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OZET
Yiksek Lisans Tezi

SALISILIK ASIDIN KADMIYUM TOKSISITESI ALTINDAKI BUGDAYLARDA
APOPLASTIK ANTIOKSIDATIF SISTEM UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Deniz TIRYAKI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Okkes ATICI

Bu aragtirmada salisilik asit (SA) uygulamasinin, kadmiyum (Cd) stresine maruz birakilmig
bugdaym (Triticum aestivum L.) iki farkli ¢esidine (Bolal ve Dogu-88) ait yaprak ve
koklerindeki apoplastik antioksidan enzim (katalaz, peroksidaz ve siiperoksit dismutaz)
aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksit miktar1 {izerine etkileri arastirilmistir.
Bitkiler 22/20°C’de toplam onsekiz giin biiyiitiilmiislerdir. Bitki yapraklarina onikinci giin farkli
konsantrasyonlarda (0.01, 0.1, 1 mM) SA uygulanmis ve bundan 3 giin sonra, bitkilerin yetistigi
ortama farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100 uM) Cd uygulanmistir. On sekizinci giin bitki
yaprak ve kokleri arastirmamizda deney materyali olarak kullanilmislardir.

SA uygulamalari, katalaz (CAT) aktivitesini 50 ve 100 uM Cd’de Bolal yapraklarinda
artirirken, Dogu-88 de sadece 50 uM Cd’e maruz kalmis bitki yapraklarinda artirmustir.
Koklerde ise, SA Bolal’da 25 uM Cd’de aktiviteyi artirmig, 100 uM’da diisiirmiistiir. SA,
Dogu-88’de biitiin Cd uygulamalarinda CAT aktivitesini diisiirmiistiir. SA uygulamalari, POX
aktivitesini 25, 50 ve 100 uM Cd’e maruz kalmis Bolal yapraklarinda diisiiriirken, Dogu-88 ise
artirmistir. Kokte ise SA, 25 ve 50 uM Cd’de Bolal’da aktiviteyi artirirken, Dogu-88’de ise
diistirmiistiir. 100 pM Cd’de 0.01 ve 0.1 mM SA, Bolal’da aktiviteyi azaltirken, 1 mM SA
artirmistir. Ancak, SA uygulamalarini biitiini 100 uM Cd etkisi altindaki Dogu-88’de
aktiviteyi diigiirmiistiir. SA uygulamalarmin biitiinii, 25 ve 50 uM Cd’e maruz kalmis Bolal ve
Dogu-88 yapraklarinda SOD aktivitesini genelde artirmistir. Ancak, , 100 uM Cd’de Bolal
yapraklarmda aktiviteyi disiiriirken, Dogu-88’de degistirmemistir. Kokte ise SA uygulamalari,
25 ve 50 uM Cd etkisine maruz kalmis Bolal’da aktiviteyi artirirken, Dogu- 88’de genelde
disiirmiistiir. Buna karsilik SA, 100 uM Cd’de Bolal’da aktiviteyi diisiiriirken, Dogu-88’de ise
artirmistir. SA uygulamalari, 25, 50 ve 100 uM Cd etkisi altindaki bugdaym Bolal ¢esidinde
lipid peroksidasyonunu (LPO) diisiiriirken, Dogu-88’de artirmustir. SA uygulamalart H,O,
igeriginde farkli bir etkiye sebep olmustur. 25 uM Cd’de Bolal yapraklarinda SA’nin 3
konsantrasyonuda H,O, miktarimi artirmistir. Dogu-88 yapraklarinda ise 0.1 mM SA H,0;
miktarinda bir artis meydana getirmistir. SA 50 pM Cd’de Bolal ve Dogu-88 yapraklarinda
H,0, miktarimi artirmistir. 100 pM Cd’de Bolal yapraklarinda 0.01 ve 0.1 mM SA uygulamalari
aktiviteyi artirirken, 1 mM ise diislirmiistiir. Dogu-88’de ise SA, aktiviteyi degistirmemistir.
Sonug olarak, bitkiler Cd stresine maruz kalmadan uygulanan SA, hem apoplastik antioksidatif
enzimleri hem de LPO ve H,;O, miktarlarim1 diizenleyerek bir koruma saglayabildigi
goriilmektedir. Ancak, buradan bu etkinin, bir tiire ait ¢esitler arasinda farkli derecelerde
olabilecegi sonucu ¢ikmaktadir.

2009, 76 Sayfa
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ABSTRACT
MS Thesis

THE INVESTIGATION OF SALICYLIC ACID EFFECTS ON THE APOPLASTIC
ANTIOXIDATIVE SYSTEM ON THE WHEAT UNDER CADMIUM TOXICITY

Deniz TIRYAKI

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Okkes ATICI

In the study, the effects of salicylic acid (SA) application on apoplastic antioxidant enzymes
(catalase, peroxidase, superoxide dismutase) activities with lipid peroxidation and hydrogen
peroxide amount of two different kinds of (Bolal and Dogu-88) of wheat which were exposed to
cadmium (Cd) stress were investigated. The plants were grown 22/20 °C for 18 days. The SA
was applicated on the plant leaves at 12th day in different concentrations (0.01, 0.1, 1mM) and
after three days the different concentrations (25, 50, 100uM) of Cd were applicated to the
plants’ growing media. The plants leaves and roots were used to as experiment material at 18th
day.The SA applications increased the CAT (catalase) activity with the exposure of Cd at 50
and 100 uM for Bolal leaves while increasing only 50 uM of Cd for Dogu-88. However at the
roots, SA increased at 25 pM of Cd at Bolal, decreased at 100 pM. SA decreased CAT activity
for all of the Cd exposures. SA applications decreased the POX (peroxidase) activity at Bolal
leaves which were exposed to 25, 50, 100 uM of Cd, while increased at Dogu-88. However the
application of SA at the root, the exposure of Cd at 25 and 50 uM increased the activity at Bolal
while decreased at Dogu-88. While 0.01, 0.1 mM of SA at the exposure of 100 uM Cd
decreased the activity at Bolal, ImM of SA increased. But, the whole applications of SA
decreased the activity at Dogu-88 that were exposured of 100 uM Cd. All of the SA applications
generally increased the SOD (superoxide dismutase) activity at Bolal and Dogu-88 leaves that
were the exposure of 100 uM Cd didn’t change the activity at Dogu-88, while decreased at
Bolal leaves. The applications of SA at the roots, the exposure of 25 and 50 uM Cd generally
decreased the activity at Dogu-88 while increased at Bolal. On the contrary this SA decreased
the activity at Bolal for 100 uM Cd while increased Dogu-88. SA applications decreased the
LPO (lipid peroxidation) at Bolal leaves which were exposed to 25, 50, 100 uM of Cd, while
increased at Dogu-88. The SA applications caused a different effect on the concentration of
H,O, (hydrogen peroxide). At the exposure of 25 uM Cd the three concentration of SA also
increased the H,O, amount at Bolal leaves. However 0.1mM of SA application caused on
increase at H,O, amount at Dogu-88 leaves SA increased both of the Bolal and Dogu-88 leaves
at the exposure of 50 uM Cd. While 0.01 and 0.1 mM SA applications increased the activity, 1
mM decrease at the exposure of 100 uM Cd. SA didn’t change the activity at Dogu-88. As a
result, it is seen that the SA applications to the plants without exposuring to the Cd, could
ensure a protection by regulating both of the apoplastic antioxidative enzymes and LPO and
H,0, amounts. But from this study there is a conclusion that, this effect could be at different
grades among kinds belonging a species.

2009, 76 Pages

Keywords: Apoplast, antioxidant enzyme, catalase, peroxidase, superoxide dismutase.
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1. GIRIS

Bitkiler, yasamlarimin her doneminde yasadiklar1 c¢evrelerde biliylime ve gelisme
sanslarii kisitlayici pek ¢cok olumsuz sartlara maruz kalarak strese girebilirler. Stres ise
bitki biyolojisinde tanimi gii¢ olan kavramlardan biridir. Yapilan bir¢ok taniminin
yaninda kisaca; bitkilerde zarar meydana getiren gii¢ (potansiyel) olarak tanimlanmastir.
Bu zarar metabolizmanin bozulmasi sonucu aciga cikar ve sonugta; bir bitkinin veya
bitki organlarinin biiylime, gelisme ve hatta verimliliginde azalmaya neden olur.
Bitkiler streslere karsi, birgok mekanizmanin yaninda, biyokimyasal ve fizyolojik
mekanizmalarini devreye sokarak cevap verirler. Bu mekanizmalarin tepkileri sinirh
olmasi1 hesabiyle, bitkiler bir veya daha fazla olumsuz sartlara kars1 sinirh bir cevap

kapasitesine sahiptirler (Hale and Orcutt 1987; Kocagaliskan 2004).

Canlilarin stressiz bir ortamda yasamalar1 nadir bir olaydir. Bu ancak laboratuar
kosullarinda saglanabilir. Bu durumda sifir stres denilen bir olaydan s6z edilir. Sifir
stres, canlilarda hasar meydana getirmeyen, verim ve kalitede bir azalmaya yol
acmayan bir ortamda yasamayla saglanir. Bu durum bitkiler agisindan biiylime icin
optimum sartlarla saglanabilir. Bitkiler iizerinde stresin dereceleri genis simnirlar
icerisinde dagilim gosterir ve sifir stresten, 1limli ve siddetli strese kadar ¢ok degisken
dereceleri bulunur. Stresin derecesi bitki tiiriine gore de degisebilmektedir. Yani bir
bitki tiiriinde yiiksek derecede strese sebep olan bir faktor, diger bitki tiirtinde 1liml
strese sebep olabilir. Stres dayanikliligi, bitkinin biiylime ve gelisme donemine gore de
degisebilir. Baz1 durumlarda bir bitkinin biitiinli veya bir kismi1 strese karsi direngli
olabilirken, diger bazi kisimlar1 ise strese daha duyarli olabilmektedir (Hale and Orcutt
1987; Salisbury and Ross 1992; Kocagaliskan 2004). Bir¢ok bitki, stresin Oldiirticii
olmayan dozlarina maruz kaldiktan sonra strese daha dayanikli olabilir. Bu olay
kuvvetlenme (hardening) veya aklimasyon safhasi olarak adlandirilir. Strese
dayanikliligin belli bash iki tipinden birisi sakinma ve digeri de toleranstir. Sakinma,
dis ¢evrede stres olusturabilecek kosullar olmasina ragmen, bitki hiicrelerini stres altina

sokmayan bir i¢ ortam saglanmasidir. Tolerans ise asir1 dis stres sartlarinda islevligini



ya da canliligin1 devam ettirme yani strese dayanma kapasitesidir. Bir bitki iizerinde
stres olusturan bir ortam digeri igin stres olusturmayabilir. Ornegin; bezelye (Pisum
sativum) ve soya fasulyesi (Glycine max) en iyi biiyiimeyi sirasiyla 20°C ve 30°C’lik
sicakliklarda gosterirler. Sicaklik arttikga, 1s1 stresinin etkileri bezelyede soya
fasulyesinden once ortaya c¢ikar. Yani, soya fasulyesinin 1s1 stresine toleransi daha

yiiksektir (Kocagaligkan 2004).

Bir ekosistemde bitkilere etkiyen pek ¢ok stres kaynaklart bulunabilir. Bunlar fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olmak {iizere ii¢ gruba ayrilabilir (Cizelge 1.1) (Kocagaligkan
2004; Kadioglu 2004).

Cizelge 1.1. Bitkiler i¢in baslica stres kaynaklar1

FiZIKSEL STRESLER KIMYASAL STRESLER BIYOLOJIK STRESLER
Kuraklik Hava kirliligi Rekabet

Sicaklik Allelokimyasallar Allelopati
Radyasyon Besinler (inorganik mad.) | Simbiyosis

Sel Pestisitler, toksinler Insan tahribi
Makineler, elektrik Tuzlar Hastalik etkenleri
Manyetik alan, riizgdr | Topragin pH’s1 Bocekler

Diinya topraklarmmin %25°nin mineral eksikligi yoniinden stres doguracak durumda
oldugu belirlenmistir. Bu stresin etkisi bitkilerde mineral maddelerin eksikligi veya
fazlalig1 yliziinden ortaya cikabilir. Dogadaki elementlerden 16 tanesinin bitkiler i¢in
esas element oldugu kabul edilmektedir. Bunlar bitki biiyiimesi i¢in gerekli ve zorunlu

olan elementlerdir. Bunlarin bir kism1 bitki dokularinda bol miktarda bulunan makro



elementlerken (C, H, O, N, P, K, S, Ca, Mg), bir kism1 ise ¢ok az miktarda bulunan
mikro elementlerdir (B, Cu, Zn, Fe, Mn, Cl, Mo). Bu elementlerin eksikliginde yetersiz
beslenme yiiziinden ve fazlaliginda ise toksik etki yliziinden stres olusur. Bitkilerde
strese neden olan elementler daha ¢ok topraktan alinanlardir. Bunlarin strese neden

olmalari gesitli faktorlere baghdir (Kadioglu 1999; Kocagaligkan 2001):

1- Minerallerin topraktaki miktar1 (azlig1 — fazlaligr),

2- Topraktaki formu (alinig formunun bulunamamasi — eksiklik),

3- Minerallerin bitkilere faydali olabilmesi i¢in gecirecekleri kimyasal degisiklikler,
4- Toprak ¢ozeltisinin su miktari,

5- Topragin pH’s1 (elementlerin pH’ya gore ¢dziinmesi),

6- Minerallerin absorbsiyonu ve taginmas.

Bitki i¢in esas olmayan bazi elementler de asir1 bulunduklar1 zaman toksiktirler.
Bunlarin atmosferde, toprakta ve sudaki birikimleri dnemli ¢evre problemlerine yol
acar. Ayrica bitki verimliliginde 6nemli kayiplara ve diger canlilar icin tehlikeli saglik
problemlerine sebep olurlar. Bunlar igerisinde en fazla dikkati ¢geken toksik agir metaller

Al, Pb ve Cd bunlara 6rnek sayilabilir (Gratao et al. 2005).

Toksik bir agir metal olan kadmiyumun (Cd) bitki metabolizmasinda ¢ok Onemli
zararlara ve oksidatif strese neden oldugu bircok c¢alismada rapor edilmistir
(Schiitzendiibel et al. 2001; Vitoria et al. 2001; Benavides et al. 2005; Gratao et al.
2005). Bitkilerde Cd ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik siiregleri bozar, hiicre 6liimiine
ve biiyimenin engellenmesine neden olur (Chaoui et al. 1997; Toppi and Gabrielli,
1999; Sandalio et al. 2001; Guo et al. 2009; Popova et al. 2009; Xu et al. 2009). Misir,
piring ve bugdayin Cd’e toleranslar karsilagtirildiginda, misirda Cd’nin diger iki tiirden
daha az biriktigi belirlenmistir (Wojcik and Tukendorf 1999). Cd’nin dogrudan veya
dolayli olarak fotosentetik siireci engelledigi de gosterilmistir (Krupa and Baszynski
1995). Salisilik asit (SA), Cd toksisitesini arpa (Metwally et al. 2003), soya fasulyesi
(Drazic and Mihailovic 2005) ve piring (Guo et al. 2007a) gibi bitki tiirlerinde



azaltabilmektedir. Ay¢iceginde Cd siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) aktivitelerini azalttigi, lipit
peroksidasyon siirecini baslattig1 ileri sirilmistir (Gallego et al. 1996). Lipit
peroksidasyonunun baslamasi Cd toksisitesi altindaki Phaseolus vulgaris ve Phaseolus

aureus’da goriilmiistiir (Lozano-Rodriguez et al. 1997).

Cevresel streslerin bitki metabolizmasinda ortaya ¢ikardigi en 6nemli sorunlardan birisi
‘Reaktif Oksijen Tiirlerinin’ (ROS) olusumuna sebep olmalaridir. ROS yiiksek
derecede reaktiftir ve bitkiler i¢in toksiktir ayrica proteinler, lipitler, DNA ve
karbohidratlara zarar vererek hiicre Sliimiine neden olabilir (Noctor and Foyer 1998;
Apel and Hirt 2004; Banu et al. 2009; Guo et al. 2009). ROS, hiicrelerdeki savunmaya
baglt genlerin indiiksiyonu i¢in yayilabilir bir sinyal olarak ¢alisir. ROS bir veya daha
fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii, kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve ¢cok
reaktif molekiiller olarak tanimlanabilir. Reaktif oksijen tiirleri (veya serbest radikaller)
arasinda hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksid anyonu (O, ") ve hidroksil radikali (OH )
gibileri sayilabilir. Hidrojen peroksit, gesitli fizyolojik ve biyokimyasal siireglere
aracilik eder (Neill et al. 2002; Bright et al. 2006; Mclnnis et al. 2006). ilging bir
sekilde hidrojen peroksit, antioksidan enzimlerde ¢ogalmaya neden olur (Pastori and
Trippi 1992; Sairam and Srivastava 2000). Bitkiler, hiicrelerini oksidatif hasardan
koruyan antioksidan sistemler ile birlikte, ROS un seviyesini kontrol eden ve bunlarin
normal formlarma doniistimiinii katalizleyen antioksidan enzimlere sahiptir. Stiperoksid
gruplarindan hizli bir sekilde olusan singlet oksijen (*Oy), hiicre zarlarmmn glikolipid,
fosfolipid, sterol ve gliserid yapisindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyona girerek
peroksitler, aldehitler, hidroksi yag asitleri ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon
tirtinlerini olustururlar. Son derece aktif olan ve hiicre hasarina yol acan siiperoksid
grubu (O;7), bakir iceren bir enzim olan siiperoksid dismutaz enzimiyle H,O, ve
oksijene gevrilir. Stiperoksid grubuna gore daha az etkili olan hidrojen peroksit (H,O> ),
oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin
enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Stiperoksitin olustugu yerlerde (peroksizomlar, elektron tagima zinciri, plazma

membrani, ekstraseliilar matriks) 6nemli miktarda H,O,’de iiretilir (Slesak et al. 2007).



Yapisinda paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zellik tasimaz. H,O,’nin
oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin
varhiginda hidroksil radikalinin Onciilii olarak davranmasidir. H»O, 6zellikle
proteinlerdeki HEM grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici
ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri
baslatabilir. Oksitleyici ©zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H;O,’nin
ortamdan uzaklastirilmasi gerekir (Halliwell 1994; Giiler 2008). Bu gorevi katalaz ve
peroksidaz gibi antioksidan enzimler su ve oksijen gibi lriinlere doniistiirerek yerine
getirir. Oksidatif streslere tolerans saglamada bitkilerin bu enzimlerin hiicresel
seviyelerini diizenlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Gechev et al. 2002; Minibaeva and
Gordon 2003a; Mutlu 2005).

Oksidatif stres, biyotik ve abiyotik stres kosullarinda ortaya ¢ikan temel bir faktordiir ve
reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan savunma arasinda belirgin bir dengesizlik oldugu
zaman meydana gelir (Foyer and Noctor 2000). Oksidatif stres, ¢esitli bitkilerde diisiik
sicaklik (Tasgin et al. 2006), kuraklik (Menconi et al. 1995; Sairam et al. 1998, 2001),
yiiksek sicaklik (Davidson et al. 1996; Sairam et al. 2000) ve agir metal (Schiitzendiibel

et al. 2001) streslerine bir cevap olarak ortaya ¢iktig1 rapor edilmistir.

Oksijen radikalleri igerisinde en aktif ve en toksik olani hidroksil radikali ((OH)dir.
Uretildigi her yerde birgok molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastirici
radyasyonun (X-iginlar1) etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi1 sonucunda
olustugu gibi hidrojen peroksit molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik
indirgenmesi ile de olusabilir (Stahl and Sies 2002). Biyolojik sistemlerin tanidig1 en
reaktif tiir olan ‘OH, su dahil rastladigi her molekiille tepkimeye girebilir. Biitiin bu
tepkimeler ‘OH’1n paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron alma ilgisinden
kaynaklanir (Halliwell 1994). Hidroksil radikalinin sebep oldugu en 6nemli hasar, lipid
peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. ‘OH’in baslica

hedefi doymamis yag asitleridir ve zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar



ve gegirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilir (Nishiyama et al. 1998; Giiler
2008).

Serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda énemli bir mekanizma da doymamis yag
asitlerinin  oksidatif yikimi olan lipid peroksidasyonu (LPO)’dur. Lipid
peroksidasyonu; membran biitlinliigiiniin yok olmasina, hiicrenin elektrolitlere
permeabilitesinin artmasina neden olur. Ozellikle kalsiyum ve sodyum iyonlarmnin hiicre
icerisine kontrolsiiz ge¢isi, hiicrenin enerji olusturan mekanizmalarmi etkileyebilir.
Intraselliiler kalsiyum iyonlarindaki artis; protein ve lipidlerde daha fazla hasara neden
olabilecek proteaz ve fosfolipazi aktive eder. Bu ayn1 zamanda DNA'da yapisal hasara
ve hiicre Olimiine neden olabilecek enzim inaktivasyonuna neden olabilir (Halliwell
1994). Bir¢ok hastalikta meydana gelen doku yikimi serbest radikaller ve lipid
peroksidasyonu sonucu olusur (Simsek 1999). Lipid peroksidasyonu ile olusan
membran hasar1 geri donilisimsilizdiir (Akkus 1995). Biyolojik sistemlerde LPO’yu
baslatan serbest radikalin, siiperoksit anyonu ve O6zelliklede hidroksil radikali oldugu
kabul edilmektedir. Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun
uzaklagsmasi, bu yag asidinin radikal 6zelligi kazanmasina neden olmaktadir. Boylece
olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir. Molekiil i¢i konjuge edilen baglarinin
farkli pozisyonlara gelmesi ile degisiklige ugrayabilen kararsiz lipid radikalinin
molekiiler oksijenle tepkimesi sonucu lipid peroksit radikali meydana gelir (Spiteller

2001; Kuru 2007).

Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak reaktif olan aldehitler ya
hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup
hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren
(poliansature) yag asitlerinin peroksidasyonunda, malondialdehid (MDA) meydana gelir
(Yilmaz vd 2003). MDA vyag asidi oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir
indikatorii degildir, fakat lipid peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon
gosterir. Bu sebeple organizmada olusan LPO diizeyini 6lgmek icin MDA seviyelerinin

Olgtimii siklikla kullanilan bir yontemdir. MDA, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile pembe



renkli bir kompleks olusturmakta ve olusan bu ¢ozeltinin absorbans degerlerinden
LPO'nun derecesi saptanabilmektedir (Y1lmaz vd 2003; Kuru 2007).

Bir antioksidan enzim olan katalaz (CAT) (Hidrojen Peroksit: Hidrojen Peroksit
Oksidorediiktaz, E.C.1.11.1.6) yiiksek konsantrasyondaki H,O,nin 2 elektronunu
kullanarak su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen demir porfirin i¢eren tetramerik
ve yliksek molekiil agirligina sahip bir enzimdir (McClung 1997; Chaudiere and Ferrari
1999). Aym1 zamanda CAT, diisiikk H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve
fenol iceren indirgenmis substratlar1 kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir
(Chaudiere and Ferrari 1999). CAT’in gorev aldigi reaksiyonlar asagidaki gibi

Ozetlenebilir.

2 H,0, - 5 2H-0 + O, (Katalitik Aktivite)

ROOH +AH, —* H,0+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

CAT farkli bitki dokularinda farkli oranlarda dagilim gostermektedir. CAT aktivitesi
yulaf tanesi, arpa, domates yapraklari (Vanacker et al. 1998a,b, 1999; Patykowski and
Urbanek 2003) ve sogan koklerinin (Cordoba- Pedregosa et al. 2003) apoplastik ve
simplastik bolgesinde belirlenmistir. Pek ¢ok bitki hiicresinde enzimin biiytik bir kismi,
H.02’nin yiiksek oldugu prokizomlarda bulunur. CAT ¢ok az miktarda mitokondri
matriksinde de belirlenmistir. CAT 1 bitki dokusunda da H,O, nin uzaklastirilmasinda
onemli rol oynadig1 belirtilmistir (Patykowski and Urbanek 2003).Yapilan ¢alismalar
sonucunda, CAT bitki yapraklarinin apoplastlarinda da bulunabildigi belirlenmistir
(Edwards et al. 1991; Wingsle et al. 1991; Vanacker et al. 1998; Tasgin et al. 2006;
Mutlu et al. 2009). CAT, solunum zincirinde, oksijenin eksik indirgenmesinden olusan
H,O,yi O,ye indirger (Chaudiere and Ferrari 1999). CAT’mn hiicrelerdeki temel
fonksiyonu, molekiiler O, mevcudiyetinde metabolizmanin bazi1 kademelerinde iiretilen,
H,0, nin ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek 6zellikle membranlarda

olusabilecek geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektedir. Zira, H,O,, singlet oksijen



(*O,) ve hidroksil radikallerinin (OH) potansiyel kaynagidir (Scandalios 1993;
Chaudiere and Ferrari 1999).

Antioksidan enzimlerden bir digeri peroksidaz (POX) (Hidrojen peroksit
oksidorediiktaz, E.C.1.11.1.7) enzimidir. POX aktivitesi farkli zamanlarda farkli
davraniglar gosterir. Apoplastik peroksidazlar hiicre duvarinda duvar sertlesmesinin
diizenlenmesinde rol oynar (De Pinto and De Gara 2004). POX, H,0,yi kullanarak
fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik bilesenlerin dehidrojenasyonunu
katalizleyen (Bergmeyer and Grabl 1983) ve HEM prostetik grubuna sahip bir
proteindir (Banci 1997; Kim et al. 2000). Coklu molekiiler formlara ve genis bir hiicre
alt1 dagilimma sahip olan POX, bitkilerde biiyiik oranda bulunur. POX, elverissiz
cevresel faktorler altinda iiretilen zararli oksijen radikallerinin seviyesini diizenler ve
bitki hiicresinin en énemli koruyucu enzimlerinden birisidir (Bakardjieva and Christov
1996). Molekiil agirliklar1 35-100 kDa arasinda degismektedir. POX’lar asagidaki

reaksiyonu katalizlerler.

AH, + H,0, » A + 2H,0

Bitkilerde bu reaksiyon sonucu;

1. Serbest fenollerin oksidatif polimerizasyonu ile hiicre duvarinda lignin ve suberin
biyosentezi gerceklesir.

2. Hiicre duvarina bagl fenollerin oksidatif polimerizasyonu ile ¢apraz baglanmalar
olur ve hiicre duvar sertlesir. Sonug¢ olarak peroksidazlar hidrojen peroksidi kontrol

altinda tutarak hiicre duvarinin sekillenmesini saglarlar (De Pinto and De Gara 2004).



POX’larin spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktorler, inhibitorlere hassasiyet ve
optimum pH gibi biyokimyasal 6zellikleri farkli olan ¢ok sayida izoenzimleri bulunur.

POX’lar organizmaya bagli olmakla birlikte 3 sinifa ayrilabilirler (Banci 1997).

1. Hiicre i¢i (simplastik) peroksidazlar
2. Hiicre dis1 (apoplastik) peroksidazlar
3. Salgilanan bitki peroksidazlari

Diusiik sicaklik, SO, tuzluluk, parazit enfeksiyonu, patojenler, UV-isik tesirleri gibi
cesitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilenen POX aktivitesi, bu enzimin stres
enzimi olarak anilmasma sebep olmustur (Kerby and Somerville 1992; Bakardjieva
Christov 1996; Chanda and Singh 1997; Kim et al. 2000; Lee and Lin 1996a,b). Cd ile
negatif iliski POX aktivitesinde ¢ogalmaya neden olur (Metwally et al. 2005). Bitkisel
POX; yapraklarda, yaralanan govdelerde, kotiledon yapraklarda, c¢i¢ek saplarinda
belirlenmis ve bu doku hiicrelerinde nukleus, mitokondri, ribozom, hiire membranlar1 ve
hiicre disinda (apoplast) lokalize olabilmektedir (Bergmeyer and Grabl 1983; Banci
1997; Hamed et al. 1998; Kim et al. 2000; Tasgin et al. 2006; Mutlu et al. 2009). POX
enziminin ¢ok sayida fizyolojik olayda rol oynadigi ve birgok metabolik olayin
gerceklesmesine yardimci oldugu agiktir. Bu ylizden bu kadar ¢ok islev ile bagdastirilan

POX enzimi ile ilgili arastirmalar yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir.

Bitki hiicrelerinde bulunan diger 6nemli bir antioksidan siiperoksid dismutaz (SOD)
(E.C.1.15.1.1) enziminin, siiperoksid radikalini (O7), hidrojen peroksit (H,O;) ve
molekiiler oksijene ¢evirebildigi gosterilmistir (Sairam and Srivastava 2000; Eyidogan

vd 2003; Minibaeva and Gordon 2003). Bu, asagidaki sekilde 6zetlenebilir.

20, + 2H" > H,0,+0;

SOD’un biri sitoplazmada digeri mitokondride olmak {izere iki izoenzimi bilinmektedir.
Okaryotlardaki mitokondriyal SOD, karakteristik Mn*? muhtevast ve amino asit dizilisi

bakimindan bir¢ok bakterininkine benzer. Buna karsilik sitoplazmadaki ise, tamamen
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2 ile Zn*® iyonu ihtiva eder. Bu enzim oldukea yiiksek

farkli yapiya sahiptir ve Cu®
konsantrasyonda ve aktif bulunur. Ciinkii mitokondride kullanilan oksijenin %1 ile 5
aras1 stiperokside doniismekte ve ancak yiiksek bir SOD aktivitesi tarafindan bertaraf
edilebilmektedir. Bir¢ok ¢evresel ve biyotik streslerde gerek apoplastik gerekse toplam
hiicresel SOD miktarinin iiretiminde artis oldugu belirlenmistir (Hernandez et al. 2001,
Minibaeva and Gordon 2003a; Eyidogan vd 2003; Mutlu et al. 2009). Agir metallerin
de SOD aktivitesi iizerine etkileri vardir. Ornegin; Cd stresi farkli bitki tiirlerinde SOD
aktivitesinde ¢ogalmaya neden olur (Sandalio et al. 2001; Milone et al. 2003; Guo et al.

2009).

Salisilik asit (SA) veya diger adiyla orto-hidroksi benzoik asit, bitki fenolikleri
grubundan bir bilesiktir. SA eskiden beri bilinen bir madde olup 1800’1l yillardan sonra
asetil-salisilik asit ilag (aspirin) olarak kullanilmaya baglanmistir. Biitiin bitkilerde
bulunmasi, bitkide olduk¢a hizli tasinabilmesi ve diisiik konsantrasyolarda bazi
fizyolojik etkiler olusturmast SA’nin bitki hormonu olabilecegi varsayimini
kuvvetlendirmektedir. SA bitkilerde sinnamik asitten sikimik asit yoluyla sentezlenir.
Sentez yerleri genellikle yapraklardir. Arum bitkisinde erkek c¢icekte SA alternatif
solunumu tesvik ederek sicaklik artigina sebep olur. Bu 1s1 artisinin ortam sicakligindan
14°C daha yukarida oldugu o&lgiilmiistiir. Bu yiizden SA’ya ‘kalorigen’ adi da
verilmistir. Bu sayede erkek ¢igekteki kokulu amin ve indol bilesikleri buharlasarak
etrafa yayilir. Bu koku bitkideki tozlasmadan sorumlu bocekleri c¢igege ceker.
(Kocagaligkan 2004). SA’1n fizyolojik bir etkisi i¢in ilk gosterge tiitiin hiicre kiiltiirtinde
ciceklenme hareketini tesvik etmesi ve gonca olusumunun kesfidir (Eberhard et al.
1989). SA’nin ¢igeklenmedeki uyarici etkisi daha sonra baska bitki tiirlerinde
gosterilmis ve bu SA’nin ¢igceklenmenin ig¢sel bir diizenleyici oldugu oOnerisini
giiclendirmistir (Cleland and Ajami 1974). SA bitki patojenlerine cevapta da rol oynar
(Alvarez 2000). SA’nin en yiiksek seviyesi patojen istilasina ugramis bitki doku ve
nekrozlarinda belirlenmistir (Raskin 1992a,b; Durner et al. 1997; Mauch-Mani and
Metraux 1998). SA’nin abiyotik streslere cevapta da 6nemli bir rol oynadigi birgok
arastirma tarafindan rapor edilmistir. Ornegin SA musir bitkilerini donma hasarina kars1

korumada rol aldigi (Janda et al. 1999, 2000), bugdayda kuraklik ve tuz stresinin
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engelleyici etkisini azalttig1 (Al-Hakimi and Hamada 2001; Hamada and Al-Hakimi
2001; Mutlu et al. 2009), fotosentezde paraquatin etkisini azalttigi (Ananieva et al.
2002), tuz ve osmotik stresin diizenlenmesine katildig1 (Borsani et al. 2001), fasulye ve
domates bitkilerinde stres cevabimin diizenlenmesinde ©Onemli bir rol istlendigi
belirlenmistir (Senaratna et al. 2000). SA hardal fidelerinin sonradan ortaya ¢ikan sicak
soklarina karst dayanikliligini artirmis ve yiiksek sicaklik stresi esnasinda i¢sel SA
seviyesinin belirgin bir sekilde arttig1 gézlenmistir (Dat et al. 1998). Buna ilave olarak
ozon ve UV 1s181ina maruz birakilmis bitkilerde de SA’nin igsel seviyesinde bir artis
belirlenmistir (Yalpani et al. 1994; Sharma et al. 1996). Dissal uygulanan SA
antioksidan enzimlerin aktivitelerini diizenledigi ve abiyotik strese bitkilerin toleransini
artirdigr gosterilmistir (He et al. 2002). Digsal uygulanan SA piringte membranlar
tizerindeki agir metallerin zararli etkilerini azaltir (Mishra and Choudhuri 1999). SA
Cassia tora (Yang et al. 2003) ve arpa (Metwally et al. 2003) fidelerinde agir metal
toksisitesini azaltmistir. Cd stresi altinda biiyiitiilen arpa fideleri, SA ile muamele
edildiginde Cd stresine dayanma seviyesinde belirgin bir artig gostermistir (Metwally et
al. 2003). SA’nin antioksidant enzim aktiviteleri tizerine etkisi, H,O, metabolizmasini

diizenlemek ile iliskili oldugu da ileri siiriilmiistiir (Janda et al. 2003).

Bu arastirmada, agir metal stresi altinda olan bitki hiicrelerinin hiicre i¢i (intraselular
veya simplast) biyokimyasal degismelerinden ziyade, hiicre dis1 (apoplast) (sekill.1)
bazi biyokimyasal degismelerin incelenmesi tercih edilmistir. Ciinkii apoplast bitkinin
i¢gsel bir ¢evresidir. Bizim viicudumuz kan, lenf ve doku sivisi gibi igsel bir ¢evreye
sahip oldugu gibi, bitki hiicreleri de apoplast adi verilen sivi bir ortamla kusatilir.
Apoplast gelisme, beslenme, sinyal iletimi ve savunma gibi bircok olayin meydana
geldigi dinamik bir bolgedir. Bizim viicudumuzdaki igsel g¢evrenin ¢ok Onemli
fonksiyonlarma karsilik, apoplastin dinamik fonksiyonu da bitki hayatinin devaminda
pek cok seyden Once gelmektedir. Apoplastin bir¢ok 6nemli fonksiyonlar1 igerisinde
sunlar sayilabilir (Sakurai 1998; Atici and Nalbantoglu 2003; Chikov and Bakirova
2004; Mutlu et al. 2009).
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1. Apoplastik enzimler aracilig: ile polisakkarit, protein ve lignin gibi hiicre duvari
molekiillerinin sentezi, yikimi1 ve diizenlenmesi.

2. Ozon, soguk, tuz ve siilfir dioksit gibi zararli gevresel streslere ve patojen
saldirilaria karsi hiicre i¢inin (simplast) korunmas.

3. Sadece su gibi iyi tasinan molekiillerin degil, ayn1 zamanda inorganik ve organik
bilesiklerin taginmasinin diizenlenmesi.

4. Iyon dengesi, pH ve su igerigini ayarlayarak icsel homeostasisin diizenlenmesi.

Apoplastik bolge

Simplastik bolge

Sekil 1. 1. Diisiik sicakliga maruz kalmis bir yaprakta simplastik bolgedeki suyun
apoplastik bolgelere gonderilmesi ile apoplastik bolgede buz olusumu (Tasgin 2004).

Goriildiigii gibi apoplast bitkilerde hiicre canlilifinin devaminda ve g¢evresel streslere

bitki cevabinin diizenlenmesinde dnemli gorevleri olan bir bolgedir.

Bu caligmada temel ama¢ Cd stresinin bitkilerde meydana getirdigi morfolojik,
metabolik ve antioksidatif bozukluklarin belirlenmesi degildir. Bu konuda literatiirde
olduk¢a bilgi bulunmaktadir. Cd stresi altinda bitki cevabinin belirlenmesinde
simplastik bolgedeki biyokimyasal cevaplar yogunlukla arastirilmasina ragmen,

apoplastta meydana gelen antioksidatif cevaplarin incelenmesi ile ilgili literatiir bilgisi
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oldukga yetersiz oldugu gozlenmistir. Artik giiniimiizde Cd’nin bitkilerde bir stres
olusturdugu bilimsel bir gercektir. Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda SA’nin Cd
stresine kars1 bitkiyi koruyabildigi ve Cd stresi ile gerileyen bitki hiicre i¢i (simplast)

antioksidatif sistemi diizenleyebildigi ¢alismada gosterilmistir

Bunlara ilave olarak, SA’nin soguk ve tuz stresi altindaki bitkilerde apoplastik
proteinlerin seviyelerini ve apoplastik antioksidan enzim aktivitelerini diizenleyerek bir

koruma saglayabildigi de rapor edilmistir (Tasgin et al. 2003, 2006; Mutlu et al. 2009).

Bu arastirmada ise bitkiye Onceden uygulanan SA’nimn, bitki Cd stresine maruz
kaldiginda, apoplastik antioksidatif sistemi  diizenleyerek bitki cevabinin
diizenlenmesinde bir rol alabilecegi hipotezi ileri siiriilmiistiir. Bu amag i¢in segilen iki
bugday varyetesine (biri hassas, biri toleransli) ait fidelere SA uygulanmis ve
uygulamadan belirli bir siire sonra bitkiler Cd stresine maruz birakilmislardir. Cd
stresine maruz kalmis bitkilerin yaprak ve koklerindeki apoplastik antioksidan
enzimlerin aktiviteleri belirlenmistir. Bitki stresinin ve stresten korunmanin bir

derecesini gosteren lipid peroksidasyonu ve H,O; miktar1 da Sl¢iilmiistiir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Son on yilda Ozellikle stres altindaki bitkilerin apoplastik boélgelerinde bulunan
bilesikler iizerine bir¢ok arastirma yapilmis ve bitkinin ¢evresel streslere cevabinda ve
tolerans kazanmasinda bu bdlgenin énemine dikkat ¢ekilmistir (Atict and Nalbantoglu
1999a,b; Michael et al. 1993; Duran-Carril and Bujan 1998, 2003; Wang et al. 2004;
Mutlu et al. 2009). Bir¢ok ¢alismada antioksidan enzimlerin bitki hiicrelerinin apoplast
bolgesinde de yer aldigi ve cevresel streslere cevapta onemli rollerinin bulundugu
belirtilmistir. Uclii antioksidan sistem (katalaz, peroksidaz, siiperoksid dismutaz),
hiicresel hasarlarin ilk basladigi apoplastik bolgede ROS bilesiklerinin sistemli bir
sekilde uzaklasmasimni gergeklestirirler.(Hernandez et al. 2000; Lin and Kao 2001;
Minibaeva and Gordon 2003).

Bitkilerde katalaz (CAT) aktivitesine etki eden faktorler ile ilgili bir¢ok c¢alisma
bulunmaktadir. CAT bitki yapraklarinin apoplastinda da belirlenmistir (Edwards et al.
1991; Wingsle et al. 1991; Vanacker et al. 1998b; Tasgin et al. 2006; Mutlu et al.
2009). Bir ¢alismada kiglik arpa yapraklarinda apoplastik CAT aktivitesinin hiicredeki
seviyesine gore %18 oldugu bulunmustur (Baet et al. 2000). Iki domates tiirii ve arpa
patojenlerle muamele edildiginde, apoplastik CAT aktivitesinin yiikseldigi tespit
edilmistir (Vanacker et al. 1998; Patykowski et al. 2003). Ug farkli yulaf cesidi bir
fungal patojeni ile muamele edildikten sonra, apoplastlarda 2 ornekte aktivitenin
azaldigi, diger ornekte yiikseldigi gbzlenmistir (Vanacker et al. 1998). SA’nin birkag
bitki tiirinde CAT aktivitesinin temel bir bolgesini bloklamak suretiyle H,O,’nin
birikimine neden oldugu ve bu nedenle enzimi inhibe ettigi ileri siiriilmiistiir (Raskin
1992a,b).

Kislik bugday soguk stresi ve salisilik aside (SA) maruz birakildiginda, hem soguk hem
de SA yapraklarda apoplastik CAT aktivitesini diisiirmiistiir (Tasgin et al. 2006). Tuz
stresi altindaki bitkilerde SA’nin CAT aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir (Mutlu et

al. 2009). SA uygulanmis bezelye, tiitiin ve mantarda SA’nin CAT aktivitesini inhibe
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ettigi belirlenmistir (Aebi 1974; Martina et al. 1995; Willekens et al. 1997; Srivastava et
al. 2001). Yine musir fidelerinde 1 mM SA uygulandiginda yapraklarda CAT
aktivitesinin inhibe edildigi belirlenmistir (Padu 1999; Horvath et al. 2002). Muz
bitkisinde 0.5 mM ve 1 mM SA uygulamasi, CAT aktivitesinin ilk gilinlerde diisiisiine,
ilerleyen giinlerde tekrar yiikkselmesine neden olmustur (Srivastava et al. 2000). SA’nin
tiirevi olan asetil SA’nin da misir bitkisinde CAT aktivitesinde diisiise neden oldugu
gozlenmistir (Westhuizen et al. 1998). Arpa ile yapilan ¢alismada SA’nin CAT
aktivitesini normale gore yiikselttigi gorilmiistiir (Souza et al. 2001). Tuz stresi altinda
biiyiitiilen bitkilerde hiicresel CAT’la yapilan c¢alismalarda da, CAT’in diistigi
belirlenmistir. Ornegin, tuz stresi altinda biiyiitillen bugday, piring ve salatalik ile
yapilan calismalarda, her ii¢ bitkide de hiicresel CAT aktivitesinin diistiigli gozlenmistir
(Keles and Oncel 2002; Shim et al. 2003). Gériildiigii gibi CAT 1n stres faktdrlerine

yaniti, faktorlerin kullanimina ve bitki tiirlerine gore farklilik gostermektedir.

Cd stresi altinda CAT aktivitesi Phaseolus vulgaris (Somashekaraiah et al. 1992),
Lemna minor (Mohan and Hosetti 1997) ve biberde (Leon et al. 2002) azalma
gosterdigi belirlenmistir. Aksine CAT aktivitesi Agropyron repens (Brej 1998),
Raphanus sativus (Vitoria et al. 2001) ve seker kamisinda (Fornazier et al. 2002a)
cogaldigi fakat soya fasulyesinde (Ferreira et al. 2002) degismeden kaldigi
gozlenmistir. Yaptigimiz dikkatli literatiir taramasi sonucunda Cd stresi altindaki

bitkilerin apoplastik CAT aktivitesine ait herhangi bir veri bulunamamastir.

Bitkilerde peroksidaz (POX) aktivitesine etki eden faktorlerle ilgili birgok caligma
bulunmaktadir. Ladin agaci yapraklarinin apoplastinda POX aktivitesinin yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Otter et al. 1997), ancak kuraklik stresi ve ozon muamelesi
uygulandiginda hiicresel ve apoplastik POX aktivitesinin diistiigii goriilmiistiir.
(Kronfuss et al. 1996). Yiiksek ve diisiik nitrat uygulamalarinda, geng ve olgun bugday
bitkilerinin hiicresel ve apoplastik POX aktiviteleri karsilagtirildiginda, her iki durumda
da, hiicresel POX aktivitesinin apoplastik POX aktivitesinden yiliksek oldugu
bulunmustur (Padu 1999). Kislik arpa yapraklarinda apoplastik POX aktivitesinin
hiicresel aktiviteye gore oraninin %394 oldugu belirlenmistir (Baet et al. 2000). Chcory
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(Cichorium intybus L. cv. Bea) bitkisi ile yapilan bir g¢alismada 1sik-karanlik
periyodunda apoplastik POX aktivitelerinin diistiigi gozlenmistir (Boeuf et al. 1999,
2001). Yulaf bir fungal patojen ile muamele edildiginde, apoplastik bolgede POX
aktivitelerinin distigii gozlenmistir (Vanacker et al. 1998). Buna karsilik bugday, arpa
ve domates patojenlerle muamele edildiginde, bitkilerde apoplastik POX aktivitesinin

yiiksek oldugu gézlenmistir (Bishop 2002; Patykowski et al. 2003).

Kislik bugday, soguk stresi ve SA’ya maruz birakildiginda hem soguk hem de SA
yapraklarda apoplastik POX aktivitesini artirmistir (Tasgmn et al. 2006). Tuz stresi
altindaki bitkilere SA uygulanmasi POX aktivitesini artirmistir (Mutlu et al. 2009).Tuz
stresi altindaki pamuk tiirlerinde de POX aktivitesinin ¢ogaldigi bildirilmistir (Meloni et
al. 2003). Misir ve havyar bitkisinde yapilan galigmalarda, SA uygulamast POX’un
aktivitesini artirmustir (Dat et al. 1998; Padu 1999; Horvath et al. 2002; Yee et al.
2002). Ancak Cuscuto reflexa ve bezelye bitkisinde ise SA’nin POX aktivitesini inhibe
ettigi gozlenmistir (Aebi 1974; Srivastava et al. 2001). Dissal uygulanan SA misirda
POX’un aktivitesini artirmigtir (Janda et al. 1999). Gorildigii gibi POX’un stres
faktorlerine yaniti, faktorlerin kullanimma ve bitki tlirlerine gore farklilik

gostermektedir.

Cd uygulaninca bezelye yapraginda, Phaseoulus aureus’da, havug ve turpun koklerinde
POX aktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir (Sanita di Toppi and Gabrielli 1999; Liu and
Yang 2000; Sandalio et al. 2001; Chen et al. 2003). Cd uygulanan ladin agaci
yapraklarinin POX aktivitesi baslangigta artarken, daha sonra diismiistiir (Radotic et al.
2000). Misir yapraklart Cd’e maruz birakilirsa POX aktivitesi cogalmistir (Lagriffoul et
al. 1998; Kong et al. 1999). Yaptigimiz literatiir taramasi sonucunda Cd stresi altinda

apoplastik POX ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamuistir.

Bitkilerde siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesine etki eden faktorlerle ilgili birgok
calisma bulunmaktadir. Oksidatif stres altindaki bugday genotiplerinde SOD
aktivitesinde bir degisiklik gdézlenmezken (Sairam and Srivastava 2000), yiiksek
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sicaklik stresi veya tuz stresi altindaki bugday genotiplerinde nemli dl¢lide artirdigt

belirlenmistir (Sairam et al. 2000; Eyidogan vd 2003; Sakhabutdinova et al. 2004).

Su stresi altindaki bugdaylarda SOD aktivitesi yiikselirken, SA uygulamasi ile diistigl
belirlenmistir (Singh and Usha 2003). Muz fideleriyle yapilan ¢alismada ise SOD
aktivitesi diisiik sicaklik ve SA uygulamasiyla artmistir (Kang et al. 2003). Stres
altindaki bitkilerde apoplastik SOD aktivitesi ile ilgili bilgi ¢ok yetersizdir. Son yapilan
bir ¢aligmada tuz stresi altindaki bugdaylarda, tuz ve SA apoplastik SOD aktivitesini
artirmistir (Mutlu et al. 2009).

Cd seker kamisinda SOD aktivitesini artirmistir (Bonnet et al. 2000; Malecka et al.
2001; Fornazier et al. 2002; Jouili and El Ferjani 2004). Cd uygulanmasiyla bazi
bitkilerde SOD aktivitesinin degismedigi de bulunmustur (Sanita di Toppi and Gabrielli
1999).

Kadmiyum ile muamele edilmis bezelye bitkilerinin kok ve siirgiinlerinde lipid
peroksidasyon iriinlerinin arttigi bildirilmistir (Lozano-Rodriguez et al. 1997;
Romero-Puertas et al. 2003). Cd tarafindan lipid peroksidasyonunun artmasi Phaseolus
vulgaris (Somashekaraiah, Padjama and Parasad 1992; Shaw 1995; Chaoui et al. 1997)
ve Helianthus annuus (Gallego 1996; Benavides and Tomaro 1996) bitkilerinde
belirlenmistir. MDA konsantrasyonunun, tuzluluga maruz birakilmis misirda SA
uygulamasi ile azaldig1 goriilmiistiir (Gunes et al. 2007). Uziim fideleri ile yapilan bir
caligmada, salisilik asit uygulamasi ile fidelerin yapraklarinda MDA igeriginin azaldig1
goriilmiistiir (LiJun et al. 2003). Titiinde, lipid peroksidasyonun SA sinyal iletiminde
onemli bir rol oynadigi rapor edilmistir (Yu et al. 1999). Misir bitkilerine Cd
uygulandiktan sonra MDA seviyesinin koklerde ¢ogaldigi fakat yapraklarda
cogalmadig gozlenmistir (Hong et al. 2008). Piring (Oryza sativa) koklerinde Cd stresi
altinda SA uygulandiginda MDA konsantrasyonu diismiistiir (Guo et al. 2007).

Bitki hiicrelerinde Hidrojen peroksit (H,O;) artis1 genellikle Arabidopsis thaliana ve

domates bitkilerinin Cu, Cd (Drazkiewicz et al. 2004; Romero-Puertas et al. 2004;
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Maksymiec and Krupa 2006) ve Hg (Cho and Park 2000) muamelesinden sonra
gozlenmistir. SA’ya benzer sekilde H;0,, 0,1-50 mM konsantrasyonda patates
bitkilerinde yiiksek sicaklik toleransina cevapta artis gostermistir (Lopez- Delgado et al.
1998). Misir fidelerine H,O, ve menadion (H,O, den olusmus bilesik) enjekte
edildiginde fidelerin donma stresine karsi daha toleransli hale geldigi belirlenmistir
(Prasad et al. 1994; Prasad 1996). Hidrojen peroksit bugday fidelerinde siiperoksit
dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve NADPH katalaz
aktivitelerinde artis1 tetiklemistir. Hidrojen peroksit, ayrica ¢ilek kalluslarinda
morfogenik siireg ile baglantilidir ve SOD aktivitesinde degisiklige neden olmustur (Li

et al. 2007, 2009).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Iklim dolab1 : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
Masa santrifiijii : Hettich EBA 21
Sogutmali santrifiiji : Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre : Shimadzu UVmini—1240
pH metre : WTW unilab pH metre
Hassas terazi : Shimadzu AY220
Buzdolab1 : Argelik

Derin dondurucu (-30°C) : Arcelik

Derin dondurucu (-80°C) : Harris, Ingiltere
Karistirici : Fisons Whirlimixer
Otomatik pipetler : Nichipet EX ve Socorex
Calkalayici : Gallenkamp

Manyetik karistiric : Chiltern HS31

Soguk su banyosu : Huber Polystat CCL1.
Vakum pompasi : Edwards, Ingiltere

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanis bigimleri
asagida sunulmustur. Caligmalarimizda kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve

Fuluka’dan temin edilmistir.

1. Amon ve Hogland besi ¢ozeltisi: 1.02 g KNOs3, 0.492 g Ca(NOs),.4H,0, 0.23 g
NH4H2PO4, 0.49 g MgSO4.7H20, 2.86 g H3803, 1.81 g MnC|2.4H20, 0.08 mg
CuSO4.5H,0, 0.22 mg ZnS0,4.7H,0, 0.6 mg FeSO4, 0.6 mg tartarik asit saf su

igerisinde ¢oziilerek toplam hacmi 1 litreye tamamlanmistir.
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2. 0.01 mM Salisilik asit ¢ozeltisi: 0.001381 g salisilik asit 900 mL saf suda ¢oziilmiis, 1

N NaOH ile pH: 6.5’¢ kadar titre edilmis ve son hacim saf su ile I L’ye tamamlanmustir.

3. 0.1 mM Salisilik asit ¢ozeltisi: 0.01381 g salisilik asit 900 mL saf suda ¢oziilmiis, 1 N

NaOH ile pH: 6.5’¢ kadar titre edilmis ve son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanmustir.

4. 1 uM CdCl; ¢ozeltisi: 0.183 g CdCl;, ¢ozeltisi bir miktar saf suda ¢oziilmiis ve son

hacmi 1L’ye tamamlanmaistir.

5. 20 mM Askorbik asit + 20 mM CaCl; ¢ozeltisi (Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu
i¢in kullanilan ¢6zelti): 7.4 g askorbik asit ve 5.28 g CaCl, bir miktar saf suda ¢6ziilmiis

ve hacim saf su ile 2 L’ye tamamlanarak hazirlanmistir

6. 103.5 mM KH3PO4, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi dl¢limiinde kullanilan tampon): 1.4 g
KH,PQO4, 80 mL saf suda ¢ozililmiis, 1 N NaOH ile pH: 7.5’e kadar titre edilmis ve son

hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlanmuistir.

7. 40 mM H,0; c¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):

408 pL %30’luk H20, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

8. 5 mM H,0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde standart grafik hazirlamak igin
kullanilanilmistir): 41 pL %30’luk H,0, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak

hazirlanmastir.

9. Peroksidaz aktivitesi Ol¢limiinde kullanilan substrat cozeltisi: 15 pL H202’dan
(d=1.13 g/mol) alinarak 5 mM olacak sekilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5)

icinde ¢oziilerek hazirlanmstir.

10. 0.1 M NayHPOQO4, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3.55 g NayHPO, alinmis, 200 mL saf suda ¢o6ziilmiis ve pH: 5.5’¢

ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamlanmistir.



21

11. 50 mM K3;HPO, (pH: 7.8) (Siiperoksit dismutaz aktivitesi Sl¢iimiinde kullanilan
tampon): 2.9 g K;HPO, 200 mL saf suda ¢oziilmiis ve son hacmi 250 mL’ye

tamamlanmustir.

12. 13 mM metionin ¢ozeltisi: 0.485 g metionin, 250 mL, 50 mM K;HPO, (pH: 7.8)

tamponu igerisinde ¢oziilerek hazirlanmigtir.

13. 75 uM NBT (Nitroblue Tetrazolium Kloriir): 0.015 g NBT, 250 mL, 50 mM
K>HPO, (pH: 7.8) tamponu igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

14. 0.1 mM EDTA (Etilen Daimin Tetra Asetik asit): 0.075 g EDTA, 250 mL, 50 mM
K>HPO, (pH: 7.8) tamponu igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

15. 2 uM riboflavin: 0.038 g riboflavin, 1 L saf suda ¢6ziilmiistiir. Bu ¢6zeltiden 2 pM

olusturmak i¢in, bundan 60 pL alinmis ve 3 mL’lik reaksiyon karigimina pipetlenmistir.

16. %5 lik TCA (trikloroasetik asit) : 100 ml saf su icerisine 5 g TCA ilave edilir. TCA

tam olarak ¢6ziilene kadar karistirilarak hazirlanmistir.

17. %0.5 lik TBA (tiobarbutirik asit): 100 ml saf su igine 20 gram TCA ¢oziilmiis ve

icerisine 0.5 g TBA ilave edilir ve iyice karistirilarak hazirlanmistir.

18. %5 lik Ti(SOy), (titanyum disiilfat ¢ozeltisi) (H20, miktarinin belirlenmesinde

kullanilir): 1 gram Ti(SO4), 20 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

19. %19 luk NH4OH (H,0; belirlenmesinde kullanilan): 4.16 mL NHj3 20 mL saf suda

¢oziilmesiyle hazirlanmistir.

20. 2 M’lik H,SO4 (H,0, miktarinin belirlenmesinde kullanilan): 40 mL %98’lik HoSO,4
alinmis 160 mL saf su igerisine ilave edildikten sonra 200 mL’ye tamamlanarak

hazirlanmstir.
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3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Bu arastirmada, monokotil bir bitki olan bugdayin (Triticum aestivum) iki varyetesi
(Bolal ve Dogu-88) kullamlmustir. Bitkilere ait tohumlar, Atatiirk Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Bolimii’'nden temin edilmistir. Tohum sterilizasyonu, kuru
tohumlar birkag kez ¢gesme suyu ile yikandiktan sonra %10’luk ticari ¢gamasir suyunda 5
dk bekletilmis ve en son saf su ile iyice yikanarak yapilmistir. Bitkiler kum kiiltiiriinde
yetistirilmistir. Bunun i¢in her bir saksiya esit miktarda olacak sekilde kum konulmus
ve kum igeren saksilar once suyla 5 kez, sonra IN HCL ile ve en sonda saf su ile
yikanmistir. Bu igslemle kum i¢indeki metal iyonlarinin uzaklastirilmast saglanmaistir.
Her saksiya 25 g tohum ekilmistir. Bitkiler bir iklim dolabinda 22/20°C ve 12/12 saat
1s1k-karanlik periyodunda (20.000 liiks, %70 nem) onsekiz giin siireyle biiyiitiilmisledir.
Her saksi, onuncu giine kadar, giinliik esit miktarda ¢esme suyu ile sulanmistir. Onuncu

giinde bitkiler Hoagland besi ¢ozeltisi ile sulanmustir.

Cimlenmeden sonra onikinci giinde bitki yapraklarina farkli konsantrasyonlarda salisilik
asit (0.0, 10, 100, 1000 uM pH: 6,5) bir atomizer yardimiyla piiskiirtiilmiistiir. isleme
biitlin yapraklarin yikandigindan emin oluncaya kadar devam edilmistir. onbesinci
giinde ise kadmiyum ¢o6zeltisi ( 25, 50, 100 uM) her saksiya 50 mL olacak sekilde
uygulanmistir. Bu durumda bir bitki uygulamasi i¢in 24 saks1 kullanilmis ve bunlarin
kadmiyum ve salisilik asit uygulamalar1 asagidaki gibi olmustur. Deneme hatalarini

azaltmak icin her bir gruba ait 5 saksi1 ekilmistir.

1.0.0u M SA +25 uM Cd
2.0.0uM SA + 50 uM Cd
3.0.0p MSA + 100 pM Cd
4.10 uM SA + 25 uM Cd
5.10 uM SA + 50 uM Cd
6. 10 uM SA + 100 uM Cd
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7.100 uM SA + 25 uM Cd

8. 100 uM SA + 50 uM Cd

9. 100 uMSA + 100 uM Cd
10. 1000 uM SA +25 uM Cd
11. 1000 uM SA + 50 uM Cd
12. 1000 uM SA + 100 uM Cd

Yukaridaki muameleler yapildiktan sonra, apoplastik enzimlerin ¢aligilmast igin
onsekizinci giin (Cd uygulamasindan 3 giin sonra) bitki yapraklarindan ve koklerinden

ornekler alinmistir.

3.3.2. Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu ve izolasyonu

Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu i¢in, bugday yapraklari ve kokleri bir bisturiyle
yaklagik 1 cm uzunlukta dikkatlice kesilerek olusturulan kesitler (7 g), en az 6 kez bol
saf su ile iyice yikanmistir. Bu islemle dokularin kesilen bolgelerinden gelebilecek
hiicresel protein kontaminasyonu onlenmistir (Hon et al. 1994; Atic1 and Nalbantoglu,
1999a,b). Hazirlanan 7 g yaprak kesiti, igerisinde 20 mM askorbik asit ve 20 mM CacCl;
¢ozeltisi bulunan vakumlanabilir bir desikatore yerlestirilmis ve desikatér bir vakum
pompast ile 20 dakika vakumlanmistir. Vakumlanmis dokular 20 mL‘lik enjektorlere
dikkatlice yerlestirildikten sonra, enjektorler birer santrifiij tiipiine konulmus ve 2000 X
g‘de 15 dakika sanrifiij edilmistir. Sanrifiijlemenin bitiminde, tiiplerin dip kisminda
biriken apoplastik ekstrakt, apoplastik proteinlerin elde edilmesi i¢in kullanilmigtir

(Atict and Nalbantoglu 1999a,b; Tasgn et al. 2003, 2006; Mutlu et al. 2009).

Apoplastik proteinlerin izolasyonu i¢in, apoplastik ekstraktlara hacimlerinin 1.5 kati
soguk (-20°C) aseton ilave edilmis ve karisim -28°C’de 1 gece bekletilmistir. Ikinci giin,
ornekler 3500 x g’de 20 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant uzaklastirilildiktan sonra
apoplastik protein peleti elde edilmistir. Pelet, 6nce %96’lik sonra %70’lik etanol ile

birer kez dikkatlice yikanarak kurumaya birakilmistir. Tamamen kurumus pelet
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apoplastik enzim aktivitelerinin belirlenecegi zamana kadar -28°C’de saklanmustir (Hon

et al. 1994; Atict and Nalbantoglu 1999a,b; Tasgin vd 2003).

Enzim aktivitesi 6l¢iimii yapilacagi zaman, apoplastik protein peletleri, 1 mL 0.2 M
(pH: 7.5) sodyum fosfat tamponu i¢inde iyice ¢Oziilmiis ve apoplastik antioksidan
enzim aktiviteleri 6l¢iimii icin hazir hale getirilmistir. Olgiim esnasinda enzim

¢oOzeltileri buz i¢inde tutulmuslardir.

3.3.3. Yaprak ve koklerde apoplastik antioksidan enzim aktivitelerinin

belirlenmesi

3.3.3.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢in kullanilan yontem, Luck (1965) ile Havir and
Mchale’nin (1987) uyguladigi yontemdir. Bu metotla aktivite dl¢timii, CAT aktivite
Olciim ortamindaki H,O,’nin O, ve HyO’ya doniisiimiinii saglarken meydana gelen

absorbans azalmasinin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir (Havir et al. 1987).

Reaksiyonda azalan H,0, miktarini1 belirlemede kullanilacak olan H,O; standart grafigi
onceden hazirlanmistir. Bunun i¢in, 5 mM H0, ¢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 konulmustur. Tiipiin hacmi saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanmis ve her tiipe 1.47 mL,
103.5 mM KH;PO,; ve 30 pL saf su ilave edilmistir. Kiivet spektrofotometreye
yerlestirildikten sonra 240 nm’de absorbans belirlenmistir. Absorbans degerlerine
karsilik gelen pM H;0, degerleri kullanarak bir standart grafik elde edilmistir (Sekil
3.1).

CAT aktivite olgtimii i¢in 3 mL‘lik spektrofotometre kiivetine, 103 mM KH,PO,
tamponundan 1.475 mL ve 40 mM‘lik H,O; substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL konulduktan
sonra, 25 uL enzim ekstrakti ilave edilmistir. Kiivet spektrofotometreye yerlestirildikten

sonra 240 nm’de 3 dakika boyunca 0,5 dakika araliklarla kore karsi absorbansi
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okunmustur. Olgiimlerde absorbansin dogrusal olarak azaldig: araliktan dakika basima
absorbans azalmasi hesaplanmistir. Bu ortalama absorbans degerleri, standart grafik
yardimiyla umol cinsinden H,O; miktarma déniistiiriilmiistiir. 25°C’de, 1 dakika i¢inde,
absorbansi 1 umol azaltan enzim miktar1 1 enzim {nitesi olarak kabul edilmis ve

sonuglar g yaprak basina diisen enzim {initesi olarak sunulmustur (Gong et al. 2001).

0,12

0,1 -

£ 0,08 A
c
o
<
N

> 0,06 -
c
o
2
o

2 0,04
<

0,02

O T T T T T T T T T 1

0 0.75 15 2.25 3 3.75 4.5 5.25 6 6.75 7.5

Hidrojen peroksit (H,0,) miktar1 (umol)

Sekil 3.1 Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan standart grafik

3.3.3.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) aktivite tayini, guaikol ve H,O,’nin substrat oldugu reaksiyonun
iirlinli olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi

esasina dayanmaktadir (Angelini et al. 1989).

Aktivite 6l¢timii igin spektrofotometre kiivetine; 100 mL 0.1 M, NaH,PO, (pH: 5.5) ve
5 mM guaikol igeren substrat ¢ozeltisinden 3 mL konulduktan sonra, iizerine 10 pL

enzim ekstrakti ilave edilmistir. 470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artis1 1 dakika
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araliklarla kaydedilmis ve absorbansin dogrusal olarak arttig1 kisimdaki absorbans artisi
1 dakikaya oranlanmustir. 25°C’de 1 dakikada, absorbans1 0.01 artiran enzim miktari 1
enzim tinitesi olarak kabul edilmis ve sonuglar g doku basina diisen enzim tnitesi (EU/g

doku) olarak sunulmustur (Yee et al. 2002).

3.3.3.c. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) fotokimyasal

indirgenmesinin inhibisyonunu, spektrofotometrik olarak belirleme esasina dayanir

(Agarval and Pandey 2004; Yordanova et al. 2004).

Reaksiyon karigimi (3 mL); 50 mM KH,PO, (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 75 uM NBT,
2 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA i¢ermektedir.

Aktivite 6l¢limil i¢in 3 mL spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igermeyen
reaksiyon karisimdan 2.84 ml alinmis ve tizerine 100 pL enzim ekstrakti pipetlenmistir.
Reaksiyon, tiip tizerine 100 uM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 60 pL pipetlenip
karistirildiktan hemen sonra, beyaz bir 151k kaynagi Oniine yerlestirmek suretiyle
baglatilmistir. Tip, 151k kaynaginin karsisinda 15 dk. tutulmus ve reaksiyon 1sik
kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur. 15 dk. icerisinde NBT’nin renk agilma
yogunlugu 560 nm’de kore karsi okunmustur. Kor, Ayni islemin enzimsiz 6rneginden
olugmaktadir. SOD aktivitesinin 1 {initesi, 560 nm’de gézlenen NBT indirgenmesinin %
50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim {iinitesi olarak kabul edilmis ve

degerler EU/g doku olarak sunulmustur.

3.3.4. Kok ve yapraklarda hidrojen peroksit miktariin belirlenmesi

H202’nin miktar tayini i¢in kullanilan yontem Mukherjee and Choudhuri (1983)

tarafindan kullanilmistir.
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Hidrojen peroksit miktarinin belirlenmesi i¢in taze bitki dokusu (2 gram) 2 mL soguk
aseton ile homojenize edilmis ve bulama¢ 10.000 xg’de 10 dk santrifiij edilmistir.
Siipernatantin 1 mL si %5 Ti(SOy4), ve 0.2 mL amonyak ile karigtirtlmistir. Cokelti
bigimlendikten sonra reaksiyon karisimi 10.000 xg’de 10 dk santrifiij edilmis, sonra

pelet 2M H,SO, te eritilmis ve 415 nm’de absorbansi okunmustur.

H,0, miktarimi belirlemede kullanilan H,O, standard:r i¢in, SmM H,0; ¢ozeltisinden
ephendorf tiipiine sirasiyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 mL
konulmustur. Tiiplin hacmi aseton ile 1.5 mL’ye tamamlanmis ve her tiipe 0.15 mL
%35’lik Ti(SOg) 2 ve %19’1luk NH4OH ilave edilmistir. Cokelek olustuktan sonra karigim
10.000 xg’de 5 dk daha santrifiij edilmistir. Tiipiin siipernatant kismi uzaklastirildiktan
sonra elde edilen pelet 3 ml 2 M’k H,SO; iginde ¢oziilmis ve kiivet
spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 415 nm’de absorbans kore kars1 okunmustur.
Absorbans degerlerine karsilik gelen uM H,0, degerleri kullanilarak standart grafik

elde edilmistir.

3.3.5. Kok ve yapraklarda lipid peroksidasyonunun belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan yontem Heath and Packer (1968)

tarafindan kullanilmistir.

Bunun i¢in yaklasik 200 mg taze bitki materyali %10’luk TCA (trichloro-acetic acid) 10
mL %25’lik 2-TBA (thiobarbituric acid) ile homojenize edilmistir. Homojenat buz
banyosunda 95°C de 30 dk inkiibe edilmis ve sonra 10.000 xg’de 10 dk santrifiij
edilmistir, 532 nm’de absorbans degerleri okunduktan sonra 600 nm deki non-spesifik

absorbsiyon i¢in belirlenen absorbans degeri ¢ikarilir.

Lipid peroksidasyonunun hesaplanmasi: 1 mL ¢ozeltideki MDA (nmol/ ml):[ (A532-
A600)/155000]X10° formiiliiyle hesaplanir. Sonuglar MDA (nmol/ gram doku) seklinde

verilir.
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3.4. istatistik Analizi

Tez igerisinde sunulan sonuglar, her bir uygulamadan ii¢ 6rnek (3 paralel) ve her bir
ornekten 3 tekerrlir yapildiktan sonra elde edilen 9 degerin ortalamasidir. Sonuglarin
karsilastirilmasi, SPSS 15.0 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile yapilmis ve istatistik anlamlar, 0.05 hata seviyesinde Duncan’in Coklu

Karsilastirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu boliimde bugdayin (Triticum aestivum) yaprak ve koklerindeki apoplastik katalaz,
peroksidaz ve siliperoksit dismutaz enzim aktivitelerinin sunumunda, her bir enzim i¢in,
once Bolal ve sonra Dogu-88 cesitlerine ait bulgular verilmistir. Bulgular cizelgelerle
ayrintili olarak verilmis, ayrica farkli yaklasimlarin ve degerlendirmelerin yapilabilmesi
icin sekillerle de sunulmustur. Bitkilere ekim giliniine gore onikinci giin 3 farkli (0.01,
0.1 ve 1 mM) konsantrasyonlarda SA (salisilik asit) uygulanmigtir. 3 giin sonra
(onbesinci giin) SA uygulanmis bitkiler ve uygulanmamis olanlar (kontrol grubu) 3
farkli (25, 50, 100 pM) konsantrasyondaki Cd (kadmiyum) stresine maruz
birakilmiglardir. Bitkiler stresin 3. giiniinde (onsekizinci giin) yapilacak deneyler igin

materyal olarak kullanilmistir.

4.1. Apoplastik Enzim Aktivitesi Sonuclar:

4.1.1. Katalaz Aktivitesi Sonuclari

4.1.1.a. Bolal ¢esidine ait yaprak ve koklerden elde edilen sonuglar

0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamasindan sonra farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100
uM) Cd stresine maruz birakilmis bitki yapraklarinda apoplastik CAT aktivitesinde
onemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). 25 uM Cd etkisi altindaki bitki
yapraklarinda SA’nin 3 konsantrasyonu da (0.01, 0.1, 1 mM) CAT aktivitesinde 6nemli
bir degisiklige neden olmamustir (p>0.05). Ancak, 50 ve 100 uM Cd stresindeki
bitkilerde, SA’nin ii¢ konsantrasyonu da CAT aktivitesinde dnemli (p<0.05) bir artisa
sebep olmustur. Hatta 100 uM Cd’de CAT aktivitesindeki artis SA konsantrasyonu
artis1 ile paralel olarak artmistir. Bu Cd konsantrasyonunda CAT aktivitesindeki artiglar
0.01, 0.1, 1 mM SA uygulamalarinda kontrole gore (sadece 100 uM Cd uygulanmis)
strasiyla %27, %161, %220 gibi 6nemli oranda yiiksek bulunmustur.
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Ayni bitkinin koklerinden elde edilen apoplastik CAT aktivitesine ait sonuglar Cizelge
4.2 ve Sekil 4.2°de sunulmustur. SA uygulamalar1 25 uM Cd uygulanmis bitki
koklerinde CAT aktivitesini 6nemli dl¢iide artirmistir (p<0.05). CAT aktivitesi artis1 en
fazla 0.1 mM SA ile elde edilmistir. 50 uM Cd altindaki bitkilerde SA uygulamalari
CAT aktivitesini degistirmemistir (p>0.05). Bu sonuglara karsilik 100 pM Cd’de ise
ilging sonuglar elde edilmistir. Tek basina 100 uM Cd uygulamasi, tek basma 25 ve 50
uM Cd uygulamalarina gore, CAT aktivitesini artirmistir. Fakat SA’nin ii¢
konsantrasyonu 100 uM Cd’e maruz kalmis bitki koklerinde aktiviteyi onemli dlgiide
diisiirmiistiir (p<0.05). Ornegin tek basmma 100 uM Cd’e gére, 0.01, 0.1, 1 mM SA
uygulamalar1 CAT aktivitesini sirastyla, %46, %64 ve %64 diistirmistir.
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Cizelge 4.1. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda apoplastik katalaz aktivitesi {izerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar
arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Ortalama Ortalama
Cd SA Absorbans EU/g yaprak
EU /50 uL
(uM) | (M) azalisi (abs x75) (x2.8)
(AA240)/ SOHL
0.0 0,00216 0,1620 0,4536 d
10 0,0017 0,1275 0,3570 de
25 100 0,0020 0,1500 0,4200d
1000 0,0021 0,1575 0,4410d
0.0 0,0096 0,0725 0,203 g
10 0,0026 0,1950 0,5460 ¢
50 100 0,00137 0,1031 0,2888 f
1000 0,0016 0,1200 0,3360 e
0.0 0,00137 0,1031 0,2888 f
10 0,0017 0,0018 0,3675 de
100 100 0,0036 0,2700 0,7560 b
1000 0,0044 0,3300 0,9240 a
14 000mMSA  m@0.01 mM SA
H0.1 mM SA E1mM SA
s 0,8
g
>
(o]
@/ 0,6
= 0,4-
Y4
< *
N +*
©
= +
g °4 $
I :
+*
0 * .
50 100
Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.1. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda apoplastik katalaz aktivitesine etkileri.
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Cizelge 4.2. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal koklerinde
apoplastik katalaz aktivitesi tizerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark
onemsizdir (P>0.05).

Ortalama Ortalama
Cd SA Absorbans EU/g kok
EU /50 uL
(uM) | (uM) azalisi (abs x75) (x2.8)
(AA240)/ SOHL
0.0 0,0010 0,075 0,210e
10 0,0014 0,105 0,294 dc
25 100 0,0020 0,150 0,420 b
1000 0,0014 0,105 0,294 dc
0.0 0,0014 0,105 0,294 dc
10 0,0015 0,112 0,315¢
50 100 0,0013 0,097 0,273 d
1000 0,0016 0,120 0,336 C
0.0 0,0028 0,210 0,588 a
10 0,0015 0,112 0,315¢
100 100 0,0010 0,075 0,210e
1000 0,0010 0,075 0,210 e

0OOmMMSA  [@0.01mM SA
06, MOIMMSA  C1mMSA

i~
He)
=
o0
) 0,4
g
% I
E $
=
< 0,21 b
s +
= *
3 :
u *
*
*
O' * T 1
50 100
Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.2. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Bolal
koklerinde apoplastik katalaz aktivitesi iizerine etkileri.
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4.1.1.b. Dogu-88 cesidine ait yaprak ve koklerden elde edilen sonugclar

SA uygulamalarindan (0.01, 0.1, 1 mM) sonra farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100
uM) Cd stresine maruz birakilmis bitki yapraklarinda, apoplastik CAT aktivitesinde
onemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.3). 25 uM Cd stresine maruz
birakilmig bitki yapraklarinda SA’nin {i¢ konsantrasyonu (0.01, 0.1, 1 mM) CAT
aktivitesini &nemli derecede artirmisdir. Ozellikle 0.01 ve 0.1 mM SA
konsantrasyonlarinda bu artis 1 mM SA’dan daha yiiksek bulunmustur. 50 uM Cd
altindaki bitkilerde de SA CAT aktivitesini artirmistir. Bu artis SA konsantrasyonlari
artisina paralel olarak gerceklesmistir. Ornegin tek basina 50 uM Cd’e gore 0.01, 0.1, 1
mM SA uygulamalari CAT aktivitesini sirastyla %76, %111, %181 oraninda artirmistir.
100 uM Cd etkisine maruz kalmis bitkilerde SA’nin ii¢ konsantrasyonu CAT
aktivitesinde 6nemli bir degisiklige neden olmamuistir (p>0.05). Tek basmna 100 uM Cd
uygulamasi, diger Cd uygulamalarina gore ise CAT aktivitesini 6nemli derecede

artirmistir.

Koklerden elde edilen apoplastik CAT aktivitesine ait sonuclar Cizelge 4.4, Sekil 4.4’te
sunulmustur. 25 uM Cd etkisine maruz kalmis bitki koklerinde SA’nin i
konsantrasyonu (0.01, 0.1, 1 mM) CAT aktivitesinde 6nemli bir diisiis gostermistir. 0.1
ve 1 mM SA uygulamalarinda bu diisiis esit olmustur. 50 ve 100 puM Cd
uygulamalarinda SA’nin ii¢ konsantrasyonuda CAT aktivitesini diistirmiistiir. 100 uM
Cd uygulanmais bitkilerde 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarinda CAT aktivitesindeki diisiis
esit olmustur. Ornegin tek basma 100 uM Cd’e gore 0.01, 0.1, 1 mM SA uygulamalari
CAT aktivitesini sirastyla, %23, %61, %61 diistirmiistiir.
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Cizelge 4.3. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda apoplastik katalaz aktivitesi {izerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar
arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Ortalama Ortalama
Cd SA Absorbans EU /25 ul. EU/g yaprak
i)
(uM) | (uM) azalisi (abs X75) (x5,7)
(AA240)/ 25 uL
0.0 0,0003 0,0225 0,1282 h
o5 10 0,0015 0,1125 0,6412 a
100 0,00138 0,1037 0,5910 b
1000 0,0008 0,06 0,3420 f
0.0 5,333 0,004 0,2280 g
50 10 9,4433 0,7075 0,4032 ¢
100 0,00113 0,0847 0,4830d
1000 0,00157 0,1177 0,6711 a
0.0 0,00148 0,111 0,6327 ba
10 0,0014 0,107 0,6099 ¢
100 100 0,0014 0,110 0,6270 ba
1000 0,0015 0,1125 0,6412 ba
0,87 00.0mMMSA m0.01 mM SA
H01ImMSA B[1mMSA
8
S o6 3
c $
o] :
g 044 :
: ; :
: : :
f_cg 0,2 H >
3 4 :
* *
* *
0 b bd

100

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.3. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda apoplastik katalaz aktivitesi {izerine etkileri.
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Cizelge 4.4. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
koklerinde apoplastik katalaz aktivitesi {izerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar
arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Ortalama Ortalama
Cd SA Absorbans EU/g kok
EU /50 uL
(uM) | (kM) azalist (abs x75) (x5,7)
(AA240)/ 25 uL
0.0 0,0027 0,2025 1,1542 a
10 0,0013 0,0975 0,5557 d
25 100 0,001 0,075 0,4275¢e
1000 0,001 0,075 0,4275¢e
0.0 0,0018 0,135 0,7695 c
10 0,0011 0,0825 0,4702 ¢
50 100 6,666 0,005 0,285 f
1000 0,0011 0,0825 0,4702 ¢
0.0 0,0026 0,195 1,1115a
10 0,002 0,15 0,855b
100 100 8,888 0,0755 0,4306 e
1000 0,001 0,075 0,4275¢e
1,5
00.0 mM SA E0.01 mM SA
B0.1 mM SA M1 mM SA
=
E M
an
5 1]
B
z
2
< 0,51
<
= *
g :
M b4
*
*
0 *
50 100
Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.4. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
koklerinde apoplastik katalaz aktivitesi iizerine etkileri.
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4.1.2. Peroksidaz Aktivitesi Sonuclari

4.1.2.a. Bolal ¢esidine ait yaprak ve koklerden elde edilen sonuglar

Farkli konsantrasyonlarda (0.01, 0.1, 1 mM) SA uygulamalarindan sonra, 25, 50, 100
uM Cd stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda apoplastik POX aktivitesinden elde
edilen sonuglar Cizelge 4.5, Sekil 4.5’te gosterilmistir. 25 pM Cd’e maruz kalmis
bitkilerde 0.01 mM SA uygulamas1 POX aktivitesini degistirmezken, 0.1 vel mM SA
uygulamalart POX aktivitesini énemli derecede diisiirmiistiir (p<0.05). Ornegin tek
basina 25 uM Cd’e gore 0.1 ve 1 mM SA uygulamalar1 POX aktivitesini %31, %67
disiirmiistiir. 50 ve 100 uM Cd stresindeki bitkilerde SA’nin ii¢ konsantrasyonu POX
aktivitesinde azalmaya neden olmustur. Diger taraftan tek basina Cd uygulamalari Cd
konsantrasyonundaki artigsa bagli olarak POX aktivitesini artirmistir ve en fazla artig 100

uM Cd’de gozlenmistir.

Koklerden de elde edilen apoplastik POX aktivitesine ait sonuglar Cizelge 4.6 ve Sekil
4.6’da sunulmustur. 25 pM Cd etkisine maruz kalmis bitkilerde 0.01 ve 0.1 mM SA
uygulamalar1 POX aktivitesini degistirmezken, 1 mM SA Kkonsantrasyonu POX
aktivitesini onemli Ol¢lide artirmistir. 50 uM Cd stresi altindaki bitkilerde SA’nin i
konsantrasyonuda POX aktivitesini artirmis yine bu Cd konsantrasyonunda da en fazla
artis 1 mM SA uygulamasinda gozlenmistir. 100 uM Cd’de 0.01 ve 0.1 mM SA

konsantrasyonlar1 POX aktivitesini azaltirken 1 mM SA uygulamasi artirmigtir.
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Cizelge 4.5. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda apoplastik peroksidaz aktivitesi {izerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar
arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Ortalama Ortalama
Cd SA Absorbans EU /1 ul. EU/g yaprak
u
(uM) | (kM) artist (abs x100) (x143)
(AA470)/1“L
0.0 0,3690 36,90 5276,7 b
10 0,3548 35,48 5073,6 b
25 100 0,1818 18,18 2599,7d
1000 0,1210 12,10 1730,5¢
0.0 0,4194 41,94 5998,2 a
10 0,2542 25,42 3635,6 ¢
50 100 0,1261 12,61 1804,2 ¢
1000 0,1818 18,18 2599,7 d
0.0 0,4306 43,60 6157,5 a
10 0,0615 6,157 880,45 d
100 100 0,0877 8,77 12545 d
1000 0,1298 12,98 1856,7 ¢
8000+ 0.0 mM SA E0.01 mM SA
H0.1 mM SA Ld1 mM SA

6000+ [ |

4000+

2000+

POX Aktivitesi (EU/ g yaprak)

ol

25 50 100

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.5. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda apoplastik peroksidaz aktivitesi {lizerine etkileri.
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Cizelge 4.6. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal koklerinde
apoplastik peroksidaz aktivitesi iizerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark
onemsizdir (P>0.05)

POX Aktivitesi (EU/ g kok)

Sekil 4.6. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal

200

150+

100+

50+

Cd Konsantrasyonu (uM)

Ortalama Ortalama
Cd SA Absorbans EU /1 pL EU/g kok
(uM) | (kM) artist (abs x100) (x143)
(AA470)/1ML
0.0 0,0006 0,06 8,58e
10 0,0003 0,03 4,29f
25 100 0,0004 0,04 5,72f
1000 0,0053 0,53 75,79
0.0 0,0002 0,02 2,869
10 0,0008 0,08 11,44d
50 100 0,001 0,1 14,3d
1000 0,0041 0,41 58,63b
0.0 0,00106 0,106 15,15d
10 0,0006 0,06 8,58e
100 100 0,00035 0,035 5,005f
1000 0,0028 0,28 40,04c
250- 00.0 mM SA B 0.01 mM SA
H0.1 mM SA 41 mMSA

koklerinde apoplastik peroksidaz aktivitesi lizerine etkileri.
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4.1.2.b. Dogu-88 cesidine ait yaprak ve koklerden elde edilen sonuclar

0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarindan sonra 25, 50, 100 uM Cd stresine maruz
kalmais bitki yapraklarinda, apoplastik POX aktivitesinde 6nemli sonuglar elde edilmistir
(Cizelge 4.7, Sekil 4.7). 25 uM Cd stresine maruz kalmis bitkilerde SA’nin ii¢
konsantrasyonu da (0.01, 0.1, 1 mM) POX aktivitesini artirmigtir. En fazla POX artisi
0.1 mM SA uygulamasinda gozlenmistir. 50 pM Cd’e maruz kalmis bitkilerde de
SA’ni {i¢ konsantrasyonu POX aktivitesini artirmistir, 6zellikle de 0.1 ve 1 mM SA
uygulamalari. 100 uM Cd’de de SA’nin ii¢ konsantrasyonu POX aktivitesini dnemli
dl¢iide artirmistir. Ornegin, bu Cd konsantrasyonunda POX aktivitesindeki artislar 0.01,
0.1 ve 1 mM SA uygulamalarinda kontrole gore (sadece 100 pM Cd uygulanmis)
strasiyla %29, %100, %92 gibi 6nemli oranda yiiksek bulunmustur.

Koklerden elde edilen apoplastik POX aktivitesine ait sonuglar Cizelge 4.8 ve Sekil
4.8’de sunulmustur. 25 uM Cd’e maruz kalmis bitkilerde, SA’nin ii¢ konsantrasyonu da
(0.01, 0.1, 1 mM) POX aktivitesini 6nemli dl¢iide (p<0.05) diisiirmiislerdir. Ornegin, bu
Cd konsantrasyonunda kontrole gore (sadece 25 uM Cd uygulanmis) POX
aktivitesindeki azaliglar 0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalarinda sirastyla %68, %79,
%74 olarak belirlenmistir. 50 uM Cd’de de SA’nin ii¢ konsantrasyonuda POX
aktivitesini diislirmiistiir, tistelik 0.01 ve 0.1 mM SA uygulamalarinda bu diisiis esit
olmustur.100 uM Cd uygulamasinda ise SA’nin {i¢ konsantrasyonuda esit miktarda
POX aktivitesini diisirmiislerdir. Tek basma 50 ve 100 uM Cd uygulamalar1 tek basina
25 uM Cd uygulamasina gore POX aktivitesini diigiirm{istiir.
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Cizelge 4.7. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda apoplastik peroksidaz aktivitesi {izerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar
arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05).

Ortalama Ortalama
Cd SA Absorbans EU/g yaprak
EU /1 pL
(M) | (uM) artig1 (abs x100) (x143)
(AA470)/1HL
0.0 0,2212 22,12 3163,16 d
10 0,2935 29,35 4197,05 b
25 100 0,32597 32,597 4661,37 a
1000 0,247 24,7 3532,1c
0.0 0.2209 22.09 3160.20 d
10 0.2132 21.32 3050.18 d
50 100 0,32402 32,402 4633,48 a
1000 0,32664 32,664 4670,95 a
0.0 0,1699 16,99 24299 ¢
10 0,2202 22,02 3148,86 d
100 100 0,34024 34,024 4865,43 a
1000 0,32662 32,662 4670,66 ba

5000+

4000+

3000+

2000+

1000+

POX Aktivitesi (EU/ g yaprak)

el i i i i e i i

50

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.7. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda apoplastik peroksidaz aktivitesi lizerine etkileri.
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Cizelge 4.8. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmug T. aestivum cv. Dogu-88
koklerinde apoplastik peroksidaz aktivitesi iizerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar
arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Ortalama Ortalama
Cd SA Absorbans EU /5 ul. EU/g kok
(uM) | (LM) artist (abs Xlgo) (x28,5)
(AA470)/5ML
0.0 0,00125 0,125 3,5625 a
10 0,0004 0,04 1,14 d
25 100 0,00026 0,026 0,741 e
1000 0,00032 0,032 0,912 e
0.0 0,00075 0,075 2,1375b
10 0,0003 0,03 0,855 e
50 100 0,00030 0,03 0,855 ¢
1000 0,0002 0,02 0,57 f
0.0 0,00046 0,046 1,311c
10 0,0002 0,02 0,57 f
100 100 0,00035 0,035 0,9975 f
1000 0,0002 0,02 0,57 f
6- 00.0 mM SA E0.01 mM SA
HO0.1 mM SA A1mMSA
=
I:g
044
=]
=
3 2
W~
S
Ay
0
25 50 100

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.8. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Dogu-88
koklerinde apoplastik peroksidaz aktivitesi lizerine etkileri.
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4.1.3. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Sonuclari

4.1.3.a. Bolal ¢esidine ait yaprak ve koklerden elde edilen sonuglar

Farkli konsantrasyonlarda (0.01, 0.1 ve 1 mM) SA uygulamasindan sonra, 25, 50, 100
uM Cd stresine maruz birakilmis bitki yapraklarinda, apoplastik SOD aktivitesinde
onemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.9). 25 uM Cd’e maruz birakilmisg
bitkilerde SA’nin iki konsantrasyonu (0.01, 0.1 mM) SOD aktivitesinde artisa neden
olmustur (p<0.05). Ancak 1 mM SA uygulamasi SOD aktivitesinde 6nemli degisiklige
neden olmamistir (p>0.05) 50 uM Cd’e maruz birakilmis bitkilerde SA’nin {ig
konsantrasyonuda SOD aktivitesini artirmistir. 25 ve 50 uM Cd uygulamalarinin aksine
100 uM Cd etkisine maruz kalmig bitkilerde SA’nin {i¢ konsantrasyonuda SOD
aktivitesini diisiirmiistiir. Ornegin, tek basina 100 uM Cd’e gére 0.01, 0.1 ve 1 mM SA
uygulamalar1 SOD aktivitesini sirastyla, %28, %23, %31 diistirmiistiir.

Koklerde de apoplastik SOD aktivitesine ait onemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge
4.10, Sekil 4.10). 25 uM Cd’e maruz birakilmis bitkilerde SA’nin iki konsantrasyonu
SOD aktivitesini artirmistir. 50 uM Cd stresi altindaki bitkilerde de SA’nin her ii¢
konsantrasyonu SOD aktivitesini artirmistir (p<0.05), hatta bu Cd konsantrasyonunda
en fazla artis 1 mM SA uygulamasinda goriilmiistiir. 100 uM Cd’de ise diger Cd
konsantrasyonlarinin (25, 50 uM) aksine SA’nin her ii¢ uygulamasida SOD aktivitesini
azaltmistir (p<0.05), en fazla azalma ise 1 mM SA uygulamasinda gozlenmistir.
Ornegin tek basina 100 uM Cd’e gore 0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalar1 SOD
aktivitesini sirastyla, %17, %50, %54 disirmiistiir. Bu sonuglara karsilik tek basina 100
uM Cd uygulamasi, 25 ve 50 uM Cd uygulamalarina goére SOD aktivitesini 6nemli

derecede artirmistir.
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Cizelge 4.9. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda apoplastik siiperoksit dismutaz aktivitesi lizerine etkileri. Ayn1 harfi bulunduran

gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

SOD Aktivitesi (EU/ g yaprak)

Sekil 4.9. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda apoplastik stiperoksit dismutaz aktivitesi tizerine etkileri.

50

Cd Konsantrasyonu (uM)

Ortalama Ortalama
cd SA Absorbans EU /1 ul. EU/g yaprak
u
(uM) | (WMD) | artist (abs /0.525 | 72
(AAsg0)25 uL '
0.0 0,345 0,657 3,758 e
o5 10 0,387 0,737 4,215dc
100 0,438 0,834 4,775b
1000 0,344 0,655 3,747 e
0.0 0,374 0,712 4,072d
50 10 0,474 0,904 5172 a
100 0.394 0.750 4,290 c
1000 0,471 0,897 5,135a
0.0 0,401 0,763 4,364 c
100 10 0,286 0,545 3,121 f
100 0,304 0,580 3,318 f
1000 0,273 0,520 2,974 f
00.0 mM SA @0.01 mM SA
H0.1 mM SA EH1mMSA

100
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Cizelge 4.10. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal koklerinde
apoplastik stiperoksit dismutaz aktivitesi iizerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar
arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05).

Ortalama Ortalama
cd SA Absorbans EU /1 ul. EU/g kok
u
(M) (uM) | artis1 (abs /0.525 (x5.72)
(AAsgo) 25 pL '
0.0 0,0617 0,117 0,672 ¢
o5 10 0,101 0,192 1,100 e
100 0,106 0,201 1,154 ¢
1000 0,2095 0,399 0,760 ¢
0.0 0,0835 0,159 0,909 f
50 10 0,211 0,401 2,298 b
100 0,1955 0,372 2,130 b
1000 0,2492 0,474 2,715 a
0.0 0,2022 0,385 2,203 b
100 10 0,167 0,318 1,819 ¢
100 0,099 0,189 1,081 d
1000 0,0916 0,174 0,995 d
00.0 mM SA @0.01 mM SA
H0.1 mM SA A1 mMSA

SOD Aktivitesi (EU/ g kok)

50

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.10. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal
koklerinde apoplastik siiperoksit dismutaz aktivitesi tizerine etkileri.
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4.1.3.b. Dogu-88 cesidine ait yaprak ve koklerden elde edilen sonuclar

0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamasindan sonra, 25, 50, 100 uM Cd konsantrasyonlarina
maruz birakilmis bitki yapraklarinda apoplastik SOD aktivitesinde 6nemli sonuglar elde
edilmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.11). 25 uM Cd stresine maruz kalmis bitkilerde her {i¢
SA konsantrasyonlart (0.01, 0.1, 1 mM) SOD aktivitesini artirmistir. 50 pM Cd’e maruz
kalmis bitkilerde de SA’nin konsantrasyonlar1 SOD aktivitesini artirmis (p<0.05), hatta
en fazla artis 0.01 mM SA uygulamasinda gériilmiistiir. Ornegin, tek basina 50 pM
Cd’e gore 0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalar1 SOD aktivitesini sirayla, %54, %25,
%37 artirmistir. 100 uM Cd uygulamasinda ise SA’nin ii¢ konsantrasyonuda SOD
aktivitesini degistirmemistir. Tek basina Cd uygulamalarini inceledigimizde, SOD

aktivitesi Cd konsantrasyonu artistyla dnemli bir inhibisyona ugradig1 goriilmektedir.

Koklerden elde edilen apoplastik SOD aktivitesine ait sonucglar Cizelge 4.12 ve Sekil
4.12’de sunulmustur. 25 uM Cd’e maruz birakilmis bitki koklerinde SA
konsantrasyonlart SOD aktivitesini diislirmiistiir, ancak SA uygulamalar1 arasinda
onemli bir fark belirlenmemistir (p<0.05). 50 pM Cd uygulamasinda 0.01 mM SA SOD
aktivitesini 6nemli 6l¢iide (p>0.05) degistirmezken, 0.1 ve 1 mM SA SOD aktivitesini
diistirmistiir (p<0.05). 100 uM Cd, 25 ve 50 uM Cd uygulamalarinin aksine SA’nin ii¢
konsantrasyonu da SOD aktivitesini artirmistir (p<0.05). Ornegin, tek basma 100 uM
Cd’e gore 0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalar1 SOD aktivitesini sirastyla, %71, %66,
%137 artirmistir. Tek basina Cd uygulamalarmi inceledigimizde, SOD aktivitesi Cd

konsantrasyonu artisiyla 6nemli bir inhibisyona ugradig1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.11. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda apoplastik siiperoksit dismutaz aktivitesi iizerine etkileri. Ayn1 harfi bulunduran
gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Ortalama Ortalama
cd SA Absorbans EU /1 ul. EU/g yaprak
i
(uM) | (WMD) | artist (abs /0.525 | 72
(AAsg0)25 uL '
0.0 0,5385 1,0257 5,8670 e
o5 10 0,6946 1,3230 7,5678 b
100 0,6431 1,2249 7,0067 ¢
1000 0,7290 1,3885 7,9426 ba
0.0 0,4856 0,9249 5,2907 f
50 10 0,7505 1,4295 8,1768 a
100 0,6101 1,1620 6,6471 dc
1000 0,6656 1,2678 7,2518 b
0.0 0,1516 0,2887 1,6517 g
100 10 0,1497 0,2853 1,6320 g
100 0,1486 0,2832 1,6200 g
1000 0,1488 0,2835 1,6218 g
01 mM SA
10- mM SA

(o]
1

SOD Aktivitesi (EU/ g yaprak)

il o, i i, i, o i i o

50 100

3

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.11. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda apoplastik stiperoksit dismutaz aktivitesi tizerine etkileri.
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Cizelge 4.12. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmigs T. aestivum cv. Dogu-88
koklerinde apoplastik siiperoksit dismutaz aktivitesi iizerine etkileri. Ayni harfi bulunduran
gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05)

Ortalama Ortalama
cd SA Absorbans EU /1 ul. EU/g
n ..
(M) (uM) | artis1 (abs /0.518 kok (x5.72)
(AA560)25 uL '
0.0 0,1063 0,2052 1,1741 a
o5 10 0,0463 0,0894 0,5116 dc
100 0,0493 0,0952 0,5447 dc
1000 0,0424 0,0818 0,4678d
0.0 0,08 0,1544 0,8833 b
50 10 0,0876 0,1692 0,9680 b
100 0,0426 0,0823 0,4711d
1000 0,056 0,1081 0,6183 ¢
0.0 0,0473 0,0913 0,5226 dc
100 10 0,0813 0,1570 0,8981 b
100 0,079 0,1525 0,8723 b
1000 0,1123 0,2168 1,2404 a
2 00.0 mM SA E0.01 MM SA
H0.1 mM SA &1 mM SA

SOD Aktivitesi (EU/ g kok)
-

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.12. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
koklerinde apoplastik siiperoksit dismutaz aktivitesi tizerine etkileri.
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4.2. H,0, (Hidrojen peroksit) Miktari Sonugclar:

4.2.1. Bolal ¢esidine ait yapraklardan elde edilen sonuglar

0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamasindan sonra farkli konsantrasyonlarda (25, 50 ve 100
uM) Cd stresine maruz birakilmis bitki yapraklarinda, H,O; miktarinda 6nemli sonuglar
elde edilmistir (Cizelge 4.13, Sekil 4.13). 25 uM Cd’e maruz birakilmis bitki
yapraklarinda, SA’nin 3 konsantrasyonu da (0.01, 0.1, 1 mM) H,0;’de 6nemli bir artisa
neden olmustur. Hatta en fazla artis 0.01 ve 0.1 mM SA uygulamalarinda gézlenmistir.
50 uM Cd’de SA’nin 3 konsantrasyonu da H,O, miktarini artirmistir, en fazla artis 0.01
mM SA’da gdzlenmistir. Ornegin, tek basina 50 pM Cd’e gore 0.01, 0.1 ve 1 mM SA
uygulamalar1 H,O, miktarini sirastyla %98, %67 ve %55 artirmistir. 100 uM Cd’de 0.01

ve 0.1 mM SA uygulamalari H,O; miktarini artirirken, 1 mM SA ise diiglirmiistiir.
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Cizelge 4.13. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda H,O, miktar1 {izerine etkileri. Ayni1 harfi bulunduran gruplar arasindaki fark
onemsizdir (P>0.05).

cd SA | ABS(415 nm) H1202 Tikti.“ H0;
WM) | (uM) .5 ml deki miktari/gram
(ABS/0.009) | doku (x15.9)
0.0 0.0816 9.066 144,149 f
10 0.1946 21.62 343.758 b
25 100 0.1956 21.73 345.507 b
1000 0.1652 18.35 291.765 d
0.0 0.1107 12.3 19557 e
10 0.2202 24.46 388.914 a
50 100 0.1854 20.6 32754 c
1000 0.1725 19.16 304.644 d
0.0 0.1502 16.68 265.212 dc
10 0.2230 24.77 393.843a
100 100 0.1681 18.67 296.853 d
1000 0.1121 12.45 197.955 e
00.0 mM SA @ 0.01 mM SA
M 0.1 mM SA 01mMSA

400 -

300 1

200 -

H202 miktary gr doku

100 1

i, i, e, a0, e, e . i 3

+
+
+
+
+
+
+
*
+
+
+
+
*

50 100

Cd Konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.13. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda H,O, miktar1 {izerine etkileri.
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4.2.2. Dogu-88 cesidine ait yapraklardan elde edilen sonuclar

SA uygulamalarindan (0.01, 0.1 ve 1 mM) sonra, farkli konsantrasyonlarda (25, 50 ve
100 uM) Cd stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda H,O, miktarinda 6nemli sonuglar
elde edilmistir (Cizelge 4.14, Sekil 4.14). 25 uM Cd stresine maruz birakilmis bitki
yapraklarinda 0.1 mM SA uygulamasi H,O, miktarinda bir miktar artig gosterirken,
diger SA uygulamalar1 (0.01 ve 1 mM) H,O; miktarini degistirmemistir. 50 pM Cd’de
SA’nin 3 konsantrasyonu da H;O, miktarin1 artirmistir.  Hatta bu Cd
konsantrasyonundaki H,O, artisi, SA konsantrasyonu artigi ile paralel olarak artmistir.
Bu Cd konsantrasyonundaki H,O, miktarindaki artiglar 0.01, 0.1 ve 1 mM SA
uygulamalarinda kontrole gore sirasiyla, %8, %23 ve %27 olmustur. 100 uM Cd’de

SA’nin 3 konsantrasyonuda H,O, miktarini degistirmemistir.
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Cizelge 4.14. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda H,O, miktar1 {izerine etkileri. Ayni1 harfi bulunduran gruplar arasindaki fark
onemsizdir (P>0.05).

cd SA | ABS(415 nm) H1202 miktart | H,0,

WM) | (uM) .5 ml deki miktari/gram
(ABS/0.009) | doku (x15.9)

0.0 0.3482 38.68 615.012 b

10 0.3342 37.13 590.420 b

25 100 0.3680 40.88 649.992 a

1000 0.3341 37.12 590.208 b

0.0 0.2292 25.47 404.973 f

10 0.2491 27.67 440.076 e

50 100 0.2836 3151 501.009 c

1000 0.2920 32.44 515.796 c

0.0 0.2746 30.51 485.109 d

10 0.2727 30.30 481.77 d

100 100 0.2730 30.34 482.406 d

1000 0.2765 30.72 488.448 d

700+

6004

500+

400+

300+

200+

H,O, miktary gr doku

100+

LAl Ll

50 100

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.14. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda H,O, miktari lizerine etkileri.
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4.3. Lipid Peroksidasyonu (LPO) Seviyesi Sonuclari

4.3.1. Bolal ¢esidine ait yapraklardan elde edilen sonuglar

Farkli konsantrasyonlarda (0.01, 0.1 ve 1 mM) SA uygulamasindan sonra, 25, 50, 100
uM Cd stresine maruz birakilmis bitki yapraklarinda lipid peroksidasyonunda (LPO)
onemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.15, Sekil 4.15). 25 uM Cd stresine maruz
birakilmis bitkilerde 0.01 ve 1 mM SA lipid peroksidasyonu diisiirirken, 0.1 mM SA
degistirmemistir. 50 pM Cd’de 0.01 ve 0.1 mM SA uygulamalarn lipid
peroksidasyonunu artirmistir ancak, 1 mM SA ise diislirmiistiir. 100 uM Cd’de SA’nin
3 konsantrasyonuda lipid peroksidasyonunu diisiirmiistiir. Ornegin, tek basma 100 uM
Cd’e gore 0.01, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalar lipid peroksidasyonunu sirasiyla, %49,

%36, %61 oraninda diistirmiistiir.
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Cizelge 4.15. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmug T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda lipid peroksidasyonu iizerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki
fark 6nemsizdir (P>0.05)

A532 - A600) | MDA/ gram
83\/[) (Eﬁ) A532 - ABOD /(155000 X 1023 yaprak %x 12)

0.0 0.384 2477 29.724 ¢

10 0.281 1.812 21.744d

25 100 0.290 1.870 22.440 d
1000 0.242 1.561 18.732 ¢

0.0 0.460 2.967 35.604 b

10 0.276 1.780 21.360 d

50 100 0.393 2.539 30.468 ¢
1000 0.235 1.516 18.192 e

0.0 0.612 3.948 47.376 a

10 0.307 1.980 23.760 d

100 100 0.390 2.516 30.192 ¢
1000 0.236 1.522 18.264 e

501

404

30+

20+

LPO Seviyesi

104

50 100

Cd Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.15. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmis T. aestivum cv. Bolal
yapraklarinda lipid peroksidasyonu iizerine etkileri.
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4.3.2. Dogu-88 cesidine ait yapraklardan elde edilen sonuclar

SA uygulamalarindan (0.01, 0.1 ve 1 mM) sonra farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100
uM) Cd stresine maruz birakilmis bitki yapraklarinda lipid peroksidasyonunda 6nemli
sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.16, Sekil 4.16). 25 uM Cd stresine maruz kalmig
bitkilerde SA’nin 3 konsantrasyonu da lipid peroksidasyonunu artirmistir, hatta en fazla
artts | mM SA uygulamasinda gézlenmistir. 50 uM Cd’de de SA’nin 3 konsantrasyonu
lipid peroksidasyonunu artirmistir. Ornegin tek basina 50 uM Cd’e gére 0.01, 0.1 ve 1
mM SA uygulamalari lipid peroksidasyonunu sirasiyla, %24, %42 ve %36 artirmistir.
100 uM Cd’de 0.01 mM SA uygulamasi, lipid peroksidasyonunda énemli bir degisiklik
meydana getirmezken, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari lipid peroksidasyonunu

artirmistir.
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Cizelge 4.16. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda lipid peroksidasyonu iizerine etkileri. Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki
fark 6nemsizdir (P>0.05).

cd SA | A532 - AG0O (A532 - A60023 MDA/ gram
WM) | (uM) /155000 X 10° | yaprak (x 12)
0.0 0.157 1.012 12.144 ¢
10 0.197 1.270 15.240d
25 100 0.220 1.419 17.028 b
1000 0.238 1.535 18.420 a
0.0 0.169 1.090 13.080d
10 0.210 1.354 16.248 c
50 100 0.240 1.548 18.576 a
1000 0.231 1.490 17.880 b
0.0 0.210 1.354 16.248 c
10 0.198 1.277 15.324d
100 100 0.230 1.483 17.796 b
1000 0.233 1.503 18.036 a
J0.0 mM SA E0.01 mM SA
H0.1 mM SA A1mM SA

201

154

10+

LPO Seviyesi

50 100

Cd Konsantrasyonu (nM)

Sekil 4.16. SA muamelesinin Cd stresine maruz birakilmig T. aestivum cv. Dogu-88
yapraklarinda lipid peroksidasyonu tizerine etkileri.
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5. TARTISMA ve SONUC

Canlilar i¢in toksik bir agir metal olan kadmiyumun (Cd), bitkilerin biliyiime ve
gelismesi iizerine de c¢ok fazla olumsuzluklara sebep oldugu bir¢ok arastirmaci
tarafindan belirtilmistir (Schiitzendiibel et al. 2001; Vitoria et al. 2001 Benavides et al.
2005; Gratao et al. 2005). Bitki hiicrelerinde Cd birikimi, ¢esitli biyokimyasal ve
fizyolojik siirecleri bozar ve oOzellikle oksidatif stresi artirarak hiicre Oliimiine ve
biiylimenin engellenmesine neden olur (Chaoui et al. 1997; Toppi and Gabrielli 1999;
Sandalio et al. 2001; Xu et al. 2009; Guo et al. 2009; Popova et al. 2009). Agir metal
stresini de igine alan abiyotik stresler altindaki bitkilerde oksidatif stresin bir sonucu
olarak hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (serbest radikaller) hizli bir artis1 meydana
gelir. Bu reaktif oksijen bilesikleri (ROS), biyolojik membranlar, niikleik asitler,
proteinler, lipidler ve diger bir¢ok biyomolekiilleri etkileyerek hiicrede metabolizmanin
bozulmasina sebep olurlar. Boyle bir durumda meydana gelebilecek hasar1 azaltmak
icin ROS bilesiklerinin katalaz (CAT), peroksidaz (POX), siiperoksit dismutaz (SOD)
gibi antioksidan enzimlerce hizli bir sekilde zararsiz hale getirilmesi gerekir. Son
yillarda, stresli g¢evrelere direncin artirilmasi i¢in bitki hiicrelerinde antioksidatif
savunma sistemini harekete geciren dogal sinyal molekiiller {izerinde arastirmalar
yapilmaktadir. Salisilik asit (SA) de gerek normal kosullarda gerekse stres altindaki
bitkilerde, antioksidan sistemi ve enzimleri etkileyen 6nemli bir sinyal molekiiliidiir
(Sakhabutdinova et al. 2004; Hayat and Ahmad 2007).

Bu calismada, bitkiye onceden uygulanan SA’nin bitki Cd stresi ile karsilastigi bir
durumda stresten koruyabilme potansiyeli arastirillmistir. Bu amag¢ i¢in ozellikle
apoplastik antioksidan enzimler (CAT, POX ve SOD) iizerine yogunlasilmistir. Cilinkii
bitki hiicrelerinin strese ilk cevap bolgeleri apoplasttir. Literatiirde Cd stresi altindaki
bitkiler i¢in SA’nin koruyucu roli ile ilgili olarak bu anlamda herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu ylizden, ¢alisma sonuglarimiz baska arastiricilarin daha cok
hiicresel antioksidan enzimlerle elde ettikleri sonuglariyla kiyaslanmistir. Bazi
calismalarda SA uygulamasimin bitkiyi Cd stresinden koruyabildigi ile ilgili bilgiye

rastlanilmaktadir. Ancak bu bilgiler yetersiz ve kisithdir. Arastirmamizda ayrica SA
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uygulamasindan sonra stresten korunma derecesini farkli bir agidan gosteren lipid
peroksidasyon ve hidrojen peroksit seviyeleri de belirlenmistir. Hiicrelerde lipid
peroksidasyon artis1 hemen tiim cevresel stresler i¢in karakteristiktir. Stres esnasinda
hiicrelerde artan ROS bilesikleri hiicre membranlarina saldirarak fosfolipidlerin
oksidasyonunu artirir ve bodylece hiicrelerde hasar olusur. Bu oksidasyon derecesini
Olemek, stresten bitkinin korunabildigi ile ilgili fikir vermektedir. Hiicre
membranlarindaki ~ fosfolipidlerin ~ oksidasyon  {iriinii  karakteristik  olarak
malondialdehittir (MDA). Bu bilesigin seviyesi olgiilerek lipid peroksidasyon derecesi
belirlenebilmektedir. Diger taraftan, ¢alismamizda salisilik asidin ayni bitki tiirtiniin
farkli cesitlerinde etkisini gézlemlemek icin bugdaym (Triticum aestivum) farkli iki
¢esidi (Bolal ve Dogu—88) kullanilmigtir. Cd uygulamalari i¢in 25, 50, 100 uM; SA
uygulamalar1 icin 0.01, 0.1, 1 mM’lik konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu
konsantrasyonlar, yapilan 6n denemeler ve literatiir bilgilerine gore belirlenmistir.
Asagida arastirmamizdan elde edilen sonuglarin yorumlanmasi ve diger arastiricilarin

sonuglari ile karsilagtirmali degerlendirmeleri yapilmistir.

5.1. Salisilik Asidin Apoplastik Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

SA uygulamasindan (0.01, 0.1 ve 1 mM) sonra farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100
uM) Cd stresine maruz birakilmis bugdayin Bolal ¢esidine ait yapraklarda apoplastik
CAT aktivitesinde 6nemli sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.1). 25 uM Cd etkisine maruz
kalmis bitki yapraklarinda SA uygulamalar1 CAT aktivitesinde énemli bir degisiklige
neden olmazken, 50 ve 100 uM Cd stresindeki bitkilerde CAT aktivitesini artirmustir.
Ayni bitkinin koklerinden elde edilen sonuglara baktigimizda, SA uygulamalar1 25 uM
Cd’e maruz kalmig bitki koklerinde CAT aktivitesini artirmistir. Ancak, aynt SA
uygulamalar1 50 uM Cd altindaki bitkilerde CAT aktivitesini etkilemezken, 100 uM
Cd’e maruz kalmis bitki koklerinde aktiviteyi diistirmiistiir (Sekil 4.2).

Diger taraftan, bugdaym Dogu-88 cesidine ait sonuglar Bolal ¢esidinden daha farkli bir
durum sergilemistir (Sekil 4.3). Ornegin, 25 ve 50 uM Cd stresine maruz birakilmis

Dogu-88 yapraklarinda SA’nin ii¢ konsantrasyonu CAT aktivitesini 6nemli derecede
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artirmigtir, hatta bu artis 50 uM Cd’de artan SA konsantrasyonlarina paralel olarak
gerceklesmistir. 100 uM Cd etkisine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise SA, CAT
aktivitesi iizerinde 6nemli bir degisiklige neden olmamistir. Ayni bitkinin koklerinden
elde edilen sonuglara baktigimizda, 25, 50 ve 100 uM Cd etkisine maruz kalmis bitki
koklerinde SA’nin li¢ konsantrasyonu CAT aktivitesini 6nemli dl¢iide azaltmistir (Sekil

4.4).

Iki bitkiyi karsilastirdigimizda SA, CAT aktivitesini 50 ve 100 uM Cd etkisine maruz
Bolal yapraklarinda artirirken, Dogu-88’de ise sadece 50 uM Cd’e maruz kalmis bitki
yapraklarinda artirmigtir. Bu sonuglara gore Cd stresine maruz kalmadan dnce bugday
fidelerine uygulanan SA, bitki Cd stresine girdiginde, yapraklardaki apoplastik CAT
aktivitesini artirabilmektedir. Oryza sativa yapraklarinda yapilan bir ¢alismada SA
muamelesi hiicresel CAT aktivitesini artirmistir (Panda et al. 2007). Bu sonug bizim
calismamizla paralellik gostermektedir. Misir (Zea mays) bitkileri ile yapilan bir
calismada ise SA ile muamele hiicresel CAT aktivitesini azaltmistir. Bu sonucun bizim
sonucumuz ile Ortligmemesinin nedeni, uygulanan konsantrasyonlarin farkli olmasia
baglanabilir. Koke geldigimizde, SA sadece 25 puM Cd etkisine maruz kalmis Bolal
koklerinde CAT aktivitesini artirmig, 100 pM’da ise diisiirmiistiir. Dogu-88 koklerinde
ise SA, 25, 50 ve 100 uM Cd’de CAT aktivitesini diisiirmistiir. Gortldigi gibi bir
bitkinin farkli dokular1 bir strese farkli cevap verebilmektedir. Bizim sonug¢larimizda
SA, her iki bugday cesidinde yapraklarda apoplastik CAT aktivitesini genelde
artirirken, koklerde ise 6zellikle Dogu-88°de belirgin bir sekilde diisiirmiistiir. Bu sonug
alinan bir agir metalin bitkide tasinabilmesi ile alakali olabilir. Dogu-88 bitkilerinde
koklerde CAT’1n diismesinin sebebi, bu bitkinin Cd’yi koklerde biriktirmesi ile alakali
olabilir. Bunun agikliga kavusmasi i¢in daha detayli arastirmalara gerek vardir. Piring
(Oryza sativa) koklerinde yapilan bir ¢alismada Cd stresi altinda SA ile muamele
hiicresel CAT aktivitesini artirmistir (Guo et al. 2007). Bu deneyde 10 uM SA ve 50
uM Cd uygulanmistir. Bizim sonucumuz ile bu sonuglariin farkli olmasinin nedeni
uygulanan SA konsantrasyon farkliligi veya calisilan enzimlerin bulundugu bdlge

farkliligindan kaynaklanabilir.
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5.2. Salisilik Asidin Apoplastik Peroksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda (0.01, 0.1, I mM) SA uygulamalarindan sonra, 25, 50, 100
uM Cd stresine maruz kalmis Bolal c¢esidine ait yapraklarda apoplastik POX
aktivitesinden 6nemli sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.5). 25 uM Cd’e maruz kalmig
bitkilerde 0.01 mM SA uygulamasi POX aktivitesini degistirmezken, 0.1 vel mM SA
uygulamast POX aktivitesini 6nemli derecede diistirmistir. 50 ve 100 uM Cd
stresindeki bitkilerde SA’nin {i¢ konsantrasyonu POX aktivitesinde azalmaya neden
olmustur. Ayn1 bitkinin koklerinden elde ettigimiz sonuglara baktigimizda 25 pM Cd
etkisine maruz kalmig bitkilerde 0.01 ve 0.1 mM SA uygulamalar1 POX aktivitesini
degistirmezken, 1 mM SA konsantrasyonu POX aktivitesini 6nemli 6l¢iide artirmistir.
50 pM Cd stresi altindaki bitkilerde SA’nin {i¢ konsantrasyonuda POX aktivitesini
artirmigtir. 100 pM Cd’de 0.01 ve 0.1 mM SA konsantrasyonlar1 POX aktivitesini

azaltirken 1 mM SA uygulamasi artirmistir.

Bugdayin Dogu-88 cesidine ait sonuglar Bolal ¢esidinden farklilik gdstermistir (Sekil
4.7). 25, 50 ve 100 uM Cd stresine maruz kalmig bitkilerde SA’nin {i¢ konsantrasyonu
POX aktivitesini onemli Olclide artirmistir. Ayni bitkinin koklerinden elde ettigimiz
sonuglara baktigimizda 25, 50 ve 100 uM Cd etkisine maruz kalmis bitkilerde SA
uygulamalar1 POX aktivitesini diistirmiistiir (Sekil 4.8).

Iki bitkiyi karsilastirdigimizda, 25 pM Cd’e maruz kalmis Bolal yapraklarinda 0.1 vel
mM SA POX aktivitesini onemli derecede diisiirmiistiir. Dogu-88 yapraklarinda ise
SA’nin 3 konsantrasyonu da POX aktivitesini artirmistir. Bolal yapraklarinda 50 ve 100
uM Cd’de SA uygulamalari POX aktivitesini azaltirken, Dogu-88 yapraklarinda
artirmigtir. Burada goriildiigli gibi bugdaym farkli varyeteleri strese farkli cevap
verebilmektedir. Bolal’da Cd stresine girmeden 6nce uygulanan SA, POX aktivitesini
diistirmiis, Dogu-88°de ise artirmistir. Piring yapraklar ile yapilan ¢alismada Cd stresi
altinda SA muamelesi POX aktivitesini artirmistir (Panda et al. 2007). Bu ¢alisma
bugdaymn Dogu-88 varyetesi ile paralellik gosterir. Brassica sinensis ile yapilan bir

calismada ise SA uygulamasi POX aktivitesini azaltmistir (Mba et al. 2007). Bu ¢alisma
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bugdayin Bolal gesidiyle benzer sonuglar gostermektedir. Kokte ise 1 mM SA 25 uM
Cd etkisine maruz kalan Bolal koklerinde POX aktivitesini artirmistir. Dogu-88
koklerinde ise SA’nin 3 konsantrasyonuda POX aktivitesini dnemli 6l¢lide diistirm{istiir.
50 uM Cd’de SA uygulamalar1 Bolal koklerinde POX aktivitesini artirmis, ancak Dogu-
88 koklerinde diisiirmiistiir. 100 uM Cd’de ise 0.01 ve 0.1 mM SA Bolal koklerinde
POX aktivitesini azaltirken, 1 mM SA artirmistir. Dogu-88 koklerinde ise SA’nin 3
konsantrasyonuda esit miktarda POX aktivitesini diisirmiislerdir. Burada bitkinin farkl
dokularimin strese farkli cevap verebildigi goriilmektedir. Ayrica bugdayin farkl iki
varyetesininde strese farkli cevap verebildigi goriilmustiir. Piring kokleri ile yapilan
calismada SA’nin POX aktivitesini artirdigi belirlenmistir (Guo et al. 2007). Bu deney
bizim Bolal varyetesi ile benzer durum gostermektedir. Dogu-88’den elde edilen

sonugclar ile uyusmamaktir.

5.3. Salisilik Asidin Apoplastik Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Farkl1 konsantrasyonlarda (0.01, 0.1 ve 1 mM) SA uygulamasindan sonra, 25, 50, 100
uM Cd stresine maruz birakilmis Bolal yapraklarinda apoplastik SOD aktivitesinde
onemli sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.9). 25 uM Cd’e maruz birakilmis bitkilerde
SA’nin iki konsantrasyonu (0.01, 0.1 mM) SOD aktivitesinde artisa neden olmustur. SA
50 uM Cd’e maruz birakilmig bitkilerde SOD aktivitesini artirmistir ancak 100 uM Cd
etkisine maruz kalmis bitkilerde SOD aktivitesini diislirmiistiir. Ayni bitkinin
koklerinde ise SA, 25 ve 50 uM Cd’e maruz birakilmig bitkilerde SOD aktivitesini
artirmigtir. 100 uM Cd’de ise SA uygulamalar1 SOD aktivitesini azaltmigtir (Sekil
4.10).

SA uygulamalarindan sonra, 25, 50, 100 uM Cd konsantrasyonlarina maruz birakilmis
Dogu-88 yapraklarinda apoplastik SOD aktivitesinde onemli sonuglar elde edilmistir
(Sekil 4.11). 25 ve 50 uM Cd stresine maruz kalmis bitkilerde SA uygulamalart SOD
aktivitesini artirmistir. 100 uM Cd uygulamasinda ise SA’lar SOD aktivitesini
degistirmemistir. Ayn1 bitkinin kdklerinden elde ettigimiz sonuclara baktigimizda, 25
uM Cd’e maruz birakilmig bitkilerde her iic SA konsantrasyonu da SOD aktivitesini
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disiirmiistiir. 50 uM Cd uygulamasinda 0.1 ve 1 mM SA SOD aktivitesini diislirmiistiir.
100 uM Cd’de ise SA’nin ii¢ konsantrasyonu da SOD aktivitesini artirmistir. (Sekil
4.12).

Iki bitki kiyaslandiginda, 25 uM Cd’e maruz kalmis Bolal yapraklarinda 0.01 ve 0.1
mM SA SOD aktivitesinde artisa neden olurken, 1 mM SA uygulamast SOD
aktivitesinde onemli degisiklige neden olmamistir. Dogu-88 yapraklarinda ise SA’nin 3
konsantrasyonu da SOD aktivitesini artirmigtir. SA, 50 uM Cd’de Bolal ve Dogu-88
yapraklarinda SOD aktivitesini artirmistir. 100 uM Cd’de Bolal yapraklarinda SA, SOD
aktivitesini diistirmistiir ancak Dogu-88’de ise SOD aktivitesini degistirmemistir.
Caligmamizda her iki bugday varyetesinde de SA’nin SOD aktivitesini genelde
artirdigini gérmekteyiz. Misir bitkileri ile yapilan bir ¢alismada, Cd etkisine maruz
kalan misirda SA muamelesi hiicresel SOD aktivitesini artirmistir (Krantev et al. 2008).
Bizim ¢alismamizda da her iki bugday varyetesine ait sonuglar bu calisma ile paralellik
gostermektedir. Brassica sinensis ile yapilan bir baska ¢alismada da SA’nin Cd stresi
altinda SOD aktivitesini artirdigi belirlenmistir (Mba et al. 2007). Oryza sativa ile
yapilan bir ¢alismada da SA SOD aktivitesini artirmistir (Panda et al. 2007). Bu
sonuclara gore, Cd etkisi ile diisen SOD aktivitesini, SA uygulamas: tekrar artirarak
bitkinin strese toleransini saglamada bir katki yaptigi yorumlanabilir. Koke
baktigimizda ise, 25 uM Cd etkisinde kalmis Bolal koklerinde SA SOD aktivitesini
artirmigtir ancak, Dogu- 88 koklerinde ise diistirmiistiir. 50 uM Cd’de Bolal koklerinde
SA’nin 3 konsantrasyonu SOD aktivitesini artirmistir, Dogu-88’de ise 0.01 mM SA
SOD aktivitesini artirirken, 0.1 ve 1 mM SA disiirmiistiir. SA, 100 uM Cd’de Bolal
koklerinde SOD aktivitesini azaltmigtir, Dogu-88 koklerinde ise SOD aktivitesini
artirmistir. Bolal’in yaprak ve koklerinde benzer durumlar goriiliirken, Dogu-88°de ise
tam tersi bir durum goriilmektedir. Bu durum bitkilerin alinan agir metali dokularinda

biriktirme veya tasima kapasiteleriyle alakal olabilir.
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5.4. Salisilik Asidin Hidrojen Peroksit (H,O,) Birikimi Uzerine Etkisi

SA uygulamalarindan sonra farkli konsantrasyonlarda (25, 50 ve 100 uM) Cd stresine
maruz birakilmis Bolal yapraklarinda, H,O, miktarinda énemli sonuglar elde edilmistir
(Sekil 4.13). SA, 25 ve 50 uM Cd’e maruz birakilmis bitki yapraklarinda, H,0O;
miktarinda 6nemli bir artisa neden olmustur. 100 uM Cd’de 0.01 ve 0.1 mM SA

uygulamalar1 H,O, miktarini artirirken, 1 mM SA ise diigiirmiistiir.

SA uygulamalarindan sonra, farkli konsantrasyonlarda (25, 50 ve 100 pM) Cd stresine
maruz kalmis Dogu-88 yapraklarinda H,O;, miktarinda 6nemli sonuglar elde edilmistir
(Sekil 4.14). SA, H,0;, miktar1 iizerinde 25 ve 100 uM Cd stresine maruz birakilmisg
bitki yapraklarinda 6nemli bir degisiklige neden olmazken, 50 uM Cd’de artirmistir.

Iki bitkiyi karsilastirdigimizda ise SA uygulamalari, Cd stresleri (25, 50, 100 uM)
altindaki Bolal yapraklarinda HO, miktarin1 genelde artirmistir. Dogu-88 yapraklarinda
ise SA sadece 50 uM Cd’da H,0; aktivitesini artirirken, diger iki Cd konsantrasyonunda
degistirmemistir. Bizim sonuglarimizda SA, 6zellikle Bolal ¢esidinde H,O, miktarini
artirmigtir. Dogu-88’de ise tam tutarli bir durum sergilememistir. Piring ile yapilan
caligmada SA ile muamele H,O; aktivitesini diisirdigii gérilmiistiir (Guo et al. 2007).
Bu sonucun bizimki ile farklilik gostermesinin nedeni farkli konsantrasyonlarin

uygulanmasi olabilir.

5.5. Salisilik Asidin Lipid Peroksidasyonu Seviyesi Uzerine EtKisi

Farkli konsantrasyonlarda (0.01, 0.1 ve 1 mM) SA uygulamasindan sonra, 25, 50, 100
uM Cd stresine maruz birakilmig Bolal yapraklarinda lipid peroksidasyonu (LPO)
seviyesinde onemli sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.15). 25 uM Cd stresine maruz
birakilmig bitkilerde 0.01 ve 1 mM SA lipid peroksidasyonunu diistirmiistiir. 50 uM
Cd’de 0.01 ve 0.1 mM SA uygulamalar lipid peroksidasyonunu artirmistir ancak, 1
mM SA ise diislirmiistiir. SA 100 uM Cd’de lipid peroksidasyonunu diisiirmiistiir.
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SA uygulamalarindan (0.01, 0.1 ve 1 mM) sonra farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 100
uM) Cd stresine maruz birakilmis Dogu-88 yapraklarinda lipid peroksidasyonu
seviyesinde onemli sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.16). 25 ve 50 uM Cd stresine maruz
kalmis bitkilerde SA’nin 3 konsantrasyonuda lipid peroksidasyonunu artirmistir. 100
uM Cd’de 0.01 mM SA uygulamasi, lipid peroksidasyonunda onemli bir degisiklik
meydana getirmezken, 0.1 ve 1 mM SA uygulamalari lipid peroksidasyonunu

artirmistir.

25 uM Cd’de Bolal yapraklarinda 0.01 ve 1 mM SA lipid peroksidasyonunu
disiirirken, 0.1 mM SA degistirmemistir. Dogu-88 yapraklarinda ise SA’nin 3
konsantrasyonu da lipid peroksidasyonunu artirmigtir. 50 uM Cd’de Bolal yapraklarinda
0.01 ve 0.1 mM SA lipid peroksidasyonunu artirmig, 1 mM SA ise diisiirmiistiir. Dogu-
88 yapraklarinda ise SA’nin 3 konsantrasyonu da lipid peroksidasyonunu artirmistir.
100 uM Cd’de Bolal yapraklarinda SA’nin 3 konsantrasyonu lipid peroksidasyonunu
diisiirmiistiir, Dogu-88 yapraklarinda ise 0.01 mM SA lipid peroksidasyonunda dnemli
bir degisiklik meydana getirmezken, 0.1 ve 1 mM SA lipid peroksidasyonunu
artirmigtir. Sonug olarak, SA Cd stresi altindaki bugdayin Bolal ¢esidinde LPO
seviyesini disliriirken, enteresan olarak Dogu-88’de ise artirmistir. Bu sonu¢ bize
bitkiye disaridan yapilacak uygulamalarda varyete se¢cimin ne denli énemli oldugunu
gostermektedir. Calistigimiz iki bitkiyi kiyasladigimizda, Dogu-88’in Bolal’a gore
cevresel streslere daha dayanikli oldugunu gérmekteyiz. Dayanikli bir ¢esitte SA’nin Cd
stresi altinda LPO seviyesini artirmasi, bitkinin i¢sel SA miktariyla alakali olabilir. Bazi
calismalarda i¢csel SA miktarinin strese cevapta onemli oldugu belirtilmistir. Dayanikl
cesitte zaten i¢sel SA miktar yiiksekse, bu durumda disaridan verilen SA miktar1 fazla
gelip ters bir etki yapabilir. Cilinkii bitki biliyiime diizenleyicileri (PGR) uygun
konsantrasyondan fazla olduklarinda, tam ters etki yaptiklar1 bilinen bir gercgektir. Piring
ile yapilan bir calismada, SA muamelesinin lipid peroksidasyonu seviyesini diistirdiigii
goriilmiistiir (Guo et al. 2007). Piringte strese hassas olan bir bitki olarak bizim Bolal
cesidiyle elde edilen sonuglar ile uyum gostermektedir. Daha ileri ¢caligsmalarda igsel SA
miktarinin  belirlenmesi ve sonuglarin bu acgidan da yorumlanmasina ihtiyag

bulunmaktadir.
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Bu arastirmadan elde edilen 6nemli sonuclar

1. Cd stresine maruz kalmis bugdaylarda SA uygulamasi, apoplastik antioksidan

enzimlerin aktivitelerini direk veya dolayli olarak etkileyebilir.

2. SA uygulamalari, katalaz (CAT) aktivitesini Bolal yapraklarinda genelde
artirirken, Dogu-88’de ise sadece 50 uM Cd’de aktiviteyi artirmistir. Bu sonuglara
gore Cd stresine maruz kalmadan 6nce uygulanan SA, bitki Cd stresine girdiginde,
yapraklardaki CAT aktivitesini artirabilmektedir. Koklerde ise SA Bolal’da 25 uM
Cd’de aktiviteyi artirmig, 100 pM’da diislirmistir. SA; Dogu-88’de CAT
aktivitesini digiirmiistiir. Koklerde aktivitenin diisme nedeni alinan agir metalin

bitkide tasinabilmesi ile alakali olabilir.

3. SA uygulamalar1 peroksidaz (POX) aktivitesini Bolal yapraklarinda diistiriirken,
Dogu-88’de ise artirmustir. Koklerde ise SA uygulamalar1i Bolal’da genelde

aktiviteyi artirirken, Dogu-88’de ise dlistirmiistiir.

4. SA uygulamalar siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini Bolal ve Dogu-88
yapraklarinda genelde artirmistir. Kokte ise SA uygulamalar1 SOD aktivitesini
Bolal’da genelde artirirtken Dogu-88’de ise genelde diislirmiistiir. Bu durum
bitkilerin alman agir metali dokularinda biriktirme veya tasima kapasiteleri ile

alakali olabilir.

5. SA uygulamalari, Cd stresi altinda Bolal’da lipid peroksidasyonu (LPO)
seviyesini disiiriirken, Dogu-88’de ise artirmistir. Bu sonuglardan Dogu-88’in
Bolal’a gore ¢evresel streslere daha dayanikli oldugunu gérmekteyiz. Dayanikli bir
cesitte SA’nin Cd stresi altinda LPO seviyesini artirmasi, bitkinin igsel SA

miktariyla alakali olabilir.

6. SA uygulamalari, Cd stresleri altindaki Bolal’da H;O; miktarini genelde
artirmigtir. Dogu-88°de ise SA sadece 50 uM Cd’de H,O, miktarini artirmistir.
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SA’ni her iki bitkide de genelde H,O, miktarini artirmasi bitkinin i¢sel SA miktari

ile alakali olabilir.
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