi
yapilan bitki koklerinde de 0,25 ve 0,50 mM H2S 6n muamelerinin her ikisi hem 1 mM
hem de 3 mM MG’ye maruz koklerde GPX aktivitesini artirmistir (P<0,05). HoS+MG
uygulamasi yapilmis bitki gévdelerinde elde edilen bulgular incelendiginde, sadece H2S
On uygulamasina tabi tutulan bitki govdelerinde 0,25ve 0.50 mM H2S uygulamalari
GPX aktivitesini artirmistir(P<0,05). Ayni bitkilerin gévdelerinde ise 0,25 mM H>S+1
mM MG ve 0,50 mM H2S+1 mM MG GPX aktivitesi tizerinde anlamli bir etki
yapmistir (P<0,05). 0,25 ve 0,50 mM H2S 6n muamelerinin her ikisi 3 mM MG’ye
maruz govdelerde GPX aktivitesini artirmigtir (P<0,05).
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Cizelge 4.23. H,S(mM NaHS olarak) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM)
stresine maruz birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde GPX aktivitesi bulgulart. Ayni harfler ile
belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0.05).

Uygulamalar Kok Govde

(AA470)/10uL.  EU/10uL EU/gdoku| (AA470)/10pL EUI/_IO” EU/g doku

Kontrol 0,1605+0,008 2191d 80,86f |0,0765+0,006 7,61 119,33 g
0,25 H»S 0,3079+0,025 32,83b 98,66d |0,0814+0,016 9,31 126,80 f
0,50 H2S 0,2801+0,043 32,1b 80,46f |0,1165+0,019 13,55 137,73 e
1 MG 0,1390+0,006 19,49d 58,209 [0,0634£0,012 7,46 113,73 h
3MG 0,19330,023 27,26c 199,86b |0,099140,006 1159 173,2¢

0,25 H,S+1MG |0,253040,041 2558c 10653¢ |0,1333£0,020 1511  147,00d
0,50 HoS+IMG [0,2843+0,030 24,43cd 88,26e |0,091540,007 9,84  13513¢
0,25 H:5+3MG |0,3179+0,055 38,12a 244.33a |0,1576£0,020 16,76 190,13 a
0,50 H,S+3MG [0,4013+0,052 46,79a 252,8a |0,1661+0,008 16,94 182,06 b

SA uygulamalarindan elde edilen veriler degerlendirildiginde (Cizelge 4.24), tek basina
SA uygulanan bitkilerin koklerinde 1 mM SA GPX aktivitesini diisiirtirken (P>0,05),
0,1 mM SA aktiviteyi 6nemli 6l¢iide artirmistir (P<0,05). SA+MG uygulamasi yapilmis
bitki koklerinden elde edilen bulgular incelendiginde, 0,1 mM SA+ mM 1 MG ve 1 mM
SA+1 mM MG uygulamalar1t GPX aktivitesinde 6nemli (P<0,05) artis saglamigtir. Ayni
konsantrasyonda ki SA uygulamalart 3 mM MG kosullarinda da GPX aktivitesini tesvik
etmistir (P<0,05). Ayni bitkilerin govdelerinde ise tek basma 0,1 ve 1 mM SA’nin her
iki uygulamasi1 da GPX aktivitesinde ¢ok anlamli (P<0,05) artisa neden olmustur.
Kontrolle kiyaslandigin da SA’nin her iki uygulamasi sirasiyla %33 ve %45 oraninda
GPX aktivitesini sitlimiile etmistir. SA+MG uygulamasi yapilmis govdelerde ise 0,1mM
SA+1 mM MG ve 1 mM SA+l mM MG uygulamalarinda GPX aktivitesi
artmistir(P<0,05). Ancak 0,1 mM SA+3 mM MG kosullarinda aktivitede diisiis
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belirlenirken (P>0,05), 1 mM SA+3 mM MG uygulamasinda onemli (P>0,05) bir

degisiklik belirlenememistir.

Cizelge 4.24. SA(mM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde GPX aktivitesi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen
veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0.05)

Uygulamalar Kok Govde

(AA470)/10pL ElLJ/ 10 Eulg doku | (AA470y10uL EE 0 Eu/g doku
Kontrol 0,1713+0,004 19,64 1194 f 0,0970+0,017 9,72 114,13 e
0,1 SA 0,2680+0,014 42,16 126,73 e 0,1249+0,020 12,49 116,73 d
1SA 0,1511+0,012 15,10 95,93 ¢ 0,1812+0,035 18,14 119,73 d
1 MG 0,1698+0,026 17,34 62,801 0,0650+0,017 6,5 109,53 f
3 MG 0,3607+0,011 36,06 203,66 c | 0,1146+0,026 11,46 179,33 a
0,1SA+1MG | 0,2259+0,072 38,74 86,60 h 0,2505+0,018 23,92 151,06 b
1SA+1IMG 0,2861+0,036 28,60 189,00 d 0,3445+0,001 23,68 157,53 b
0,1SA+3MG | 0,3865+0,044 40,01  214,66b | 0,1020+0,006 8,2 127,73 ¢
1SA+3MG 0,4157+0,033 44,9 2294a |0,11240,043 1114 171,46a

4.6. H202, O,*-ve Lipid Peroksidasyonuna Ait Bulgular

4.6.1. I¢sel H202 miktar1 bulgular

Calismalarimizda tek basina MG uygulamalarinin her ikisi (1 ve 3 mM) ¢imlenen misir
fidelerinin kok ve govdelerinde H20> igerigini kontrole gore onemli dl¢lide (P<0,05)
artirmistir (Cizelge 4.25-27). H202 igerigi artislar1 6zellikle 3 mM MG uygulamasinda 1
mM MG’ye gore daha yiiksek olmustur. Ornegin 3 mM MG’de kok ve govdede
kontrole gore artiglar sirasiyla kokte %31 olurken, gévde de %51 olmustur. Bu

bulgular, 1 ve 3 mM MG toksitesi altinda ¢imlenen misir tohumlarinin kék ve
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govdelerinde igsel H202 miktarinin arttigini  gostermektedir. Calismamizda misir
tohumlarina MG uygulamasindan 6nce SNP, SA ve H>S 6n muamelelerinin H20>

igerigi lizerindeki etkileri asagida sunulmustur.

H2S+MG uygulamasin yapilmis musir bitkilerin koklerine ait i¢sel H202 bulgulari
Cizelge 4.25’de sunulmustur. Tek basina H2S uygulanan bitkilerin kdklerindeki H2S nin
iki uygulamasi (0.25 ve 0.50 mM), H20, miktarini1 diisiirmiistiir (P<0,05). Bu diislisler
kontrolle kiyaslandiginda, sirasiyla %5 ve %15 oranlarinda oldugu bulunmustur. Buna
karsilik H>S+MG uygulamasi yapilan bitkilerin koklerinden elde edilen bulgular
incelendiginde 0,25 mM H»S+1 mM MG ve 0,50 mM Hz2S+1 mM MG uygulamalari
kontrolle kiyaslandiginda H2O> miktarini azalttigi bulunmustur (P<0.05). ilave olarak,
0,25 mM H2S+3 mM MG ve 0,50 mM H>S+3 mM MG uygulamalar1 da H2O2 miktarini
disiirmiistiir (P<0,05). Aym bitkilerin gévdelerine ait H202 bulgular1 Cizelge 4.25°de
sunulmustur. Tek basina H>S uygulanmis bitki gévdelerinde 0,25 ve 0.50 mM H»S
uygulamasi1 H2O, miktarint disiirmistiir (P<0,05). H2S+MG uygulamasi yapilmis misir
bitkilerinin gdvdelerinden elde edilen bulgular incelendiginde 0,25 H2S+1 mM MG ve
0,50 mM H2S+1 mM MG uygulamalarinda kontrolle kiyasla H2O2 miktarinda 6nemli
diisme tespit edilmistir (P<0,05). 0,25 mM H2S+3 mM MG uygulamasinda ise H20>
miktar1 kontrole kiyasla diiserken (P<0,05), 0,50 mM H2S+3 mM MG uygulamasinda
artmustir (P<0,05).
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Cizelge 4.25. H,S (mM MaHS olarak) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM)
stresine maruz birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde HoO, miktar1 (nmol/mL) bulgulari. Ayni
harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P>0,05)

1 MG+0,25 H.S
1 MG+0,50 H.S
3 MG +0,25 H2S
3 MG +0,50 H2S

1,18 +0,0007 d
1,22 +0,0006 c
1,54 +0,0031 b
1,20 +0,0003 cd

Uygulamalar Kok Govde
nmol/mL nmol/mL
Kontrol 1,18 +£0,0016 d 1,41 £0,0013 d
0,25 H2S 1,13+0,0040 e 1,21 +0,0013 e
0,50 H2S 1,10 £0,0009 e 1,09 +0,0052 f
1 MG 1,29 +0,0018 c 1,53 +0,0012 c
3MG 1,90 +0,0006 a 2,13 +0,0024 b

1,20 £0,0095 e
1,41 £0,0024 d
1,59 +0,0002 c

2,21 +0,0018 a

Diger taraftan, tek basina SNP uygulanmis bitki koklerinde 500 ve 750 uM SNP, H20:
miktarinda artig (P<0,05) saglamistir (Cizelge 4.26). SNP+MG uygulamasi yapilmis
bitki koklerinde ise 500 puM SNP+1 mM MG ve 750 uM SNP+1 mM MG uygulamasi
H202 miktarin1 6nemli 6l¢lide artirmistir (P<0,05). Buna karsilik 500 pM SNP+3 mM
MG ve 750 uM SNP+3 mM MG uygulamalarinda H2O2 miktarinin 6nemli derecede
azaldig1 tespit edilmistir(P<0,05). Benzer sekilde SNP+MG uygulamasi yapilmis bitki
govdelerinde H>O» miktar1 bulgulart Cizelge 4.26’de sunulmustur. Tek basina SNP 6n
uygulamasina tabi tutulan bitki gévdelerinde SNP’nin her iki konsantrasyonu da H202
miktarin1 6nemli derecede azaltmistir (P<0,05). SNP+MG uygulamasi yapilan yapilan
bitki govdelerinde ise 500 SNP+1 mM MG ve 750 SNP+1 MG uygulamalarinda H2O>
miktarinda disiis (P<0,05) tespit edilmistir. Ayrica, SNP + 3 MG uygulamalarinin
ikisinde de H202 miktarinin azaldig: tespit edilmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.26. SNP (uM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde H>O, miktar1 (nmol/mL) bulgulari. Ayn1 harfler ile
belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05).

Uygulamalar Kok Govde
nmol/mL nmol/mL
Kontrol 1,19+0,00384 f 1,37+0,00064 c
500 SNP 1,45+0,00019 d 1,22+0,00046 d
750 SNP 1,69+0,00801 c 1,03+0,00286 f
1 MG 1,30+0,00057 e 1,55+0,00188 b
3IMG 1,93 +0,00100 a 2,09+0,00100 a

1 MG +500 SNP
1 MG+750 SNP
3 MG+500 SNP

3 MG+750 SNP

1,49 +0,00070 d
1,80 +0,00107 b
1,80 +0,00132 b

1,72 +0,00081 c

1,25+0,00096 d
1,52+0,00636 b
1,58 £0,00084 b
1,14+0,00078 e

SA+MG uygulama grubunda ¢imlenen musir fidelerinin koklerine ait H2O bulgular
Cizelge 4.27°de sunulmustur. Tek basina SA uygulanan bitkilerin kdklerinde SA’nin iki
uygulamasi, H202 miktarin1 énemli dl¢lide azaltmistir (P<0,05). SA+MG uygulamasi
yaptlmig bitkilerden elde edilen bulgular incelendiginde ise 0,1 ve 1 mM SA
uygulanmis ve sonra 1 mM MG’ye maruz birakilan koklerde H20> miktari
artmistir(P>0,05). Ancak, 3 mM MG’ye maruz birakilmis fidelerin koklerinde H20:
miktart diigmiistiir (P<0,05). Ayni bitkilerin govdelerine ait bulgularda H>O, miktari,
kontrole gore, tek basma 0,1 mM SA uygulamasinda artarken (P>0,05), 1 mM SA’da
diismiistiir (P<0,05). Bunlara ilave olarak, ayni fidelerin govdelerde 0,1 mM SA+1 mM
MG uygulamasinda H2O2 miktar1 diiserken,ImM SA+1 mM MG’de artmistir (P>0,05).
Ancak 0,1 ve 1 mM SA uygulamalarinin 3 mM MG kosullarinda H20> igerigini 6nemli
derecede azaltmistir (P<0,05).
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Cizelge 4.27. SA (mM) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz birakilan bitkilerin
kok ve govdelerinde H2O, miktart (nmol/mL) bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen veriler
arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
nmol/mL nmol/mL

Kontrol 1,20 +0,00076 d 1,39 +0,00090 e
0,1 SA 0,98 £0,00041 e 1,73+0,00155 ¢
1SA 1,01 +0,00037 e 1,09+0,00332 g
1 MG 1,31 +0,00089 d 1,56 +0,00083 d
3IMG 1,95 +0,00064 a 2,06 +£0,00264 b
1 MG +0,1 SA 1,82 £0,00079 b 1,18 +0,00408 f
1 MG+1 SA 1,58 +£0,00135 ¢ 2,38+0,00299 a
3 MG +0,1 SA 1,55 +0,00227 ¢ 1,52 +0,00070 d
3 MG +1 SA 1,52+ 0,00017 ¢ 1,39+0,00063 e

4.6.2. Siiperoksid anyonu radikali (O2")miktar1 bulgular

Calismalarimizda tek basina MG uygulamalarinin her ikisi (1 ve 3 mM) ¢imlenen misir
fidelerinin hem kok hem de govdelerinde Oz igerigini kontrole gore dnemli Olciide
(P<0,05) artirmigtir (Cizelge 4.28-30). Oz~ miktar1 artiglar1 6zellikle 3 mM MG
uygulamasinda 1 mM MG’ye gore daha yiiksek olmustur. Ornegin 1 mM MG de kék
ve govde de kontrole gore artiglar sirasiyla kokte %36 olurken, gévde de %12 olmustur.
Bu bulgular 1 ve 3 mM MG’nin ¢imlenen misir tohumlarinin kék ve govdelerinde Oz~
icerigini  artirdigmmi  gostermektedir.  Calismamizda musir  tohumlarina MG
uygulamasindan dnce SNP, SA ve H>S 6n muamelelerinin Oz~ igerigi iizerindeki etkileri

asagida sunulmustur.

H2S 6n uygulamasindan sonra farkli MG ortamlarinda ¢imlenen musirin fidelerinin

koklerinde Oz~ igerigi bulgular1 Cizelge 4.28’de sunulmustur. Tek basma H2S
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uygulanmis fidelerin koklerinde 0,25 ve 0,50 mM H>S’in her iki uygulamasi O»~
iceriginde Onemli bir degisiklige (P>0,05) neden olmamistir. H2S+MG uygulamasi
yapilmis fidelerin koklerine ait bulgularda 0,25 mM HxS+1 mM MG ve 0,50 mM
H.S+1 mM MG uygulamalarinda O igerigi kontrole kiyasla diismiistiir (P<0,05).
Ancak 0,25mM H>S+3 mM MG ve 0,50 mM H2S+3 mM MG uygulamalarinda O2~
iceriginde anlamli degisiklik goriilmemistir (P>0,05). Ayni tohumlarin govdelerinden
elde edilen bulgular Cizelge 4.28’de sunulmustur. Sadece H2S 6n muamelesine tabi
tutulan bitkilerin gévdelerinde Oz~ i¢eriginde dnemli degisiklik goriilmemistir (P>0,05).
H2S+MG uygulamasi yapilan bitki govdelerinde ise 0,25 mM H>S+1 mM MG ve 0,50
mMMH2S+1 mM MG uygulamalarinda kontrole gore O~ igerigi diismistiir. (P<0,05).
Ancak, 0,25 mM H2S+3 mM MG O2 igeriginde bir artig saglarken (P<0,05) 0,50 mM
H2S+3 mM MG uygulamasi Oz~ igerigini diistirmiistiir (P<0,05).

Cizelge 4.28. H>S (mM NaHS olarak) 6n uygulamasindan sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde O~ icerigi (nmol/ml) bulgulari. Ayni harfler ile
belirtilen veriler arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05).

Uygulamalar Kok Govde
nmol/ml nmol/ml

Kontrol 0,091+0,00074 d 0,072 +0,00315 e
0,25 H2S 0,085+0,00075 e 0,065 +0,00150 f
0,50 H2S 0,078+0,00093 f 0,074+0,00202 de
1 MG 0,103+0,00069 c 0,085+0,00058 ¢
3 MG 0,118+0,00367 b 0,090+0,00145 b
1 MG+0,25 H2S 0,088+0,00145 de 0,077+0,00086 d
1 MG+0,50 H2S 0,085+0,00252 e 0,078+0,00195d
3 MG +0,25 H2S 0,118+0,00448 b 0,101+0,00127 a
3 MG +0,50 H.S 0,138+0,0185a 0,083+0,00582 c
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SA 6n uygulamasindan sonra, MG’nin farkli ortamlarinda (1 ve 3 mM) ¢imlendirilmis
misir bitkilerin koklerinde Oz~ aktivitesi bulgular1 Cizelge 4.29°da sunulmustur. Tek
basina SA uygulanmis ¢imlenen tohumlarin koklerinde 0,1 ve 1 mM SA’nin her iki
konsantrasyonu O igeriginde Onemli bir degisiklige (P>0.05) neden olmamustir.
SA+MG uygulamast yapilan fidelerin kdoklerinde ise 0,1 mM SA+1 mM MG
uygulamasi Oz~ igerigini azaltirken (P<0,05), 1 mM SA+1 mM MG uygulamasi
artirmistir(P>0,05). Buna benzer olarak 0,1 mM SA+3 mM MG uygulamasi Oz~
igerigini distiriirken(P<0.05), 1 mM SA+3 mM MG uygulamasi O igerigini
artirmistir(P>0,05). Ayn1 tohumlarin gévdelerinden elde edilen bulgular Cizelge 4.29°da
sunulmustur. Sadece SA 6n muamelesine tabi tutulan fidelerin gévdelerinde 0,1 mM SA
O igerigini distirtirken (P<0,05), 1 mM SA ise anlamli (P>0,05) bir etki yapmamustir.
SA+MG uygulamasi yapilan bitki govdelerinde, 0,1 mM SA+1 mM MG uygulamasi
O igerigini etkilemezken(P>0,05), | mM SA+1 mM MG uygulamast O~ icerigini
artirmistir (P<0,05). 0,1 mM SA+3 mM MG ve 1 mM SA+3 mM MG uygulamalar1 da
Oz icerigini artirmistir (P>0,05).

Cizelge 4.29. SA(mM) 6n uygulamasindan sonra MG(mM) stresine maruz birakilan bitkilerin
kok ve govdelerinde O igerigi (nmol/mL) bulgulari. Aymi harfler ile belirtilen veriler
arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
nmol/mi nmol/ml

Kontrol 0,104+0,00364 ¢ 0,077+0,00111 e
0,1 SA 0,101+0,00364 cd 0,068+0,00196 f
1SA 0,101+0,00953 cd 0,077+0,00390 e
1 MG 0,106+0,00682 ¢ 0,086+0,00117 ¢
3 MG 0,116+0,00186 bc 0,088+0,00376 ¢
0,1SA +1 MG 0,077+0,00081 e 0,081+0,00185d
1SA+1 MG 0,122+0,01668 b 0,120+0,00084 a
0,1 SA +3 MG 0,096+0,00186 d 0,096+0,00077 b
1SA +3 MG 0,140+0,00998 a 0,101+0,00110 b
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SNP 6n uygulamasindan sonra, MG’nin farkli ortamlarinda ¢imlendirilen misir
bitkilerin koklerinde Oz igerigi bulgular1 Cizelge 4.30°da sunulmustur. Tek basina SNP
uygulanmis ¢imlenen tohumlarin koklerinde, kontrole gore, 500 uM SNP O igerigini
degistirmezken (P>0,05), 750 uM SNP diistirmiisiir (P<0,05). SNP+MG uygulamasi
yapilmis fidelerin koklerinde 500 uM SNP+1 mM MG ve 750 uM SNP+1 mM MG
uygulamalri Oz igerigini distirmiistiir (P<0,05). Ancak 500 uM SNP+3 mM MG
uygulamasinda O igerigi artarken (P<0,05), 750 uM SNP+3 mM MG uygulamasinda
icerikte Oonemli bir degisik olmamistir (P>0,05). Ayni fidelerin govdelerinden elde
edilen bulgular incelendiginde sadece SNP 6n muamelesine tabi tutulan bitkilerin
govdelerinde 500 ve 750 uM SNP, O igerigi iizerinde etkili olmamistir (P>0,05).
SNP+MG uygulamasina maruz birakilmis bitki gévdelerinde 500 ve 750 puM SNP
uygulanmis grupta Oz icerigini lizerine 6nemli etkisi goriilmemistir (P>0,05). Ancak,
500 uM SNP+3 mM MG ve 750 uM SNP+3 mM MG uygulamalar1 Oz~ igerigini

onemli oranda (P<0,05) artirmistir.

Cizelge 4.30. SNP(uM) 6n uygulamasindan sonra MG(mM) stresine maruz birakilan bitkilerin
kok ve govdelerinde Oz7igerigi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark
istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

nmol/ml nmol/ml
Kontrol 0,093 +0,00201 ¢ 0,079 +0,00092 c
500 SNP 0,087 +0,00558 cd 0,083 +0,00274 bc
750 SNP 0,072 £0,00231 e 0,079 +0,00090 ¢
1 MG 0,098 +0,00161 c 0,086 +0,00080 b
3 MG 0,117 +0,00166 b 0,086 +0,00058 b
500 SNP + 1 MG 0,078 +0,00188 de 0,087 +0,00388 b
750 SNP + 1 MG 0,073 +0,00113 e 0,086 +0,00135 b

500 SNP + 3 MG

750 SNP + 3MG

0,129 +0,00609 a

0,112 £0,00341 b

0,116 +0,00167 a

0,119 +0,00304 a
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4.6.3. LPO seviyesi (MDA olarak) bulgulari

Calismalarimizda tek basina MG uygulamalari ¢imlenen misir fidelerinin hem kok hem
de govdelerinde MDA igerigini kontrole gore onemli oOlgiide (P<0,05) artirmistir
(Cizelge 4.31-33) MDA igerigi artis1 6zellikle 3 mM MG uygulamasinda 1 mM MG’ye
gore daha yiiksek olmustur. Ornegin 3 mM MG’de kdk ve govdede kontrole gore
artiglar sirasiyla kokte %64 olurken, govde de %48 olmustur. Bu bulgular 1 ve 3 mM
MG’nin ¢imlenen misir tohumlarin kok ve gévdelerinde hiicresel membranlarda LPO
seviyesini  artirdigim1  gostermektedir. Caligmamizda misir  tohumlarma MG
uygulamasindan énce SNP, SA ve H2S 6n muamelelerinin Oz~ igerigi tizerindeki etkileri

asagida sunulmustur.

SNP o6n uygulamasindan sonra, MG’nin farkli konsantrasyonunda gelisen misir
fidelerinin koklerinde LPO seviyesi (MDA igerigi olarak) bulgulari Cizelge 4.31°de
sunulmustur. Tek bagina SNP uygulanmis fidelerin koklerinde 500 ve 750 uM SNP,
MDA seviyesinde Onemli bir degisiklige neden olmamistir (P>0,05). SNP+MG
uygulamasi yapilan bitki koklerinde ise 500 ve 750 uM SNP’nin her iki konsantrasyonu
1 mM MG uygulanmis fide koklerinde MDA igerigini onemli oranda (P<0,05)
artirirken, aynmi etki 3 mM MG uygulamasinda da goriilmiistiir. Ayni bitkilerin
govdelerinden elde edilen bulgular Cizelge 4.31’de sunulmustur. Sadece SNP 6n
muamelesine tabi tutulan fidelerin govdelerinde 500 ve 750 uM SNP MDA igeri
tizerinde etki olmamistir (P>0,05). SNP+MG uygulamasi yapilan bitki fidelerinde ise
500 ve 750 uM SNP uygulamalart MDA igerigi lizerinde genelde anlamlai (P>0,05) bir

degisiklige neden olmamaistir.
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Cizelge 4.31. SNP (uM) 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve govdelerinde MDA igerigi bulgulari. Ayni1 harfler ile belirtilen veriler
arasindaki fark istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
nmol/g doku nmol/g doku
Kontrol 3,47 +0,00003 d 4,41 +£0,00067 e
500 SNP 4,95 +0,00061 ¢ 5,85 +0,00007 cd
750 SNP 3,83 +0,00015d 5,18 +0,00072 d
1 MG 2,93 £0,01457 e 3,51 £0,00061 f
3MG 6,12 +0,00035 b 7,52 +0,00093 b

500 SNP + 1 MG
750 SNP + 1 MG
500 SNP + 3 MG

750 SNP + 3 MG

3,81 +£0,00017 d
3,96 +0,00368 cd
7,43 £0,00086 a

6,85 +0,00051 a

6,66 +0,00085 c
14,12 +0,02293 a
7,41 £0,00512 b

7,30 +£0,00087 b

Diger taraftan, SA 6n muamelesine tabi tutulup daha sonra MG stresine maruz birakilan
bitkilerin koklerinde MDA igerigi bulgular1 Cizelge 4.32°de sunulmustur. Tek basina
SA uygulanmis tohumlarin koklerinde 0,1 ve 1 mM SA kontrole gore MDA igerigini
distirmiustiir (P<0,05). Ancak, 1 mM MG stresine maruz kalmis fide koklerinde 0,1 ve 1
mM SA uygulamalart MDA igeriginde artisa neden olurken, ayn1 SA uygulamalar1 3
mM MG uygulanmis kdklerde MDA igerigini kontroliine gore diisiirmistiir (P<0,05).
Ayni fidelerin govdelerinden elde edilen bulgular Cizelge 4.32’de sunulmustur. Sadece
SA 6n muamelesine tabi tutulan fidelerin govdelerinde 0,1 ve 1 mM SA MDA igerigini
konrole gore disiirmiistir (P<0,05). SA+MG uygulamalar1 yapilmis fidelerin
govdelerinde ki bulgular kontrollerine gore kiyaslandiginda, 0,1 mM SA+1 mM MG
MDA igerigini artirirken,]1 mM SA+1mM MG diistirmistiir. Ancak 0,1mM SA+3 mM
MG ve 1 mM SA+3 mM MG uygulamalart MDA igerigini diislirmiistiir.
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Cizelge 4.32. SA (mM) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz birakilan bitkilerin
kok ve govdelerinde MDA igerigi bulgulari. Aynmi harfler ile belirtilen veriler arasindaki fark
istatistik olarak 6nemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde
nmol/g doku nmol/g doku
Kontrol 3,47 +0,00083 d 4,41 +0,00038 ¢
0,1 SA 1,99 +0,00372 f 2,89 +0,00043 de
1SA 2,18 +0,00025 e 2,01 +£0,00310 e
1 MG 2,93 +0,00061 e 3,51+0,00052 d
3MG 6,12 +0,00031 b 7,52 +£0,00067 b
0,1SA +1 MG 4,88 +£0,00030 c 8,63 +0,00537 a
1SA +1 MG 8,12 +£0,00089 a 3,00 +0,00522 d
0,1 SA+3 MG 4,90 +0,00420 c 3,15 +0,00021 d
1SA +3 MG 4,20 +0,00058 cd 3,90 £0,00176 ¢

Calisgmamizda H2S 0n uygulamasindan sonra, MG’nin farkli ortamlarinda gelisen
fidelerin koklerinde MDA igerigi bulgular1 Cizelge 4.33’te sunulmustur. Tek basina
H>S uygulanmis fidelerin koklerinde 0,25 ve 0,50 mM H>S MDA igerigini kontrole
gore digiirmistiir. Diger taraftan, 0,25 mM HzS+1 mM MG ve 0,50 mM H2S+1 mM
MG uygulamalart MDA igerigini diisiiriirken, 0,25 ve 0,50 mM H2S uygulamalar1 3
mM MG kosullarinda MDA igerigini artirmistir. Ayni bitkilerin govdelerinde ise tek
basmma H>S 0n muameleleleri MDA igerigini diistirmiistiir (P<0,05). H>S+MG
uygulamalarinda 0,25 mM ve 0,50 mM H2S uygulamalar1 1 mM MG’ye maruz kalan
fide govdelerinde MDA igerigini diisiirmiistiir. 3 mM MG’ye maruz kalan fidelerde ise
0,25 mM H>S ve 0,50 mM H.S uygulamalarit MDA igerigini diistirmiistiir (P<0,05).
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Cizelge 4.33. H.S(mM NaHS olarak) 6n muamelesinden sonra MG (mM) stresine maruz
birakilan bitkilerin kok ve gdvdelerinde MDA igerigi bulgulari. Ayni harfler ile belirtilen veriler
arasindaki fark istatistik olarak énemsizdir (P>0,05)

Uygulamalar Kok Govde

nmol/g doku nmol/g doku
Kontrol 3,47 +£0,00406 b 4,41 +£0,00024 c
0,25 H2S 2,16 +0,00022 d 2,57 £0,00209 e
0,50 H2S 1,54 £0,00112 e 2,31 £0,00022 e
1 MG 2,93 £0,00070 bc 3,51 £0,00242 d
3MG 6,12 +0,00024 a 7,52 £0,00075 a
0,25 H.S + 1 MG 1,99 +0,00049 de 2,95 +0,00047 de

0,50 H2S + 1 MG
0,25 H2S + 1 MG

0,50 H2S + 1 MG

2,14 +0,00013 d
2,85 +0,00039 ¢
2,40 £0,00062 ¢

3,36 £0,00073 d
6,08 £0,00062 b
4,80 +0,00123 ¢
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitki hiicrelerinde metilglioksal (MG), 6zellikle stresli kosullar altinda karbohidrat,
protein ve lipid metabolizmasinin bir yan tiriinii olarak yiiksek seviyede tretilir. Yiiksek
seviyelerde MG, hem bir mutajen hem de genotoksik bir ajandir (Yadav et al. 2008).
Stres kosullarinda glikoliz yolu ara iirlinlerinin asir1 birikiminden dolayr yiiksek
hiicresel konsantrasyonlara ulagan MG’nin hiicre yenilenmesini inhibe ettigi,
proteinlerin degradasyonuna ve antioksidan sisteminin inaktivasyonuna yol agtig1 tespit
edilmistir. Bunun yaninda MG, DNA kirilmalarina ve nokta mutasyonlarina sebep olur.
MG toksisitesi hayvansal organizmalarda yogun ¢alisilmis olmasina karsin, bitkilerde
icsel MG iretimi ve Ozellikle yiiksek konsantrasyonda ekzojen MG’nin
detoksifikasyonu, biyokimyasal ve fizyolojik etkileri konusunda yeterli arastirma

bulunmamaktadir (Kaur et al. 2016; Hoque et al. 2016).

Bu calismada, bitki hiicrelerinde MG detoksifikasyon sisteminin ekzojen SA, H2S ve
NO uygulamalar ile iyilestirilmesi amaglanmis ve bunun i¢in MG’nin bitkisel ve
hayvansal organizmalardaki detoksifikasyon sistemi olan Glioksalaz Sistem’i {izerine
odakli bir calisma gerceklestirilmistir. Glioksalaz sistemi, MG’ nin toksik seviyelerine
kars1 bitki hiicrelerini Glioksalaz I (Gly I) ve Glioksalaz II (Gly II) enzimleri ile strese
karst korudugundan bu iki enzimin aktivitelerinde yapilacak artis, MG’nin toksik
etkisini ortadan kaldirmada biiyliik 6neme sahiptir. MG’nin yani sira stres esnasinda
hiicrelerde artan ROS bilesikleri hiicre membranlarina saldirir ve fosfolipidlerin
oksidasyonunu artirarak hiicrelerde hasara sebep olurlar. Oksidasyon derecesi olgiilerek
bitkinin stresten korunup korunamadigi hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir. Hiicre
membranlarinda fosfolipidlerin oksidasyon iirlinii malondialdehittir (MDA). Bu
bilesigin azalmasi stres etkisinin azaldigina isaret eder. Ayrica stres etkisinin azaltilmasi
icin ROS bilesiklerinin katalaz (CAT),siiperoksit dismutaz (SOD),glutatyon rediiktaz
(GR),guaikol peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzimlerce ¢ok hizli bir sekilde

zararsiz hale getirilmesi gerekir.
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Yukarida ifade edilen amag¢ dogrultusunda, ¢alismamizda model bir organizma olarak
misir (Zea maysL., cv. Arifiye) bitkisi kullanilmistir. MG toksisitesini yatigtirmak
amaciyla kullanilan sinyal bilesiklerin konsantrasyonlari, SNP (NO donorii) i¢in 500 ve
750 uM, SA i¢in 0,1 ve 1 mM, NaHS (H2S donérii) i¢in 0,25 ve 0,50 mM olarak
belirlenmigtir. Calismada ¢imlenen misir tohumlarinda MG toksisitesini saglayacak
konsantrasyonlar ise 1 ve 3 mM olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar, literatiir
bilgilerine ve yapilan 6n denemelere gore belirlenmistir. Calismada tohumlar 6nce SNP,
SA ve NaHS ile 6n 1slatmaya tabi tutulmus, sonra MG toksisitesine maruz birakilmistir.
Arastirmadan elde edilen sonuglar yorumlanirken, calisilan bir parametre iizerinde
sirayla tek basina MG uygulamasindan; tek basina SNP, H>S ve SA uygulamalarindan
ve son olarak SNP+MG, H2S+MG ve SA+MG uygulamalarindan elde edilen bulgular,

literatiir verileri ile karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve sunulmustur.

5.1. Bitki biiyiime ve gelismesi iizerinde yapilan calismalarin degerlendirilmesi

Yiiksek konsantrasyonlarda MG’nin bitki biiylimesi ve gelisimini engelledigi
bilinmektedir (Paulus et al. 1993; Kaur et al. 2016). Calismamiz bulgularina gore, 1 ve
3 mM MG konsantrasyonlarinda ¢imlenen misir tohumlarinin ¢imlenme oranini 6nemli
derecede inhibe edilmistir (Sekil 4.1-6). Ancak MG stresinden Once tohumlara
uygulanan NO (SNP olarak), H2S (NaHS olarak) ve SA uygulamalari ¢imlenme oranini
iyilestirmis ve kontrole yakin seviyelere ¢ikarmigtir (Sekil 4.1-6). Diger taraftan MG
uygulamalar1 ¢imlenen misir fidelerinde kok ve gdvde uzunluklari {izerinde olumsuz
etki yapmis ve bu organlarin gelisimini kontrole gore 6nemli seviyelerde diistirmiistiir
(Sekil 4.2-4-6). MG’nin konsantrasyon artisiyla bu olumsuz etkisinin artmasinin
yaninda, MG inhibisyonu goévdeye kiyasla kok uzunlugu iizerinde daha yliksek
olmustur. SNP+MG uygulama grubunda ise SNP’nin 6zellikle 750 pM’hik dozu
fidelerin kok ve govde uzunlugunda kontroliine gore onemli iyilesmeler saglamistir.
Benzer etki H>S+MG uygulama grubunda da belirlenmistir. Ancak SA+MG
uygulamalarinin higbiri, kontroliine gore, misir fidelerinde kok ve govde iizerinde
anlaml bir etki yapamamistir. Elde edilen bulgular genel olarak degerlendirildiginde,

calisilan 1 ve 3 mM MG ortaminda ¢imlenen misir tohumlarinda, MG toksisitesinden
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kaynakli olarak hem ¢imlenme orani azalmakta hem de ¢imlenen fidelerin kok ve govde
uzunluklar1 6nemli seviyede diismektedir. Buna karsilik NO, SA ve H»S ile 6n 1slatma
yapilmis misir tohumlar1 aym1 MG ortaminda ¢imlendiklerinde; NO, SA ve H»S
uygulamalarinin hepsi MG etkisiyle diisen ¢imlenme oranini iyilestirebilmislerdir.
Arabidopsis'te Hoque et al. (2012b) yaptiklar1 bir ¢alismada, ABA eksik bir mutant
(aba2-2) kullanilarak MG'nin tohum ¢imlenmesi, kok uzamasi, kloroz ve strese duyarlt
gen ekspresyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglarda MG'nin
¢imlenme, kok uzamasini ve indiiklenen klorozu inhibe ettigi belirtilmistir. Bu sonuglar,
calismamizdaki bulgular1 desteklemektedir. MG’nin yiiksek dozlarda tohum
¢imlenmesini ve fide biiylimesini inhibe ettigini gosteren bazi ¢aligmalar vardir. Ciinkii
MG yiiksek konsantrasyonda sitotoksiktir ve bu seviyelerde hiicre ¢gogalmasini inhibe
eder ve Glikasyon Son Uriinlerinin (AGE'ler) artis1 yoluyla proteinlerin bozunmasini ve
antioksidan enzimlerin etkisizlesmesini artirir (Martins et al. 2001; Wang et al. 2003;
Hoque et al. 2012a; Kaur et al. 2014a,b; Singh and Dhaka 2015; Hossain et al. 2016).
Literatiirde stres kosullarinda NO, SA ve H2S sinyal bilesiklerinin g¢evresel stres
kosullarinda koruyucu rolii ile ilgili bircok calisma olmasina ragmen, bu sinyal
bilesiklerin MG toksisitesindeki rolleri ile ilgili bilgi bulunmamaktadir. Bizim
calismamiz bu bilesiklerin ¢imlenen misir tohumlarinda MG toksisitesini diisiirmede de

etkili oldugunu gdstermektedir.

5.2. Glioksalaz Sistemi enzimlerinden elde edilen bulgularin degerlendirilmesi

Glioksalaz sistemi bir¢ok hiicresel fonksiyonlarda rol alir, ancak bu sistemin en énemli
rolii bitkinin stres cevabinda ve toleransinda ortaya ¢ikar (Kaur et al. 2014a). Stres
altindaki bitkilerde MG seviyelerini Glioksalaz sistemi diizenler ve GSH'!n yeniden
tiretilmesini saglar. Oksidatif strese karst korunmanin saglanmasi i¢in bitkide yliksek
GSH igerigi ve yiiksek GSH/GSSG oranin bulunmasi 6nemlidir (Yadav et al. 2005a,b;
Noctor et al. 2012). Ayrica GSH, bazi antioksidan enzimlerin (GlutatyonS-transferaz,
Glutatyon peroksidaz ve APX gibi) calismasi i¢inde gereklidir (Yadav et al. 2008).
Yapilan bazi arastirmalar, glioksalaz ve antioksidan sistemlerinin bitkilerde birbiriyle

iliskili oldugunu; bu da glioksalaz sisteminin ROS detoksifikasyonuna dogrudan etkisi
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oldugunu gostermektedir (Yadav et al. 2005a; El-Shabrawi et al. 2010; Upadhyaya et
al. 2011; Mostofa et al.2014a, 2015a).Bitkilerde, yiiksek sicaklik, agir metal, ozmotik
stres, ABA ve SA dahil olmak iizere strese bagli hormonlara maruz kalma gibi bir¢ok
farkl1 faktore cevaben, bitkilerde glioksalaz enzim aktivitelerinde artisin oldugu

gosterilmistir (Hossain and Fujita 2009; Hossain et al. 2009).

Bu calismada, tek basina 1 mM MG, kontrole kiyasla, Gly I aktivitesini kok ve gévdede
diisiiriitken, 3 mM MG her ikisinde artirmistir (Cizelge 4.1-3).Kontrole kiyasla tek
basina 0,25 ve 0,50 mM H2S uygulamalar1 Gly I aktivitesini kokte artirirken, gévdede
distirmistiir (Cizelge 4.1). Ho.S+MG uygulama grubunda, 0,25 ve 0,50 mM H>S, 1 mM
MG kosullarinda aktiviteyi kok ve govdede genelde artirmistir. Ancak ayni
konsantrasyonlar 3 mM MG kosullarinda aktiviteyi diistirmiistiir(Cizelge 4.1).SNP
uygulamalari incelendiginde, tek basina 500 ve 750 uM SNP, kontrole kiyasla, Gly I
aktivitesini kokte artirirken, govdede diistirmiistiir (Cizelge 4.2). Bugday fidelerinde
yapilan bir ¢alismada NO dondrii olarak 1 mM SNP’nin fidelerde Gly I aktivitesini
etkilemedigi belirlenmistir (Hasanuzzaman et al. 2011). Yine Cizelge 4.2’ye dikkat
edilirse, SNP+MG uygulamalarinda sadece 500 uM SNP,1 ve 3 mM MG kosullarinda
Gly I aktivitesini kok ve govdede artirmistir (Cizelge 4.2). Ancak diger SNP+MG
uygulamalarinin hepsi kok ve govdede aktiviteyi diislirmiistiir. SA uygulamalari
incelendiginde (Cizelge 4.3), kontrole kiyasla tek basmna 0,1 ve 1 mM SA kokte
aktiviteyi duistirirken, govdede artirmistir. SA+MG uygulamalarinda ise 0,1 mM SA+1
mM MG kosullar1 kok ve govdede aktiviteyi hafif artirsa da bu istatistik olarak anlamli
(P>0,05) olmamustir. Ancak 0,1 mM SA+3 mM MG kosullarinda aktivite artmistir.
Diger SA+MG uygulamalar aktiviteyi diistirmiistiir (Cizelge 4.3).

Burada sunulan bulgulara gore, ¢imlenen misir tohumlarina ekzojen uygulanan 1 mM
MG, misir fidelerinde Gly I aktivitesini diisiirmiistiir. Ilging olarak 3 mM MG
aktivitenin artmasina neden olmustur. Arabidopsis thaliana ile yapilan bir calismada
ekzojen 1 mM MG uygulamasinin Gly I aktivitesini artirdig belirlenmistir (Hoque et al.
2017). Bu ¢alismada kullanilan bitki farkli olsa da bizim sonuglarimiz da misirda 3 mM

MG’nin Gly I aktivitesini artirdigim gostermektedir. Ilave olarak, c¢imlenen musir
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tohumlarinda MG stresinden Once uygulanan H.S, NO ve SA’nin daha ¢ok diisiik
konsantrasyonlart Gly I aktivitesini artirmistir. Literatiirde bu bilesiklerin Gly I
aktivitesi tizerinde etkisini gosteren herhangi bir ¢alisma belirlenmediginden dolay1

burada sunulan bilgiler ileride yapilacak ¢alismalar i¢cin dnemlidir.

Glioksalaz sisteminin ikinci Onemli enzimi Gly Il aktivitesine ait bulgular
incelendiginde, 1| mM MG, Gly II aktivitesini kok ve govdede diisiiriitken, 3 mM MG
her ikisinde artirmistir (Cizelge 4.4-6). Bu bulgu Gly I’den elde edilen bulguyla
(Cizelge 4.1-3) ortiismektedir. Yukarida ifade edilen Arabidopsis thaliana ile yapilan
calismada ekzojen 1 mM MG uygulamasinin Gly I’e ilaveten Gly II aktivitesini de
artirdigr belirlenmistir (Hoque et al. 2017). Bu ¢alismada kullanilan bitki farkli olsa da
sonuglarimiz misirda ozellikle 3 mM MG’nin Gly II aktivitesini artirdigini
gostermektedir. Kontrole kiyasla tek basina H»S uygulamalarinin her ikisi (0,25 ve 0,50
mM) kokte aktiviteyi artirirken, govdede diistirmiistiir (Cizelge 4.4).H.S+MG uygulama
grubunda ise 0,25 ve 0,50 mM H:2S, koklerde genel olarak 1 ve 3 mM MG kosullarinda
aktiviteyl artirmistir. Ancak ayni uygulamalar, gévdede 3 mM MG’de aktiviteyi
artirabilmistir (Cizelge 4.4).Calismamizda tek basia 500 ve 750 uM SNP uygulamalari
kokte ve govdede Gly II aktivitesini artirmistir (Cizelge 4.5). Bugday fidelerinde
yapilan bir ¢alismada NO donérii olarak 1 mM SNP’nin fidelerde Gly Il aktivitesini
etkilemedigi belirlenmistir (Hasanuzzaman et al. 2011). Calismamizda SNP+MG
uygulamalarinda, sadece 500 uM SNP+1 mM MG uygulamasi kok ve govde de Gly Il
aktivitesini artirmistir. Diger SNP+MG uygulamalar1 aktiviteyi genelde diistirmiistiir
(Cizelge 4.5).SA uygulamasindan elde edilen veriler incelendiginde, kontrole kiyasla
tek basmma 0,1 ve 1 mM SA uygulamalar1 kokte ve govdede Gly II aktivitesini
diistirmiustiir (Cizelge 4.6).SA+MG uygulamalarinda, 0,1 ve 1 mM SA’nin her ikisi 1
mM MG kosullarinda aktiviteyi govdede artirirken, kokte genel olarak diisiirmiistiir,
ancak ayni uygulamalar 3 mM MG kosullarinda aktiviteyi hem kok ve hem de govdede
disiirmiistiir (Cizelge 4.6).Bu sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, ¢imlenen
misir tohumlarinda MG stresi 6ncesi uygulanan H,S, NO ve SA, daha ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda Gly II aktivitesini artirmistir. Literatiirde bu bilesiklerin Gly 11
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aktivitesi iizerinde etkisini gosteren herhangi bir ¢calisma belirlenmediginden dolay1 bu

calisma verileri ileride yapilacak ¢aligmalar i¢in 6nemli olacaktir.

Bu calismada, musir fidelerinde i¢sel MG miktar1 da degerlendirilmistir. Normal
kosullarda, bitki metabolizmasinda MG diisiik miktarda (5-75 uM) bulunur (Yadav et
al. 2005a; Hossain et al. 2009), fakat herhangi bir stres durumunda bitkide i¢sel MG
miktar1 artis gosterir (Yadav et al. 2005a; Hossain et al. 2009; Mostofa et al. 2015a,b).
Mevcut ¢alismanin kontrol bitkilerinde igsel MG miktari, kok ve govde kendi arasinda
kiyaslanirsa, govdede koke gore daha yiiksek olmustur (Cizelge 4.7-9). Tek basina
ekzojen MG uygulamalar1 (1 ve 3 mM), ¢imlenen musir fidelerinin kok ve govdelerinde
igsel MG miktarini kontrole gére 6nemli 6l¢iide (P<0,05) artirmistir (Cizelge 4.7-9). Bu
bulgular, MG uygulamasinin ¢imlenen misir tohumlarinin kok ve govdelerinde icsel
MG birikimini artirdigini géstermektedir. Bu bulgu literatiir verilerine uygundur (Hoque
et al. 2017; Li et al. 2017). Diger taraftan, ¢cimlenen misir tohumlarina MG (1 ve 3 mM)
stresi Oncesi uygulanan H,S, NO ve SA 6n muamelelerinin igsel MG miktari iizerindeki

etkileri asagida sunulmustur.

Tek basina SA ve SNP uygulamalar1 genel olarak i¢csel MG igerigini kok ve gévdede
hafif artirirken, tek basma HS uygulamalari diisiirmiistiir (Cizelge 4.7-9). i¢sel MG
seviyesini diistirmede en iyi etkiyi 0,50 mM H.S ortaya koymustur. Bu konuda
literatiirde sadece ekzojen SNP’nin i¢sel MG igerigine etkisini gdsteren ¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin bugday yapraklari ile yapilan bir galismada tek basina 500 uM
SNP uygulamasinin i¢sel MG igerigini hafif diisiirdiigii belirlenmistir (Hasanuzzaman et
al. 2018a). Ancak ayni arastiricilar, Brassica napus’ta SNP’nin i¢gsel MG iizerinde
anlamli bir etki yapmadigini ifade etmislerdir (Hasanuzzaman et al. 2018b). Bu
sonuglar NO’un (SNP olarak) i¢csel MG iizerinde farkli bitkilerde farkli tepkilere neden
olabilecegini gostermektedir. Calismamizin SA+MG uygulamalarinda, tek basina MG
kontroliine gore, i¢gsel MG seviyesinde anlamli ve belirgin bir sonug elde edilememistir
(Cizelge 4.7). Ancak H2S+MG ve SNP+MG uygulamalariin hemen hepsi kontrollerine
gore genelde igsel MG seviyesini diistirmiistiir (Cizelge 4.8-9). Bu bulgular literatiir i¢in

yeni olup farkl: bitkilerde de test edilmeye ihtiya¢ duyulmaktadir.
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5.3. Antioksidan Sistemi enzimlerinden elde edilen bulgularin degerlendirilmesi

Stiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ROS'lara kars1 ilk savunma hattin1 saglar ve Oz~
olusumunu diisiirtir (Mittler 2002). Bu nedenle antioksidan savunma sisteminde énemli
bir enzimdir (Esim et al. 2013; Esim and Atici 2016). Bu calismada tek basina
uygulanan MG’nin SOD aktivitesi {izerindeki etkisi degerlendirildiginde, 1 mM MG
aktiviteyi kokte distirmiis govdede ise artirmis,diger uygulama olan 3 mM MG’de ise
hem kok hem de gévde de artirmistir (Cizelge 4.12). Cimlenen misir fideleriyle yapilan
bir ¢aligmada, diisiikk konsantrasyonlarda (50 ve 150 uM) MG uygulamasinin SOD
aktivitesini genelde degistirmedigi belirlenmistir (Wang et al. 2019). Calismamizda MG
konsantrasyonunun bu ¢alismaya gore daha yiiksek olmasi bulgular arasindaki
farkliligin sebebi olabilir. SNP uygulama grubunda, tek basma SNP uygulamalar
kontrole kiyasla SOD aktivitesini kok ve govdede artirmistir (Cizelge 4.12). SNP+MG
grubunda, 500 ve 750 uM SNP uygulamasi 1 mM MG etkisine maruz birakilan
bitkilerde, kok ve gévdede, SOD aktivitesini genelde artirmistir (Cizelge 4.12). Ancak
ayni uygulamalar 3 mM MG stresine maruz birakilan bitkilerde, kok ve goévdede
distirmustiir (Cizelge 4.12). SA uygulamasina ait veriler incelendiginde, kontrole
kiyasla tek basina SA uygulamalari (0,1 ve 1 mM), kok ve govdede SOD aktivitesini
genelde diistirmiistiir (Cizelge 4.10). Ancak, 0,1 ve 1 mM SA uygulamalari, 1 mM MG
kosullarinda kok ve govdede SOD aktivitesini genelde artirirken, ayni SA uygulamalari
3 mM MG kosulunda, aktiviteyi diisiirmiistiir (Cizelge 4.10). SOD aktivitesini artirmada
1 mM SA daha etkili olmustur. H2S uygulamasindan elde edilen veriler incelendiginde,
tek basma 0,25 ve 0,50 mM H32S, koklerde SOD aktivitesini artirmis, ancak gdvdede
genelde diistirmiistiir (Cizelge 4.11). H2S+MG uygulama grubunda ise 0,25 ve 0,50 mM
H>2S uygulamalar1 1 ve 3 mM MG stresindeki bitkilerde koklerde SOD aktivitesini genel
artirmigtir, ancak govdede anlamli bir durum sergilememistir (Cizelge 4.11). SOD
aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde, tek basima 1 mM MG aktiviteyi
diisiiriirken, 3 mM MG artirmistir. Ilave olarak,1 mM MG stresinin etkisiyle diisen SOD
aktivitesi;1 mM SA, 500 uM SNP ve 0,25 mM HS ile artirilmigtir. Diger taraftan, 3
mM MG etkisiyle artan SOD aktivitesi, 750 uM SNP, 0,50 H>S ve 1 mM SA ile

distirtilmustr.
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Katalaz (CAT), bitki hiicrelerinde 6zellikle kloroplast, glioksizom ve peroksizom gibi
organellerde lokalize olan ve spesifik olarak H202’yi siipiirmede ¢ok biiyiik rol alan
giiclii bir antioksidan enzimidir. Stres kosullarinda CAT seviyesinin diizenlenmesi
olduk¢a 6nemlidir (Purev et al. 2010; Esim and Atic1 2014 ve 2016). Calismamizda tek
basina uygulanan 1 mM MG, kontrole kiyasla CAT aktivitesini kok ve govdede genelde
diisiirmiis, aksine 3 mM MG artirmistir (Cizelge 4.13-15).Tek basina SA uygulamalari
kontrole kiyasla, CAT aktivitesini hem kok hem de govde de artirmustir (Cizelge 4.13).
SA+MG uygulamalarinda; 0,1 ve 1 mM SA, 1 mM MG kosullarinda CAT aktivitesini
kok ve govdede genelde artirmistir, benzer sonug¢ olarak 3 mM MG kosullarinda da
aktiviteyi artirmiglardir  (Cizelge 4.13). SNP uygulamasma ait bulgular
degerlendirildiginde, tek basina SNP uygulamalar1 kontrole kiyasla, CAT aktivitesini
koklerde artirmis, ancak govdede diislirmiistir (Cizelge 4.14). SNP+MG
uygulamalarinda da (SA+MG’ye benzer olarak) 500 ve 750 uM SNP, 1 mM MG
kosullarinda CAT aktivitesini kokte artirirken govde de diislirmiis, ancak ayni
uygulamalar 3 mM MG kosullarinda aktiviteyi diisiirmiistiir (Cizelge 4.14). H»S
uygulamasina ait bulgular degerlendirildiginde, tek basina H2S uygulamalar1 CAT
aktivitesini kokte artirirken, goévdelerde distirmistir (Cizelge 4.15). H:S+MG
kosullarinda ise 0,25 ve 0,50 mM H>S uygulamalar1 1 mM MG kosulunda aktiviteyi
kok ve govdede artirmistir. Ancak aynmi uygulamalar, 3 mM MG kosulunda kokte
diisiirmiis govde de ise artirmistir (Cizelge 4.15). CAT aktivitesi verileri genel olarak
degerlendirildiginde, tek basmma 1 mM MG kok ve govdede aktiviteyi diigiiriirken, 3
mM MG artirmistir. SA, SNP ve H2S uygulamalari, kontrollerine kiyasla, 1 mM MG
stresi altindaki bitkilerin kok ve govdelerinde CAT aktivitesini artirmistir. Buna karsilik
her ti¢ bilesik, 3 mM MG stresi altindaki bitkilerin koklerinde aktiviteyi diisiiriirken,
govdelerinde aktiviteyi artirmigtir. Wang et al. (2019) yaptiklar1 ¢alismada MG ile
muamele edilmis ¢imlenen misir fidelerinde CAT aktivitesinin arttigini belirlemislerdir.
Ancak, literatiirde MG toksisitesini yatistirmada SNP, SA ve H»S etkilerini aragtiran bir

calisma olmadigindan verilerimiz literatiir i¢in yeni bilgi olarak degerlendirilmistir.

Askorbat peroksidaz (APX) indirgeyici olarak iki molekiil askorbati kullanarak H2O2’yi

detoksifiye eden bir enzimdir. Hiicre icerisinde kloroplast stromasinda, tilakoit zarda,
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sitozolde, glioksizom zarinda ve mitokondride bulunur (Apel and Hirt 2004). Bu
calismada, tek basina uygulanan 1 mM MG, kontrole kiyasla APX aktivitesini kok ve
govdede genelde diislirmiistiir, aksine 3 mM MG aym dokularda artirmistir (Cizelge
4.16-18). H2S uygulamasi verileri incelendiginde, tek basma HzS uygulamalari, APX
aktivitesini koklerde artirmis, govdelerde ise diistirmiistir (Cizelge 4.16). H.S+MG
uygulamasinda ise 0,25 ve 0,50 mM H32S, genel olarak 1 ve 3 mM MG kosullarinda kdk
ve govdede aktiviteyi artirdigi sdylenebilir (Cizelge 4.16). SNP uygulamasi verileri
incelendiginde, tek basma SNP uygulamalari, APX aktivitesini koklerde artirmais,
govdelerde ise disiirmiistiir (Cizelge 4.16). SNP+MG uygulamalarinda ise 500 ve 750
uM SNP, 1 mM MG kosullarinda kok ve govdede aktiviteyi genelde artirirken, 3 mM
MG kosullarinda kokte artirmis ancak govdede disiirmiistiir (Cizelge 4.16). SA
uygulamas: verileri incelendiginde, tek basina 6zellikle 1 mM SA, APX aktivitesini kok
ve govdelerde artirmis (Cizelge 4.18).SA+MG uygulamalarinda ise 6zellikle 1 mM
SA+1 mM MG kosullarinda aktivite kok ve govdede artmistir. Benzer sonug olarak, 3
mM MG toksisitesi altindaki fidelerde 0,1 ve 1 mM SA aktiviteyi kok ve govdede
artirmus (Cizelge 4.18). APX aktivitesine ait bulgular genel olarak degerlendirildiginde,
aktivite 1 mM MG ile diiserken, 3 mM MG ile artmaktadir. SNP, SA ve H.S
uygulamalari, genelde 1 mM MG ortaminda diisen aktiviteyi artirirken, 3 mM MG
kosullarinda ise artan aktiviteyi de artirmistir. Literatiirde bulunan tek bir calismada MG
ile muamele edilmis ¢imlenen misir fidelerinde APX aktivitesinin arttig1 belirlenmistir
(Wang et al. 2019). Ancak, literatiirde MG toksisitesini yatistirmada APX aktivitesi

tizerinde SNP, SA ve H>S etkilerini arastiran bir ¢calisma belirlenememistir.

Glutatyon rediiktaz (GR), yiikseltgen glutatyonun (GSSG) indirgen glutatyona (GSH)
dontisiimiinii katalize eden 6nemli bir antioksidan enzimdir. GR ayrica, hiicrelerin GSH
seviyelerini koruyan glutatyon redoks dongiisii i¢in anahtar bir gorev istlenir. GSH,
oksidatif strese cevapta Onemli olup serbest radikallerle ve organik peroksitlerle
reaksiyona giren bir antioksidan, amino asit tasiniminda ve organik peroksitlerin ile
xenobiyotiklerin detoksifikasyonunda glutatyon S-transferazlar i¢in bir substrat olarak
gorev yapar. Bu nedenle stres altindaki bitkide GR aktivitesinin metabolik 6nemi ¢ok

yiiksektir (Apel and Hirt 2004). Bu ¢alismada, tek basina 1 mM MG, kontrole kiyasla
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GR aktivitesini kok ve govdede diisiirmiis, aksine 3 mM MG ayni1 dokularda artirmigtir
(Cizelge 4.19-21).H2S uygulamasi incelendiginde, tek basina H>S muameleleri, GR
aktivitesini kok ve govdelerde genelde diistirmistiir (Cizelge 4.19). Ho.S+MG grubunda
ise 0,25 ve 0,50 mM HaS uygulamalari, | mM MG toksisitesi kosullarinda aktiviteyi
ozellikle koklerde artirmigtir. Aynt H2S uygulamalari aktiviteyi 3 mM MG kosullarinda
genelde kokte diisiiriirken, govdede artirmistir (Cizelge 4.19). SA uygulamasi verileri
degerlendirildiginde, tek basina SA’nin her iki konsantrasyonu GR aktivitesini kontrole
gore artirmistir (Cizelge 4.20). SA+MG uygulama grubunda, 0,1 ve 1 mM SA
uygulamalari, kontrollerine gére, 1 mM MG’de artirirken, 3 mM MG kosullarinda GR
aktivitesini distrmiistiir. Aktivitenin distirtilmesinde 1 mM SA daha etkili olmustur
(Cizelge 4.20). SNP uygulamasi grubunda ise tek bagina SNP muameleleri, kontrole
kiyasla, GR aktivitesini koklerde artirmis, ancak govdede anlamli (P>0,05) bir etki
yapamamistir (Cizelge 4.21). SNP+MG kosullarinda, 1 mM MG stresi altindaki
bitkilerde SNP (500 ve 750uM) uygulamalari, kok ve gévdede GR aktivitesini genelde
artirmistir. Ancak 3 mM MG stresi altindaki bitkilerde ise ayn1t SNP dozlar1 kok ve
govdede GR aktivitesini artirmistir (Cizelge 4.21).

Peroksidazlar, bitki hiicre ve dokularinda hemen her yerde bulunan genis bir enzim
ailesine aittir. Guaikol peroksidaz (GPX) dahil peroksidazlar, H,O.'yi kullanarak
fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik bilesiklerin dehidrojenasyonunu
katalizleyen ve HEM prostetik grubu iceren giiclii antioksidatif enzimlerdir. Kuraklik,
tuzluluk, diisiik sicaklik, patojen ve parazit enfeksiyonu, agir metal gibi farkli stres
faktorlerinden ¢ok yiiksek derecede etkilenmelerinden dolayi, peroksidazlarin stres
enzimleri olarak anilmasina sebep olmustur (Apel and Hirt 2004). Bu ¢alismada tek
basina uygulanan 1 mM MG, kontrole kiyasla GPX aktivitesini kok ve gdévdede
diistirirken, 3 mM MG uygulamas: artirmistir (Cizelge 4.22). Tek basma SNP
uygulamalari ise GPX aktivitesini kok ve govdede artirmistir (Cizelge 4.22). SNP+MG
grubunda, SNP uygulamalari, | mM MG kosullarinda aktivite {izerinde belirgin bir artig
saglarken, 3 mM MG kosullarindaki bitkilerin kok ve govdelerinde GPX aktivitesini de
genel olarak artirmistir (Cizelge 4.22). H2S uygulama grubunda, kontrole kiyasla tek
basina H2S uygulamalart GPX aktivitesini kokte ve govdede artirmistir (Cizelge 4.23).



101

H2S+MG grubunda, 1 mM MG etkisi altindaki bitkilerde 0,25 ve 0,50 mM H2S kok ve
govdede aktiviteyi artirmistir (Cizelge 4.23). Ayn1 HoS konsantrasyonlart 3 mM MG
kosullarinda aktiviteyi genelde artirmistir. SA uygulama grubunda ise 0,1 ve 1 mM SA
uygulamalar1 GPX aktivitesini kok ve govdede genel laraka artirmistir (Cizelge 4.24).
SA+MG grubunda, SA uygulamalarinin her ikisi 1 mM MG stresi altindaki bitkilerin
kok ve govdelerinde aktiviteyi genelde artirirken, 3 mM MG stresindeki bitkilerde

kokte artirirken govde de diistirmiistiir (Cizelge 4.24).

5.4. H202, O2"ve lipid peroksidasyonu bulgularmin degerlendirilmesi

Bitki hiicreleri oksijenin yiiksek enerji potansiyelinin kullanildigr metabolik yolaklarda
(solunum ve fotosentez gibi) iiretilen ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak bilinen

molekiillerin yikic1 etkileriyle siirekli ylizlesmektedirler. Bitkilerde, abiyotik stres

kosullarinda ROS (H202 ve Oz~ gibi) iiretimi artar ve oksidatif stresin baslamasina
neden olur (Kaur et al. 2014 ve 2016; Wang et al. 2019).

Bu ¢alismada, tek bagina uygulanan 1 ve 3 mM MG, kontrole kiyasla, H20: igeriginikok
ve govdede artirmistir. Bazi caligmalar, strese bagli olarak artan veya ekzojen
uygulanan MG’nin, ROS seviyesini artirdigini bildirmislerdir (Kaur et al. 2014 ve 2016;
Wang et al. 2019). H>S uygulama grubunda, tek basina 0,25 ve 0,50 mM HsS, 6zellikle
govdede H202 igerigini distirmiistiir (Cizelge 4.25). Ho.S+MG grubunda ise her iki H2S
uygulamasi 1 ve 3 mM MG kosullarinda H20; igerigini kontroliine gore diislirmiistiir
(Cizelge 4.26). SNP uygulama grubunda, tek bagina 500 ve 750 uM SNP, H2Ooigerigini
kokte artirirken, govdede diistirmiistiir (Cizelge 4.26). SNP+MG grubunda, SNP
uygulamalarinin her ikisi, 1 mM MG kosullarinda H2O> igerigi iizerinde anlamli
(P>0,05) bir etki gdstermezken, ayn1 uygulamalar 3 mM MG kosullarinda bitki kok ve
govdelerinde H2O: igerigini diisiirmiistiir (Cizelge 4.26). SA uygulama gurubunda, tek
basina 0,1 mM SA H20: igerigini sadece kokte diistiriirken, 1 mM SA her iki dokuda
diistirmistiir (Cizelge 4.27). SA+MG kosullarinda, SA uygulamalariin her ikisi, | mM
MG kosullarinda H20: igerigini artirmistir, ancak ayni uygulamalar 3 mM MG
kosullarinda bitki kok ve govdelerinde H2Oz igerigini diisiirmiistiir (Cizelge 4.27).
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Bu ¢aligmada, bitki hiicrelerinde diger bir ROS bilesigi olan O2” anyonu igerigi de
degerlendirilmistir. Tek bagina uygulanan 1 ve 3 mM MG, kontrole kiyasla,O2 anyonu
igerigini kok ve govdede artirmistir (Cizelge 4.28-30). Ancak H2S uygulamalari
incelendiginde, her iki H.S konsantrasyonu istatistik olarak ¢ok anlamli (P>0,05)
olmasa da kok ve govdede diisiirmiistiir (Cizelge 4.28). HoS+MG grubu incelendiginde,
0,25 ve 0,50 mM H2S uygulamalar1 Oz anyonu igerigini 1 mM MG kosullarinda
diisiirebilmistir. Ancak ayni uygulamalar 3 mM MG kosullarinda O2” anyonu igerigini
artirmistir (Cizelge 4.28). SA uygulama verileri incelendiginde, tek basina 0,1 ve 1 mM
SA uygulamalari, Oz~ anyonu igerigini kok ve gdvdede hafif derece diislirmiistiir.
SA+MG uygulamalarinda, 0,1 mM SA, 1 ve 3 mM MG kosullarinda O2~ anyonu
icerigini kok ve govdede diistirtirken, 1 mM SA ayni kosullarda artirmistir. Bu bulgu,
Oz anyonu igerigini diistirmede 0,1 mM SA’nin daha etkin oldugunu goéstermektedir
(Cizelge 4.29). SNP grubuna ait veriler degerlendirildiginde, tek bagina 500 ve 750 uM
SNP uygulamalari, 6zellikle koklerde Oz~ anyonu igerigini diisirmistiir (Cizelge 4.30).
SNP+MG kosullarinda, 500 ve 750 uM SNP uygulamalari, sadece 1 mM MG etkisi
altindaki bitkilerin koklerinde Oz~ anyonu igerigini diisiirmiistiir. Ayni uygulamalar 3

mM MG etkisindeki bitkilerde artirmistir (Cizelge 4.30).

ROS igerigi bulgular1 genel olarak degerlendirildiginde, ¢imlenen misir tohumlarinda
eksojen MG uygulamasi, her iki (H202ve O27) ROS bilesiginin igerigini artirmistir.
Ancak tek basina NO, SA ve H>S uygulamalar1 ROS igerigini diisirmiistiir. Buna ilave
olarak MG toksisitesinden ©Once ayni tohumlara uygulanan NO, SA ve H,S
uygulamalar1 genel olarak ROS igerigini diisiirmiistiir. Bu bilesiklerin ROS igerigini

diistirmede konsantrasyon farkliliklar1 olmustur.

Lipid peroksidasyonu (LPO) doymamis (poliansature) yag asitlerinin oksidatif yikimi
olarak bilinir. Hiicre mebranlarndaki yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglari,
ROS’larla hizlica reaksiyon vererek lipid peroksidasyon fiiriinlerinin olugsmasina neden
olur. Bu olay sonucunda membran gegirgenligi ve 6zellikleri bozulur ve membranlarda
elektrolit sizintis1 artar. LPO seviyesi degerlendirilerek, hiicresel diizeyde stresin sebep

oldugu hasarin derecesi hakkinda bilgi saglanmaktadir. Oksidatif stres kosullarinda,
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doymamig yag asitlerinin bozulmasiyla son {iriin olarak ¢ok sayida aldehit bilesikleri
olusur. Bunlar igerisinde en yaygini malondialdehittir (MDA). MDA igerigindeki artis
LPO miktarin1 géstermekten ziyade, onun derecesi hakkinda bir bilgi verir. Dolayisiyla
MDA igerigindeki artig, hiicresel membranlarin yapisal biitiinliigiiniin bozuldugunun ve
LPO seviyesinin 6nemli bir indikatoriidiir (Noctor and Foyer 1998; Apel and Hirt 2004;
Esim and Atic1 2016).

Bu ¢alismada da tek basina uygulanan 1 mM MG, kontrole kiyasla, MDA igerigini kok
ve govdede diigiiriirken, 3 mM MG’de her iki dokuda da artirmigtir (Cizelge 4.31-33).
Son yillarda yapilan ¢alismalarda MG’nin konsantrasyona bagli olarak farkli cevaplara
neden oldugu belirlenmistir. Ornegin bugday fideleriyle yapilan bir ¢alismada yiiksek
dozda (3- 7 mM) MG uygulamasinin MDA igerigini artirdigt (Li et al. 2017), ancak
¢imlenen musir tohumlariyla yapilan bir ¢aligmada ise diisikk dozda (15-150 uM) MG
uygulamasinin MDA igerigini diigtirdiigii belirlenmistir (Wang et al. 2019). Bizim
calismamizda ozellikle 3 mM MG uygulamasinda MDA igerigin artmasi bu verilere
gore uygunluk gostermektedir. SNP uygulama grubu verileri incelendiginde, tek basina
500 ve 750 uM SNP uygulamalar1 kontrole kiyasla MDA igerigi iizerinde anlamli
(P>0,05) etki yapmamistir (Cizelge 4.31). SNP+MG grubu uygulamalarinda da MDA
icerigi kontrollerine gore istatik anlamda (P>0,05) degismemistir (Cizelge 4.31). SA
uygulama grubunda, tek basina SA uygulamalar: kontrole gére MDA igerigini 6nemli
oranda diistirmiistiir (Cizelge 4.32). SA+MG grubunda 0,1 ve 1 mM SA uygulamalar1 1
mM MG kosullarinda MDA igerigini artirirken, aynt SA uygulamalar1t 3 mM MG
kosullarinda MDA igerigini kontroliine gore diistirmiistiir. H2S uygulama grubunda, tek
basina H2S uygulamas: kontrole gére MDA igerigini diisiirmistiir (Cizelge 4.33).
H2S+MG grubunda, her iki HoS uygulamalari, MDA igerigini hem 1 hem de 3 mM MG
kosullarinda kok ve govdede MDA igerigini kontrollerine gore diisiirmiistiir (Cizelge

4.33).

MDA bulgular1 genel olarak degerlendirildiginde, tek basina MG uygulamalar
¢imlenen musir tohumlarmin kok ve govdelerinde LPO seviyesini (MDA olarak)

artirmistir. Ancak MG toksisitesinden 6nce ayni tohumlara uygulanan 6zellikle SA ve
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H>S uygulamalar1 genel olarak MDA igerigini diislirmiistiir. Bu bilesiklerin MDA

icerigini diistirmede konsantrasyon farkliliklar1 olmustur.

5.5. Sonuc¢

1. Calismamizda 6zellikle 3 mM metilglioksalin (MG), ¢imlenen misir (Zea maysL.,
cv. Arifiye) tohumlarinda biiyiime ve gelisme parametrelerini (¢cimlenme oranini, fide
uzunlugu, ROS igerigi ve lipid peroksidasyonu) daha ¢ok olumsuz etkileyerek strese
neden oldugu belirlenmistir. Ancak antioksidatatif sisteminin (SOD, CAT, GPX, APX
ve GR aktivitelerini) aktivitesini artirarak stres hasarinin hafifletilmesi saglanmistir.
Buna karsilik tohumlara MG stresinden 6nce uygulanan NO (SNP olarak), SA ve H>S
(NaHS olarak) uygulamalari, MG toksisitesi altindaki tohumlarda bu parametreler
tyilestirebilmistir. Bilesiklerin bu olumlu etkilerinde konsantrasyon farkliligi olmustur.
2. MG stresi, ¢imlenen misir tohumlarinda MG’yi detoksifiye eden Gly | ve Gly I
enzimlerini etkileyerek aktivitelerini artirmistir. Tohumlara MG stresinden Once
uygulanan H2S, NO ve SA, daha ¢ok diisiik konsantrasyonlari Gly 1 ve Gly II
aktivitelerini artirarak MG toksisitesinin yatistirilmasina 6nemli katki yapmuigstir.
Bilesiklerin bu olumlu etkilerinde konsantrasyon farklilig1 oldugu goériilmiistiir.

3. MG uygulamalari ¢imlenen tohumda i¢sel MG miktarin1 6nemli dlglide artirmistir.
Ancak 6zellikle H2S+MG ve NO+MG uygulamalarinin hemen hepsi genelde i¢sel MG
seviyesini diisiirmiistiir.

4. MG tokisitesini yatistirmada kullanilan NO, SA ve H2S bilesiklerinin iyilestirici
etkileri kok ve govde tizerinde bazen farkl olsa da etkide kesin bir kdk-gévde ayrimi
goriilememistir.

5. Kullanilan NO, SA ve H>S bilesikleri i¢erisinde MG toksitesini yatistirmada genel
olarak degerlendirildiginde H2S daha etkili olmustur.

6. Misir bitkisi MG stresine maruz kaldiginda SNP, SA ve H.S uygulamalari,
bliylimeyi iyilestirici bir madde olarak bitkide calisilan fizyolojik ve biyokimyasal

parametreler ile bitki toleransinin arttirilmasina dnemli bir katki yaptig belirlenmistir.
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7. Bu amag¢ icin kullanilan NO, SA ve H;S diisiik konsantrasyonlarda toksik
olmamasi, biyo-uyumlulugu ve antioksidan 6zelliklerinden dolay1 su ana kadar strese

kars1 uygulanan zararli kimyasallar yerine kullanilmasi uygun olabilir.
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