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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BITKI STRES CEVABINDA ONEMLI SINYAL BILESIKLERININ BUGDAY (Triticum
aestivum)’DA HUCRESEL VE APOPLASTIK PROTEINLERIN DEGiSiMi UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Salim CERIG

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu arastirmada, bitkilerde 6nemli sinyal bilesiklerinden salisilik asit, nitrik oksit, putresin,
absisik asit, etilen ve Ostrojenin bugday (Triticum aestivum cv. Dogu-88) yapraklarinda
apoplastik ve hiicresel antioksidan enzimler (katalaz, peroksidaz, stiperoksid dismutaz), reaktif
oksijen bilesikleri (hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonu), lipid peroksidasyonu ve apoplastik
ile hiicresel protein profilleri tizerine etkileri aragtirilmigtir. Bitkiler 18/20 °C kontrollii normal
sartlarda toplam 15 giin biiyiitiilmiislerdir. Bitki yapraklarina 12. giin, 0.1 ve 1 mM salisilik asit
(SA), nitrik oksit (NO) ve putresin (Put), 50 ve 100 puM absisik asit (ABA), 50 ve 100 ppm
etafon (Etp), 10° ve 10° M ostrojen (Ost) uygulanmis ve uygulamadan 3 giin sonra bitki
yapraklar1 deney materyali olarak kullanmilmistir. Uygulamalar sonucu elde edilen bulgular
kontrol ile karsilastirtmistir.

SA, NO, Put, ABA, Etp ve Ost uygulamalarinin; apoplastik peroksidaz (POX) aktivitesini
artirdig1, apoplastik siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesini azalttig1 belirlenmistir. Hiicresel
katalaz (CAT) aktivitesini, SA, 1 mM NO, Put ve Ost’iin artirdigi, ABA ve Etp’un azalttigi,
SOD aktivitesini, SA, Put, ABA ve Ost’iin artirdigi, NO ve Etp’un azalttigi, POX aktivitesini,
10° MOst harig tiim uygulamalarin artirdig belirlenmistir. Reaktif oksijen tiirlerinden hidrojen
peroksit (H,0,) miktarini, SA, NO, 0,1 mM Put, ABA, Etp ve 10 ® M Ost’iin azalttigi, 1 mM
Put ve 10 °M Ost’iin arttirdig1, siiperoksit anyonu (O™) miktarim tiim uygulamalarin azalttig:
belirlenmistir. Lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesini, SA,1 mM Put ve 10°M Ost’ iin azalttig1,
NO, 0,1 mM Put, ABA ve 10° M Ost’ iin artirdigs, Etp’ un ise degistirmedigi belirlenmistir.
Apoplastik ve hiicresel proteinlerin polipeptid profilleri SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi)’ de incelendiginde, SA, NO, Put, ABA, Etp ve Ost
uygulamalariyla elde edilen polipeptidlerin 6 ile 66 kilodalton (kDa) arasinda oldugu
belirlenmistir.

2011, 109 sayfa

Anahtar Kelimeler: Apoplast, antioksidan enzimler, lipid peroksidasyonu, reaktif oksijen tiirt,
Triticum aestivum, bugday, elektroforez, salisilik asit, nitrik oksit, putresin, absisik asit etilen,
Ostrojen.



ABSTRACT
Master Thesis

INVESTIGATION OF EFFECTS OF IMPORTANT SIGNALING COMPOUNDS IN
PLANT STRESS RESPONSE ON VARIATON OF CELLULAR AND APOPLASTIC
PROTEINS IN WHEAT (Triticum aestivum)

Salim CERIG

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

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this work, effects of important signal compounds found in plants (salicylic acid, nitric oxide,
putrescine, abscisic acid, ethylene and estradiol) were investigated on the activities of apoplastic
and cellular antioxidant enzymes (catalase, peroxidase and superoxide dismutase), the levels of
reactive oxygen compounds (hydrogen peroxide and superoxide anion) and lipid peroxidation,
and the profiles of apoplastic and cellular proteins in wheat (Triticum aestivum cv. Dogu-88).
The plants were grown under controlled conditions (18/20 °C) for 15 days. Day 12, on the plant
leaves were applied as independent 0.1 and 1 mM solutions of salicylic acid (SA), sodium
nitroprussid (SNP) as a donor of nitric oxide (NO) and putrescine (Put), 50 and 100 uM solution
of absisic acid (ABA), 50 and 100 ppm solution of ethaphon (Etp) as a donor of ethylene, and
10° and 10°® M solution of estradiol (Est). After 3 days of this application (day 15), the plant
leaves were used as experimental material. Obtained findings were compared with that of
control applications.

All applications of the signal compounds increased apoplastic peroxidase (POX) activity while
reduced apoplastic superoxide dismutase (SOD) activity. SA, 1 mM SNP, Put and
Estapllications increased while was decreased by ABA ve Etp the activities of cellular catalase
(CAT), cellular SOD activity, was increased by the applications of SA, Put, ABA and Est while
was decreased by applications SNP and Etp, however, the all applications increased the
activities of cellular peroxidase (POX) except 10°® M Est. The endogenonus level of hydrogen
peroxide (H,0,) was decreased by SA, SNP, 0,1 mM Put, ABA, Etp and 10 ® M Est
applications while was increased by 1 mM Put and 10° M Est. All applications of the signal
coumponds decreased the endogenous level of superoxide anion (O;7). The level of
malondialdehyde (MDA), an indicator of lipid peroxidation (LPO), was decreased by SA, 1 mM
Put and and 10® M Est, while was increased by SNP, 0.1 mM Put, ABA, Etp and 10° M Est
applications, however wasn’t changed by Etp application.As the polypetide profiles of
apoplastic and cellular proteins were exemined by SDS-PAGE, molecular masses of obtained
polypepdides by the applications of the signal coumponds were in the range from 6 to 66 kDa.

2010, 109 Pages

Keywords: Apoplast, antioxydant enzymes, lipid peroxidation, reactive oxygen species,
Triticum aestivum, wheat, electrophoresis, salicylic acid, nitric oxide, putrescine, absisic acid,
ethylen, estrogen.
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1. GIRIS

Bitkilerde biiyiime ve gelisme, bitkinin kendi i¢yapist (metabolizmasi, genetik
Ozellikleri, hormonlar1 vb.) ile onu kusatan dis ortam faktorlerinin (su, 151k, sicaklik,
toprak, nem vb.) ortak etkileri sonucu meydana gelmektedir. Esasinda bitkinin biiylime,
gelisme ve hangi yonde farklilasacagi genetik yapisinda belirlenmis olmasina ragmen,
bu olaylarda i¢ faktorlerin yani sira dis faktorler de Onemli oranda etki
gostermektedirler. Cevreden kaynaklanan abiyotik (su, kuraklik, sicaklik, 1s1k, tuz vb.)
ve biyotik faktorler (patojenler vb.) bitkilerin metabolizmasinda 6nemli degisikliklere
yol agarak bu programi geciktirme veya erkene alma seklinde etki ederler. Cevre sartlari
olarak da adlandirilan dis faktdrler optimum sinirlar i¢inde biliylimeyi olumlu yonde
etkilerken, bu smirlarin diginda bitkilerin biiylimesini engelleyip, bitkinin strese

girmesine hatta 6lmesine neden olabilirler (Kocacaliskan 2004; Erdal 2009).

Stres, onemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agarak bitkilerde biiyiime ve
gelismeyi olumsuz sekilde etkilerken, tirtinde nitelik ve nicelik kaybina (liriin kalitesinin
ve miktarinin azalmasina), bitkinin ve ya organlarinin 6liimiine yol acabilmektedir.
Strese dayaniklilik mekanizmasi bitkilerde iki sekilde etkili olmaktadir. Bitkiler ya
gelistirdikleri Onleyici mekanizmalarla stres faktorlerinin etkinligini onlemekte ya da
tolerans mekanizmalariyla kars1 koymakta ve yasamlarini siirdiirmektedirler. Bunun
disinda stres, toprak ve iklimin bitki tiirlerinin dagilisint nasil smirlandiginin
anlasilmasin1 saglar. Bu nedenle stresin olusturdugu zarar bitkilerin cevresel streslere
adaptasyonu ve alisma mekanizmalarinin altinda yatan biyokimyasal ve fizyolojik
islemlerin anlasilmasi hem tarim hem de g¢evre agisindan biiyiik 6nem tasir (Taiz and
Zeiger 2006). Giinlimiizde tarimsal faaliyetler, su baskini, kuraklik, sicaklik, tuzluluk ve
patojenite gibi bir¢ok olumsuz faktor tarafindan etkilenmektedir. Zor sartlarda dayanikli
tarim trilinlerinin Uretimi i¢in hem biyotik hem de abiyotik faktorlerden sorumlu bitki
genlerinin sinyal iletim yollarmin anlagilmasi gerekmektedir. Bu konuda daha az
dayanikl tiirlerde ¢alisilmast veya degisik cevresel etkinin bitkide meydana getirdigi
kompleks mekanizmalarin  anlasilmast  konusuna agirlik  verilmesi gerektigi

bilinmektedir (Swami et al. 1999).



Bitkisel hormonlar; bitkiler tarafindan olusturulan ya da bitkiye disardan verilen ve ¢ok
kiiciik miktarlarda dahi (on milyonda bir) bitkide biiyiime, gelisme ve diger fizyolojik
olaylar1 olumlu yada olumsuz yonde etkileyebilen, meydana geldikleri yerlerde oldugu
gibi diger bitki kisimlarina tasinarak orada da etkinlik gosterebilen organik maddelerdir
(Baktir et al. 1994; Dobrew et al. 2005). Bitki hormonlarinin hiicre igerisindeki temel
islevleri; genel olarak bitkinin hiicre boliinmesi, hiicre farklilagsmasi, organ olusumu,
tohum dormansisi ve ¢imlenmesi, yaprak ve organ senesensi ile absisyonu gibi temel
gelisme basamaklarini diizenlemeleridir (Davies 1995). Bitki hormonlar1 5 gruba
ayrilirlar. Bunlardan oksin, giberellin ve sitokininler bitki biiylimesini tesvik ederken,
etilen ve absisik asit (ABA) ise biiylimeyi inhibe edici etki gosterirler (Kadioglu 1999).
Bitki hormonlarmin kesfedilip kimyasal yapilarinin aydinlatilmasindan sonra, bu
hormonlara yapica benzeyen kimyasal maddeler sentetik yolla iiretilmeye baslanmistir.
Bu sentetik maddelerin bitkilere distan uygulandiklarinda bitki hormonu gibi etki
gosterdikleri belirlenmis, biiylime ve gelisme olaylarindaki etkilerinden ve diizenleyici
rollerinden dolay1r bitki hormonlar: ile birlikte bu maddelerin hepsine birden ‘Bitki
Biiylime Maddeleri” ya da ‘Bitki Biliylime Diizenleyicileri” (PGR) olarak
adlandirilmiglardir (Bayras 2005). Giiniimiizde bu bilesikler igerisinde salisilik asit
(SA), jasmonik aist, brassinosteroidler, nitrik oksit (NO) ve poliaminler bulunmaktadir
(Salisbury and Ross 1992; Kocagaliskan 2004; Taiz and Zeiger 2005). Diger taraftan,
stres sartlar1 altindaki bitkilerde stres ve stres c¢esidinin algilanmasi, belirli hedeflere
iletilmesi ve strese cevap olusturulmasinda PGR igerisinde en 6nemli rolleri olanlar ve
giiniimiizde yogun calismalarin yapildig1 bilesikler ise ABA, etilen, SA, NO,
poliaminlerden putresin (Put) ve son yillarda memeli cinsiyet hormonlaridir (Asthir et
al. 2009; Atici et al. 2009; Shengchun Xu et al. 2010; Erdal and Dumlupinar 2010;
Bingru Huang and Jane Larkindale 2004; Weiguan Li et al. 2009; Higgins and Wang
2006).

Absisik asit (ABA) bitkinin dinlenme fazina girisinden sorumlu bir diizenleyici olup,
uyku halini (dormansi) tesvik eder ve tohumun ¢imlenmesini engeller. Yaprak, cicek ve
meyve dokiilmesini hizlandirir ve stomalarin kapanmasina neden olur. Yiiksek

konsantrasyonda bu 6zelligi ile ABA kurak donemlerde hiicreleri korur (Karakus et al.



2008; Unyayar et al. 2002; Kirecci et al. 2006). Absisik asit temelde bir biiylime
inhibitdrii olarak bilinir. Fakat bu hormonun, bir bitkinin hayat dongiisii sirasinda ¢esitli
rollere sahip diger bitki hormonlar1 gibi oldugu bitki fizyologlarinin tizerinde hem fikir
oldugu bir durumdur. Absisik asitin yapist 1965'li yillardan beri bilinmesine ragmen
yiiksek bitkilerde ABA sentezinin ayrintilari heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir.
Bu konudaki calismalar iki yol iizerinde odaklanmistir. Bu yollardan ilki farnesil
pirosfat (FPP) modifikasyonuyla olusan direkt yol, ikincisi ise violoksantin gibi
karotenoid katabolizmasi tarafindan olusturulan indirekt yoldur. Bunlardan hangisinin
digerine gore daha 6nemli oldugu tam olarak bilinmemektedir. Fakat yiiksek bitkilerde
her iki yolun ayn1 anda ger¢eklesmesinin miimkiin oldugu ve her iki yolda da mevalonik

asitin onciil bilesik oldugu rapor edilmistir (Zeevaart and Creelman 1988).

ABA bitkilerin 6zellikle kurakliga karsi koymasini saglayan asil i¢ sinyaldir. Bir bitki
solmaya baglayinca yapraklarda ABA birikerek stomalarin hizla kapanmasini saglar.
Bunun sonucu transpirasyon azalir ve su kaybi1 6nlenir. ABA bekgi hiicrelerinin plazma
zarindaki digsa dogru yonelmis potasyum kanallarinin a¢ilmasini artirir. Bunu, kalsiyum
gibi ikinci mesaj tastyicilarini etkileyerek yapar. Potasyum kanallarinin agilmasiyla,
bekei hiicrelerinden biiylik miktarda potasyum c¢ikist olur. Suyun osmotik olarak kaybi,
bekei hiicrelerin turgorunun azalmasina ve stoma deliginin kiigiilmesine yol agar. Bazi
durumlarda, su kithgr kok sistemini gdvde sisteminden daha Once baski altina alir.
Koklerden yapraklara taginan ABA erken uyari sistemi olarak is goriir. Solgunluga
Ozellikle duyarli olan mutantlar genelde ABA iiretmezler (Poschenrieder, Gunse, B. and
Barcelo, 1989).
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Sekil 1.1. Absisik asidin genel yapis1
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Salisilik asit (SA)veya diger adiyla orto-hidroksi benzoik asit, bitki fenolikleri
grubundan bir bilesiktir. Son ¢alismalar, SA’nin ¢evresel streslere karsi, bitki savunma
cevabi olusmasinda kullanilan, hormon benzeri dogal bir sinyal molekiil oldugunu
gostermektedir. Bunun yaninda, bazi arastiricilar SA’nin dogal bir bitki hormonu
oldugunu da kabul etmektedirler. Ciinkii SA bitki dokularinda ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda sentezlenir ve bitkinin diger dokularina tasinarak fizyolojik
cevaplarin olusumunu saglar (Kocacgaliskan 2004). 1828’de Miinih’te ilk kez salisilin,
sogiitten izole edilmis ve sonra sogiit agacinin Latince ismi olan Salix’ten dolay1
salisilik asit olarak isimlendirilmistir (Mutlu 2005). SA bitkide aktif bir sekilde
taginabilir ve metabolizmaya katilir. Hem de dissal uygulama noktasindan bitkinin farkli
dokularina kolaylikla yayilabilir (Raskin 1992 a,b). Modern analitik teknikler
kullanilarak, pek ¢ok oOnemli bitki tiirliniin salisilatlar1 sentezledikleri bulunmustur.
SA’nin en yiliksek seviyesi patojen istilasina ugramis bitki doku ve nekrozlarinda
belirlenmistir (Raskin 1992 a,b; Durner et al. 1997; Mani and Metraux 1998). Bir¢ok
arastirmaci, SA’nin ultraviyole 15181, kuraklik, soguk ve tuz stresi gibi bir¢ok c¢evresel
streslerde bitki cevabini diizenledigini gostermistir (Sakhabutdinova et al. 2004; Atict
and Nalbantoglu 2003; Tasgin et al. 2003, 2006).Buna ek olarak, soguk sartlaraltindaki
bitkilere digsal SA uygulamasi, direk veya dolayli olarak antioksidan enzim
aktivitelerini degistirebilmektedir (Tasgin et al. 2006). SA’nin antioksidan enzim
aktiviteleri iizerine etkisi, HyO, metabolizmasin1 diizenlemek ile iliskili oldugu 6ne
stirilmiistiir (Janda et al. 2003). SA, zayif bir deterjan 6zelligi gosterdigi ve hiicre
yiizeyinin elektrik ylkiinii degistirdiginden, hiicre icerisindeki bazi antioksidan
enzimlerin hiicre digina sekresyonunda rol oynadig1 yoniinde goriisler de bulunmaktadir
(Minibaeva and Gordon 2003a). Ancak, SA’nin yukarida belirtilen pek ¢ok fizyolojik
ve biyokimyasal etkilerine ragmen, i¢sel SA’nin bu mekanizmadaki diizenleyici rolii

heniiz tam olarak anlagilamamistir (Janda et al. 2003; Tasgin et al. 2006).
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Sekil 1.2. Salisilik asidin genel yapist

Uzun yillardan beri canlilarda varligi bilinen nitrik oksit (NO: azot monoksit), son
yillarda hem memelilerde hem de bitkilerde anahtar bir sinyal molekiil olarak dikkatleri
tizerine ¢ekmistir. NO’nun bitkiler tarafindan salindig1 ve bitki biiylimesi {izerine olan
etkileri ancak 1970’lerin basinda anlasilmistir (Anderson and Mansfield 1979; Klepper
1979). 1998 yilinda NO’nun bitki savunma sinyali olarak tanimlanmasindan sonra NO
ve bitki biyolojisi ile ilgili ¢alismalarda kayda deger bir artis olmustur (Neill et al. 2002,
2003).

NO’nun bitki bliyiime ve gelismesinde, biyotik ve abiyotik stres kosullarinda muhtemel
rolleri glinlimiize kadar yapilan calismalarin baslica konulari arasindadir. Bir¢ok
biyolojik siirecte gorev alan NO hem bitki savunma mekanizmasinda bir sinyal molekiil
olarak hem de biiyiime ve gelismede hormonal 6zelliklere sahip bir bilesik olarak rol
oynamaktadir (Dellodenne et al. 1998; Beligni and Lamattina 1999a). NO yaprak
genislemesi, tohum ¢imlenmesi ve deetiyolasyonu tesvik ederken, hipokotil ve internod
uzamasini inhibe etmektedir (Beligni and Lamattina 2000). Bitki biiyiimesi iizerindeki
etkide NO’nun konsantrasyonunun son derece énemli oldugu vurgulanmistir(Anderson
and Mansfield 1979). NO’nun yiiksek konsantrasyonlarnin (40-80 ppm) domates,
marul ve bezelye bitkisinde biiyliimeyi inhibe ettigi, diisiik konsantrasyonlariin (0-20
ppm) ise biiylimeyi tesvik ettigi ileri stirilmistiir (Takahashi and Yamasaki 2002).
Kuraklik, tuzluluk, diisiik ve yiiksek sicaklik gibi cesitli abiyotik stres kosullari altinda
da NO’nun etkileri arastirilmistir. Bu tip stres kosullart altinda reaktif oksijen tiirleri
(ROT; Reactive Oxygen Species) agiga ¢ikmakta ve hiicrelerde bir¢ok oksidatif yikim
olay1r baglamaktadir. Stres kosullar1 altinda sinyal iletim yolunda gorev alan NO aktif

oksijen tiirleri ile karsilikl etkilesim halindedir. NO tarafindan lipid peroksidasyonunun
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inhibisyonu, NO’nun potansiyel antioksidan roliinii isaret etmektedir (Beligni and
Lamattina 1999b). Eksojen olarak uygulanan NO’nun, ayrica bitkilerde katalaz,
peroksidaz ve akonitaz enzimlerinin inhibisyonunda (Clark et al. 2000), hiicre ¢eperi
lignifikasyonunda (Ferrer and Ros Barcelo 1999), bekgei hiicrelerinde iyon kanallarinin
diizenlenmesinde (Garcia Mata et al. 2003), kloroplast ve mitokondri fonksiyonlarinda
(Yamasaki et al. 2001), hiicre 6limii (Pedroso et al. 2000a), senesens ve yaralanma
sinyalinde (Leshem 1996; Leshem and Haramaty 1996; Hung and Kao 2003) 6nemli
roller tistlendigi belirtilmistir. NO gaz halinde bir bilesik oldugu i¢in, arastirmalarda
eksojen NO uygulamalarinda kontrollii bir uygulama yapilamadigindan, NO’nun yerine
suda kolayca ¢oziinebilen ve bitkide metabolize oldugunda NO iireten bir bilesik olan
sodyum nitroprussid (SNP) kullanilmaktadir. Bu nedenle SNP’ye NO donoérii de
denilmektedir (Higgins and Wang 2006).
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Sekil 1.4. Sodyum nitroprussid’in genel yapisi

Bir aminoasit tiirevi olan poliaminlerin; putresin (Put), kadaverin (Cad), spermidin
(Spd) ve sermin (Spm) olarak 4 tipi bulunmaktadir. Bunlardan putresin ve kadaverin bir

diamin, spermidin bir triamin ve spermin ise bir tetraamindir (Smith 1979; Liu et al.
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2000).Poliaminler bitki biinyesinde serbest olarak ya da fenolik asitlere, protein, niikleik
asit gibi makromolekiillere veya diger diisiik molekiil agirli bilesiklere bagl olarak
bulunurlar (Evans and Malmberg 1989; Bagni and Tassoni 2001).Poliaminler hiicre
farklilasmasi, gelismesi ve boliinmesine diisiik konsantrasyonlarda etki ederler
(Gallardo et al. 1996). Poliaminlerin g¢esidinin dokuya ve gelisim evrelerine gore
farklilik gosterdigi ve bagli aminlere sadece kokte rastlandigi bilinmektedir (Bonneau et
al. 1994). Calismalarda poliaminlerin hiicre duvari kesitlerinde, vakuollerde, mitokondri
ve kloroplastlarda bulundugu ortaya konmustur (Torrigiani 1987; Serafini-Fracassini et
al., 1991; Tiburcio 1994).Poliaminler somatikembriyogenez de dahil olmak {izere sap
veya govde kalinlagsmasini, ¢igeklenmeyi, kok biiyiimesi ve gelismesini, yumru
gelisimini, meyve olgunlagsmasini diizenlemektedirler (Hanzawa et al. 2000; Antognoni
et al. 20002; Fos et al. 2003; Couée et al. 2004). Bitki dokularinda poliaminlerden
putresin genellikle en yiiksek oranda bulunandir. Bazi ¢alismalarda portakal, portakal
suyu, mandalin, greyfurt suyu, ketcap, donmus yesil bezelye ve fermente soya sosu gibi
test edilen besinlerin kilograminda 40 mg putresin bulunmustur. Spermidin ise
sperminden daha yiiksek oranda bulunur. Baklagiller, armut, soya, karnabahar ve
brokoli gibi besinlerde spermidin kilogramda 30 mg olarak bulundugu tespit edilmistir

(Kalac and Karusava 2004).

Poliaminlerin seviyelerindeki artis 6zellikle potasyum eksikliginde, su eksikligi, tuz
stresi, asit stresi, oksijensizlik ve gevresel streslere karsi yanit olarak ortaya g¢ikar
(Flores et al. 1989). Ciinkii poliaminler aminoasitdekarboksilaz reaksiyonuyla H
tilketerek intraselliilar pH’1 ayarlar (Flores et al. 1995). Genel olarak poliamin miktar
meristematik ve aktif biliylime o6zelligindeki dokularda yiiksek oranda bulunurken
senesensli dokularda diisiik oranda bulunur (Neves et al. 2002). Poliaminler kisaca,
dogrudan ornitin dekarboksilaz tarafindan ornitinden veya dolayli olarak arjinin

dekarboksilaz tarafindan arjininden sentez edilir (Sannazzaro et al. 2003).
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Sekil 1.5. Putresinin genel yapisi

Etilenalken smifina giren bir gazdir ve doymamis bir hidrokarbon olup, karbonlari
arasinda, cift bag igerir (Sekil 1.6.) (Arshad and Frankenberger 2002). Etilenin kapali
formiilii CoHy’tiir ve acik formiili H,C=CH; seklinde gosterilebilir. Etilenin IUPAC
(Uluslaras1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi) adi ‘eten’dir (Tiiziin 1996). Etilen
renksiz, yanici bir gazdir ve tatl bir kokuya sahiptir. Etilen kaynama noktasi - 103.71
°C, erime noktast -169.15 °C, donma noktas1 -181 °C ve molekiil agirlig1 28.05 olan bir
gazdir (Zimmermann and Walzl 2009). Yogunlugu 0,978 g/dm? olan etilen lipidlerde
suya oranla yaklasik 14 kat daha yiiksek derecede ¢oziinebilir (Arshad and
Frankenberger 2002). Pek ¢ok bitki dokusunda etilen tamamen karbondioksite
oksitlenebilir. Yiiksek bitkilerin yaklasik tiim organlari etilen iiretebilir. Ayrica, liretim
hiz1 doku tipine ve gelisim evresine baglidir. Bununla birlikte, meyve olgunlasmasi,
yaprak absisyonu ve cigcek senesensi sirasinda da etilen iiretimi artar. Ayrica asir1 su,
donma, hastalik ve sicaklik veya kuraklik stresi gibi fizyolojik stresler ve yaralanma da
etilen biyosentezini uyarir (Anonim 2003). Burg and Thimann (1959) etileni gaz
kromatografisi ile incelemisler ve bu inceleme sonucunda etileni fizyolojik 6zellikleri
bakimindan bitki biiyiime diizenleyicisi olarak adlandirmiglardir. Adam and Yang 1979

yilinda etilen biyosentez yolunu kesfetmislerdir.
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Sekil 1.6. Etilenin genel yapist

Etilen gaz halinde bir bilesik oldugu i¢in, aragtirmalarda eksojen etilen uygulamalarinda

kontrollii bir uygulama yapilamadigindan, arastirmalarda etilen yerine suda kolayca
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¢cozlinebilen ve bitkide metabolize oldugunda etilen iireten bir bilesik olan Etafon
(Etaphone) kullanilmaktadir. Bu nedenle etafona etilen donorii de denilmektedir
(Saito et al. 1998). Ethephon, bitki tarafindan absorbe edilen ve bitkinin gelisimini
engelleyen etilenin hiicreler arasinda serbest kalmasini saglamaktadir. Ethephon degisik
bitki gelisim donemlerinde uygulanarak bitkilerin biiylime ve gelismelerini
diizenlemektedir. Bitki tarafindan absorbe edilen ethephon biiylimeyi engelleyerek
olgunlagmay1 hizlandirmaktadir. Ayn1 zamanda ticari olarak meyve ve sebzelerin

olgunlastirilmasinda da kullanilmaktadir (Anonim 2003).
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Sekil 1.7. Etafonun genel yapist

Ostrojenler, memeli hayvanlarin disilerinde mensturasyon déngiisiinde 6nemli rol
oynayan bir grup steroid hormondur. Ostrojenler hem erkek hem kadinlarda bulunmakla
beraber, lireme yasinda kadinlarda seviyeleri cok daha yiiksektir. Memelilerde bulunan
lic ana Ostrojen,dstradiol, dstriol ve ostron'dur. Ostrojenler bilyiime, farklilasma ve
islevsel yondenhedef dokularda anahtar diizenleyici olarak gorev yaparlar. En
etkinovaryum 0Ostrojeni olan dstradioldiir. Sonra sirasiyla Ostriol ve en az etkili
olandstrondur. Bu hormonlar viicutta enzimatik reaksiyonlarla androjenlerden

sentezlenirler.
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Sekil 1.8. Ostradioliin genel yapisi
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Memeli cinsiyet hormonlarinin bitkilerde de bulundugunu ve sentezlendigini ilk olarak
1926 yilinda Dohrn et al. ileri siirmiislerdir. Daha sonra 1930°1u yillarda Butenandt and
Jacobi (1933) and Skarzynski (1933)’de bu hormonlarin bitkilerde varligini bildirmistir.
Bitkilerde memeli steroid hormonlarini belirlemek icin, ¢ok diisiik miktarlarda bulunan
bu bilesikleri belirleyecek ve adlandiracak ¢ok hassas ve gliclii cihazlara ihtiyag
duyulur. Bitkilerde memeli cinsiyet hormonlarin1 belirlemeye yonelik yapilan ilk
caligmalarda, Bennet et al. (1966) hurma agaci tohumlarindan Gstronu izole ettiler.
Rompuy and Zeevaart (1979) kober renk reaksiyonunu adli analitik metodu kullanarak
Ostrojen benzeri maddeleri belirlediler. Leboeuf et al. (1964) Holarrhena floribunda
yapraklarinda, Gawienowski ve Gibbs (1968) ise elma tohumlarinda progesteronun
varligint TLC (ince tabaka kromatografisi) ve GC (gaz kromatografisi) metodlarim
kullanarak tesbit ettiler. TLC ve GC ¢ok giivenilir bir metod olmadigindan daha sonra
radioimmunoassay metodu (RIA) kullanilmaya baslanmistir. RIA kullanilarak 520’den
fazla familya ve 128 tiir iizerinde yapilan ¢aligmalarda, milyarda bir seviyesinde hassas
belirlemeler yapilmistir. Simons and Grinwich (1989), caligsilan bitkilerin yaklagik
%80’ninde androsteron ve progesteron, %70’inde testosteron ve dihidrotestosteron ve
%350’sinde Ostrojenlerin bulundugunu bildirmislerdir. Yapilan c¢alismalarin sonucunda
steroidlerin miktarinin  bitkinin tiirline, organmna ve gelisimine bagli olarak
degisebilecegi belirlenmistir. RIA metodunu kullanarak Gingko biloba, Zea mays ve
Brassica campestris bitkilerinde ve bu bitkilerin polenlerinde ostrojen ve p-ostradiol
varligini belirlemisler ve ayni arastirmacilar daha sonra da cigceklenme siirecinde total
Ostrojen ve B-Ostradiol konsantrasyonlarindaki degisimi gostermislerdir (Zhang et al.
1991). ilk olarak belirlendikleri 1926 yilindan giiniimiize kadar bitkilerde memeli
cinsiyet hormonlarmin olusumu ve fizyolojik fonksiyonlari iizerine ¢ok sayida arastirma
yapilmis olmasina ragmen, onlarin metabolizmalar1 ve etki mekanizmalar1 halen tam
olarak aydinlatilamamustir. Ozellikle generatif organlarda tespit edilmelerinden dolay:
ciceklenme ve iireme iizerine etkili olduklar1 diisiiniilmekte ve bitki biiyiime
regiilatorleri olarak kabul géormemektedirler (Janeczko and Skoczowski 2005; Li et al.
2006; Gruz et al. 2008; Novak et al. 2008, Simerski et al. 2009).



11

Bitkiler hayatlar1 boyunca sira dis1 sicakliklar, fazla 1sik, hava kirliligi, kuraklik,
tuzluluk, patojenler, agir metaller ve cesitli kimyasallar gibi pek ¢ok elverigsiz ¢evre
sartlarina maruz kalirlar (Shim et al. 2003; Gratao et al. 2005). Tim bu olumsuz
faktorler bitki hiicrelerinde oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres altinda bitki
biinyesine zarar veren reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretilir (Minibaeva and Gordon
2003). Oksidatifstres de singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H20,), siiperoksit
anyonu (O2") ve hidroksil radikallerini (OH) igeren reaktif oksijen tiirlerinin zarar veren
i¢csel konsantrasyonlara yiikselmesine neden olur. Siiperoksit gruplarindan hizli bir
sekilde olusan singlet oksijen, hiicre zarlarin glikolipid, fosfolipid, sterol ve gliserid
yapisindaki doymamis yag asitleri ile reaksiyona girerek peroksitler, aldehitler, hidroksi
yag asitleri ve pentan gibi ¢esitli lipid peroksidasyon {iirlinlerini olustururlar. Siiperoksit
anyonu (O2"), oksijene bir elektronun aktarilmasiyla olusur. Bu reaksiyonenzimatik
olarak  c¢esitli  organellerde = meydana  gelebilir. ~ Molekiiler  oksijenin,
oksidatiffosforilasyon esnasinda NADPH-oksidaz veya ksantin-oksidaz  gibi
enzimlerinkatalizorliigiinde siiperoksit radikali meydana gelir (Stahland Sies 2002).
Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler gibi yiizlerce molekiil
aerobik ortamda oksitlenirken siliperoksit olusumuna neden olurlar. Cesitli
dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere yiizlerce enzimin katalitik etkisi sirasinda
iirtin olarak siiperoksit radikali olusabilir. Plazma membranlarinda da siiperoksit iireten
NAD(P)H oksidaz enziminin varligi belirlenmistir(\Vionella and Macri 1991).Siiperoksit
radikali oldukga reaktiftir ve lipidlerin yami sira diger biyokimyasal bilesenlerin de
oksidasyonuna sebep olur. Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran hasari, hiicresel
toksisite ve DNA’daki tek zincir kiriklariyla iliskisi oldugu belirtilmistir (Fridovich
1995). Ayrica siiperoksit radikali, hidrojen peroksitle reaksiyona girerek ¢ok daha
toksik bir molekiil olan hidroksil radikalini iiretebilir. Haber-Weiss reaksiyonu olarak
bilinen bu reaksiyon demir ve bakir gibi metallerin katalizorliigiinde oldukg¢a hizli
gerceklesir. Stiperoksit radikali, yiiksek katalitik etkiye sahip siiperoksit dismutaz
(SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu azalir. SOD tarafindan
katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir (Halliwell
1984).Hidroksil radikali («OH), en aktif ve en toksik oksijen radikali olup tretildigi
her yerde bircok molekill ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastirici

radyasyonun (x-iginlar1) etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirtlmasi sonucunda
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olustugu gibi hidrojen peroksit molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik
indirgenmesi ile de olusabilir (Stahl and Sies 2002). Hidroksil radikalinin sebep oldugu
en Onemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir
reaksiyonudur. -OH’1n baslica hedefi yag asitleri olup zar lipidlerinin peroksidasyonu
zari yapisini bozar ve gegirgenligini artirip hiicre dliimiine sebep olabilir (Nishiyama et
al. 1998).Hidrojen peroksit (H202), oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile
indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon
tepkimeleri sonucu olusur. Siiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli miktarda H202’de
iretilir. Fotosentetik elektron transport zinciri H202’nin {iretiminden sorumludur.
H202’nin {retildigi baska bir kaynak fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun
meydana geldigi, peroksizomlardir. Ayrica biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu
indirgenmesinin gerceklestigi solunum islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle
gerceklestirilen reaksiyonlarla da olusturulur (Slesak et al. 2007). Yapisinda
paylasilmamis elektron icermediginden radikal 6zellik tasimaz. H202’nin oksitleyici bir
tiir olarak bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin varliginda hidroksil
radikalinin onciilii olarak davranmasidir. H202 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda
bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir
formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup,
hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir. Oksitleyici
ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H202’nin ortamdan uzaklastirilmasi
gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz

yerine getirir (Halliwell 1984).

Organizmadaki serbest radikal olusumunun artisina veya antioksidan savunma
sisteminin yetersizligine bagli olarak oksidan-antioksidan dengesinin radikaller lehine
bozulmas1 sonucunda, hiicre igerisinde biyomolekiiller ile serbest radikaller kolaylikla
reaksiyona girerler ve zincirleme reaksiyonlar1 baslatarak yeni serbest radikal
olusumuna neden olurlar (Augustin et al. 1997).0Olusan serbest radikaller, biyolojik
sistemlerde cesitli anormalliklere ve ¢ok Onemli biyokimyasal-fizyolojik hasarlara
neden oldugu belirlenmistir. Bu serbest radikaller; proteinler, lipidler, karbohidratlar ve

niikleik asitlerin dogal yapilarinin bozulmasina sebep olabilmektedirler (Simsek 1999;
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Kuru 2007). ROS seviyesini kontrol etmek igin bitkiler birkag enzimatik ve non-
enzimatik antioksidant sistemleri gelistirirler. Bazi stres sartlar1 altinda antioksidant
kapasitesi oksidatif hasarlarin zararli etkilerini azaltmaya yeterli olmayabilir. Bu stresi
yasayan bitkiler, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) vb.
antioksidant enzimlerin aktivitelerini diizenleyen bir mekanizmaya sahiptir (Gechev et

al. 2002; Gratao et al. 2005).

Serbest radikallerin uyardigi hiicre yikiminda 6nemli bir mekanizma da doymamis yag
asitlerinin  oksidatif yikimi1  olan lipid  peroksidasyonudur (LPO). Lipid
peroksidasyonumembran  Dbiitiinliigiinin  yok olmasina, hiicrenin elektrolitlere
gecirgenliginin artmasina neden olur. Ozellikle Ca ve Na iyonlarmin hiicre igerisine
kontrolsiiz gegcisi, hiicrenin enerji olusturan mekanizmalarini etkileyebilir. Intraselliiler
Ca iyonlarindaki artig; protein ve lipitlerde daha fazla hasara neden olabilecek proteaz
ve fosfolipazi aktive eder. Bu ayn1 zamanda DNA'da yapisal hasara ve hiicre 6liimiine
neden olabilecek enzim inaktivasyonuna neden olabilir (Halliwell 1994). ROT lar direkt
hasara neden olabildikleri gibi birbirlerini etkileyerek, en reaktif radikal olan hidroksil
radikalini (-OH) olusturmakta ve doymamis yag asitlerine etki etmektedirler (Wood and
Smith 1991). Coklu doymamis (poliansatiire) yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipit
peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukga zararlidir. Ciinkii kendi kendini devam ettiren
zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile olusan membran hasar1 geri
dontigtimsiizdir (Akkus 1995). Doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunda,
malondialdehid (MDA) meydana gelir (Yilmaz et al. 2003).MDA yag asidi
oksidasyonunun spesifik ya da Kkantitatif bir indikatori degildir, fakat lipid
peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gosterir. Bu sebeple organizmada
olusan LPO diizeyini 6lgmek icin MDA seviyelerinin ol¢limii, arastirmalarda siklikla
kullanilan bir yontemdir. MDA, tiyobarbitiirik asit ile pembe renkli bir kompleks
olusturmakta ve olusan bu c¢oOzeltinin absorbans degerlerinden LPO'nun derecesi

saptanmaktadir (Y1lmaz et al. 2003; Kuru 2007).

Antioksidan terimi, zararli bir forma doniismeksizin Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ni

temizleyebilen bilesikler i¢in kullanilmaktadir. Bitki dokular1 normal ve stres
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kosullarinda hiicreleri ROS etkisinden korumak igin, bazi enzimler (SOD, CAT ve POX
gibi) ve diisiik molekiiler agirliklt antioksidanlar (glutatyon, askorbat, karotenoidler,
tokoferoller) ihtiva ederler. Antioksidan enzimler koordineli bir sekilde ROS’lari
temizlerler veya onlar1 daha az toksik olan bilesiklere metabolize ederler. Bitkiler
apoplastik bolge dahil biitiin hiicre alt yapilarinda antioksidan sisteme sahiptirler

(Srivalli et al. 2003; Jung 2004; Ramachandra et al. 2004; Pinheiro et al. 2004).

Bitki hiicrelerinde bulunan 6nemli bir antioksidan siiperoksid dimutaz (SOD; E.C
1.15.1.1) enziminin, siiperoksid radikalini, hidrojen peroksit vemolekiiler oksijene
cevirebildigi anlasilmistir (Sairam and Srivastava 2000; Eyidogan etal. 2003;
Minibaeva and Gordon 2003).

20-2+ 2H" —— H202+ O2

SOD’un biri sitoplazmada, digeri mitokondride olmak tizere iki izoenzimi vardir.
Okaryotlardaki mitokondriyal SOD, karakteristik Mn""muhtevas1 ve amino asit dizilisi
bakimindan birgok bakterininkine benzer. Buna karsilik sitoplazmadaki ise tamamen
farkli yapiya sahiptir ve Cu*’ile Zn""iyonu ihtiva eder. Bu enzimler olduk¢a yiiksek
konsantrasyonda ve aktif bulunur. Ciinkii mitokondride kullanilan oksijenin %1 ile 5
arasi siiperokside 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 et al. 2003; Mutlu et al. 2009).

Peroksidaz (POX; E.C 1.11.1.7), H202yi 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 altt dagilimina sahip olan POX, bitkilerde
bliylik oranda bulunur. POX, elverissiz ¢evresel faktorler altinda iiretilen zararli oksijen

radikallerinin seviyesini diizenler ve bitki hiicresinin en énemli koruyucu enzimlerinden
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birisidir (Bakardjieva and Christov 1996). Molekiil agirliklar1 35-100 kDa arasinda
degismektedir. POX’lar asagidaki reaksiyonu katalizlerler.

—

AH2 + H202 A + 2H20

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

Diisiik sicaklik, tuzluluk, parazit enfeksiyonu, patojenler, UV-is1k tesirleri gibi ¢esitli
stres faktorlerinden yliksek seviyede etkilenen POX aktivitesi, bu enzimin stres enzimi
olarak anilmasina sebep olmustur (Kerby and Somerville 1992; Bakardjieva and
Christov 1996; Chanda and Singh 1997; Lee and Lin 1996a,b; Kim et al. 2000; Tasgin
et al. 2006).

Katalaz (CAT; E.C 1.11.1.6) bitki dokularinda ¢ok yiiksek dagilim gostermektedir.
Aerobik organizmalarin hepsinde omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve
mantarlarda  bulunmaktadir (Bergmeyer and Grabl 1983). CAT yiiksek
konsantrasyondaki H202'nin 2 elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini
katalizleyen demir porfirin igeren tetramerik ve yiiksek molekii agirligina sahip bir
enzimdir (McChung 1997; Chaudiere and Ferrari 1999). Ayni zamanda CAT, diisiikk
H202 konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol iceren indirgenmis substratlari
kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere and Ferrari 1999). CAT’1n gorev
aldig1 reaksiyonlar asagidaki gibidir.

2 H202 —> 2H20 + Oz (Katalitik Aktivite)
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ROOH + AH2 — H20+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Pek ¢ok bitki hiicresinde enzimin biiyiikk bir kismi, H202’nin yiiksek oldugu
peroksizomlarda bulunur. CAT ¢ok az miktarda mitokondri matriksinde de bulunur.
CAT’1n bitki dokusunda H202'nin uzaklastirilmasinda énemli rol oynadigi belirtilmistir
(Patkowski and Urbanek 2003). CAT’in temel fonksiyonu, molekiiller O2
mevcudiyetinde metabolizmanin bazi kademelerinde sentezlenen radikal karakterli
H202nin ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek 6zellikle membranlarda
olusabilecek geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektedir. Zira H20z2, singlet oksijen ve
hidroksil radikallerinin potansiyel kaynagidir (Scandalios 1993; Chaudiere and Ferrari
1999).

Apoplast (ekstraselular alan) hiicre ¢eperini de igine alan bitki hiicrelerinin
ekstraprotoplastik matriksi olarak tanimlanir (Dietz 1997). Apoplast, bitkinin igsel bir
cevresidir. Bizim viicudumuz lenf ve doku sivisi gibi i¢sel bir ¢cevreye sahip olmasiyla
benzer sekilde, biitiin bitki hiicreleri de apoplast (ekstarselular ve interselular alanlar)
ad1 verilen siv1 bir ortamla kusatilir. Apoplast, gelisme, beslenme, sinyal iletimi ve
savunma gibi pek c¢ok olaym meydana geldigi dinamik bir bdolgedir. Bizim
viicudumuzdaki ig¢sel ¢evrenin ¢cok dnemli fonksiyonlarina karsilik, apoplastin dinamik
fonksiyonu da bitki hayatinin devaminda pek ¢ok seyden once gereklidir (Kim et al.
2000; Atict and Nalbantoglu 1999, 2003; Tasgin et al. 2006).

Apoplastik matriks birgok enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri igerir (Dietz,
1997; Atici and Nalbantoglu 1999, 2003; Tasgin et al. 2006). Bunlar iyonlar, sekerler,
aminoasitler, fenolik bilesikler ve organik asitler, proteinler (peroksidazlar ve
hidrolazlar gibi) ve hiicre ¢eperi bilesenlerini (sellulaz, pektin ve glikoproteinler gibi)
icine alir. Apoplastik enzim aktiviteleri bliylime sartlarina bagl olarak degisir (Brune et
al.1994; Blinda et al., 1997; Ramanjulu et al. 1999). Apoplastin bitkinin intrasellular
alanindan (simplast) ¢ok daha diisiik miktarda ¢oziinebilir protein ve enzim igerigine
(Dietz 1997) ve olduk¢a diisik pH(5-6)’ya sahip oldugu distiniiliir (Grignon and
Sentenac 1991). Apoplastik alanda meydana gelebilecek bir degisiklik simplasta (hiicre
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ici) zarar verebilir sonug¢ olarak hiicre oliimiine sebep olabilir. Apoplast cevresel
sinyalleri algilayan ilk bitki boliimii olmasindan dolayi, plazma membrani ile birlikte
cesitli cevresel sinyallerin fark edilmesine ve uyum saglanmasina, ayni zamanda
cevabin olusmasina da karistigr ileri siiriilmistiir (Gao et al. 2004). Tuzlu ortamlarda
biiyiime sartlari, agir metaller, soguk stresi, hava kirliligi, patojen saldirilar1 ve diger
stres faktorlerinin apoplastin protein kompozisyonunu degistirdigini gostermistir (Brune
et al. 1994; Ramanjulu et al. 1999; Atict and Nalbantoglu 1999, 2003; Tasgin et al.
2006).

Stres toleransini diizenleyen sinyal molekiillerle yapilan ¢aligmalar, bitkilerin olumsuz
cevrelere nasil uyum sagladiklarini anlamamiza biiyiik katki saglamaktadir. Ancak,
literatiirde stres toleransimi diizenleyen sinyal bilesiklerle (ABA, etilen, nitrik oksit,
salisilik asit vb.) yapilan caligmalar incelendiginde, her bir sinyal bilesigi farkli bir
bitkide ¢alisilmis ve o sinyal bilesiginin ¢aligildig: bitkideki diizenleyici mekanizmalari
agiklanmaya gidilmistir. Ozetle tek bir bitkide bu bilesikler birlikte ¢alisilmadigindan,
bir bitki strese cevap olustururken sinyal iletim yollar1 hakkinda belirgin bir fikir
edinilememektedir. Boyle bir durumda literatiirde 6nemli bir bosluk oldugu goriilmekte
ve soyle bir soru akla gelmektedir. Stres toleransini diizenleyen bu sinyal bilesikleri, bir
bitkide, ayn sinyal iletim yolunu mu kullanmaktadirlar? Yoksa strese cevap esnasinda
her biri farkli bir tarzda etki ederek ayr sinyal iletim yolunu mu kullanmaktadirlar? Bu
yiizden bu caligsmada bitkilerde stres toleransini diizenleyen bilesiklerden bazilar1 (ABA,
etilen, nitrik oksit, putresin, salisilik asit ve 0Ostrojen) tek bir bitkide calisilarak,
kullandiklar1 sinyal iletim yollar1 aciklanmaya g¢alisilmistir. Bu amagla bugday bitkisi
(Triticum aestivum) kontrollii normal sartlarda yetistirilmis ve her seferinde farkli bir
sinyal bilesigi kullanilarak, apoplastik ve simplastik antioksidan enzimlerin aktiviteleri,
lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksit igerigi ile apoplastik ve simplastik
proteinlerin elektroforezi (PAGE) calisilmis ve elde edilen bulgular kontrolleri ile
karsilagtirilmistir. Boylece ¢alismada kullanilan sinyal bilesiklerinin sinyal iletim yollar1
hakkinda edinilen bulgular kullanilarak, ortak sinyal iletim yolu kullananlar ve farkli

sinyal iletim yolu kullananlar belirlenmeye c¢alisilmistir. Calismadan elde edilen



18

bulgularin biiyiik bir ¢ogunlugu literatiir i¢in yeni oldugundan ¢alisma O6zglin ve

literatlirde 6nemli bir boslugu dolduracag: diisiiniilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Uzun yillardan beri insan viicudunda biyokimyasal streslerin belirlenmesinde
hidrojenperoksitin (H202) bir biyolojik isaret olarak kullanilmasi (Halliwell et al.
2000) ve oksidatif stresler sirasinda miktarinin artmasi, bitkilerle ilgilenen bilim
insanlart igin bitkilerde de bu molekiiliin stresin bir isareti oldugu fikrini uyandirmigtir
(Cheeseman 2006). Mevcut bilgiler, bitkilerdeki 6nemli sinyal dizinlerinde H202’nin
var oldugunu gostermektedir. Bu olaylara patojen saldirisinm1 (Wojtaszek 1997; Orozco-
Ca’rdenas etal. 2001; Kachroo et al. 2003), stoma hareketleri (Chen and Gallie 2004),
kazanilmis sistemik direnci (Chen et al. 1993) ve programlanmis hiicre 6liimlerini
(Levine et al. 1994) 6rnek verebiliriz. Bununla birlikte H202’nin hiicrelerde hizli bir
sekilde metabolize edilmesi ve dokulardaki gercek seviyesinin ne oldugu ile ilgili

belirsizlikler, strese verilen cevap mekanizmalarini anlamay1 zorlastirmaktadir.

Bitkisel dokularda H202 konsantrasyonunun diisiik oldugunu gosteren birgok ¢alisma
mevcuttur. Ornegin, bezelyelerle yapilan bir ¢alismada disaridan 6-8 mM H20:2
uygulandiginda, bitkide doku hasarlarina ve hiicre oliimlerine sebep oldugu gibi SO
(Bhattacharya et al. 2004) ile Rubisco’nun (Badger et al. 1980) inhibisyonunu da
sagladig1 goriilmistiir (Levine et al. 1994). Diger taraftan canlilarin gogu gibi bitkilerde
de H202’yi ¢arpic1 seviyede metabolize eden mekanizmalar mevcuttur. Ornegin, 10 mM
H202 ile muamele edilen hiicre bu miktar1 10 dakikadan daha az siirede metabolize
edebilmektedir (Levineet al. 1994). Bitkisel dokularda H202’nin diisiik olmasi ile ilgili
baska calismalar da vardir. Bu ¢alismalardan birinde tiitiin (Patykowski and Urbanek
2003) yapraklarinda normal sartlarda gram dokuda 0.15 pmol, seftali meyve dokusunda
0.35 umol (Brennan and Frenkel 1977) ve mangrov bitkisinde 0.067 pmol (Parida and
Das 2005) oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmalarin aksine, yapragin gram dokusundaki
H202 seviyesinin ¢ok daha yiiksek oldugunu belirten g¢aligmalart da gérmekteyiz.
Ornegin, Chaparzadeh et al. (2004), oda sartlarinda gelisimini siirdiiren kadife ¢iceginde
(Calendula officinalis) gram dokuda 6 pmol gibi yiiksek H202 oldugunu rapor etmistir.
Benzer baska bir ¢aligmada oda sartlarinda yetistirilen Phragmites australis bitkisinin

yabani formlarmin yapraklarinda gram dokuda 5 ile 15 pmol H202 belirlenmistir
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(Velikova and Loreto 2005). Bu calismalarda H202’nin seviyesiyle ilgili farkli
degerlerin verilmesi biyolojik cesitlilikten ziyade, deneylerde kullanilan metodoloji ve
deneysel belirsizliklerden kaynaklanmaktadir (Cheeseman 2006). Ornegin, musirla
yapilan ¢alismalardan birinde gram dokudaki H202 miktar1 20 umol (Tewari et al. 2004)
bulunurken, baska bir arastirict 0.1 pmol (Kim et al. 2003) olarak bulmustur. Her iki
arastirmacimnin  ¢alismalarina  baktigimizda, farkli metotlarla H202 miktarini

belirlediklerini gdrmekteyiz.

Lipid peroksidasyonu, hiicre zar1 lipidlerinin serbest radikallerle (siiperoksit anyonu,
singlet oksijen, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali) etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikar
ve sonugta hiicresel zarlarin bozulmasma yol acar. Bu peroksidasyonun derecesi,
hiicresel diizeyde stresin sebep oldugu hasarin hem 6lgiitii hem de yansimasi oldugu
kabul edilmektedir (De Azevedo Neto et al. 2006). Stres sartlarinda, doymamis yag
asitlerinin peroksidasyon iiriinii olarak ortaya ¢ikan malondialdehit (MDA ) miktarindaki
artis, hiicre zarlarimin yapisal biitiinliigiiniin bozuldugunu gosteren 1yi bir indikatordiir
(Posmyk et al. 2005). Yiiksek sicakliga maruz birakilmig arpa yapraklarinin membran
lipid peroksidasyonu diizeyinde artis belirlenmistir (Kappen 1981). Baz1 agir metallerin
toksik dozlarmin bitkilerde lipid peroksidasyonu uyardigi tespit edilmistir (De Vos et al.
1989; 1991; Cakmak et al. 1991; Cinar 2005). Tuzluluga dayaniklilig: farkl: iki fasulye
cesidiyle yapilan bir ¢alismada, tuz uygulamasiyla hassas varyetede daha fazla olmak
tizere iki gesitte de MDA seviyesinin arttigi belirlenmistir (Yasar et al. 2008). Bazi
asma (Vitis vinifera) cesitlerine uygulanan kuraklik stresinin lipid peroksidasyonda
onemli derecede artisa sebep olmustur (Yagmur 2008). Kuraklik stresiyle ilgili diger bir
calismada iki kahve tiirii (Coffea arabica ve C. liberica) orta derecedeki kuraklik
siddetinde lipid peroksidasyonu goriilmezken, siddetli kuraklik stresinde, ozellikle
kurakliga daha duyarh olan C. arabica tiirinde, MDA birikiminin daha fazla oldugu
gozlenmistir (Cai et al. 2005). Su stresi altinda biyiitiilen bugday fidelerinde lipid
peroksidasyonunda biiyiik bir artisin oldugu kaydedilmistir (Tatar and Gevrek 2008).
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Bitkilerde antioksidan enzim sisteminin Onemli bir elamani olan katalaz (CAT)
enziminin aktivitesine etki eden faktorler (tuz, patojen, soguk, sicaklik, kuraklik ve
sustresi) ile ilgili bircok c¢alisma bulunmaktadir. Ug farkli yulaf ¢esidine bir
fungalpatojeni muamele edildikten 24 saat sonra, birinde CAT aktivitesi yiikselirken, 2.
ornekte aktivitenin azaldigi belirlenmistir (Vanacher et al. 1998a). Tuz stresi
altindabiiytitiilen bugday, pirin¢ ve salatalik ile yapilan calismalarda, her ii¢ bitkide de
CATaktivitesinin diistiigii gdézlenmistir (Keles and Oncel 2002; Shim et al. 2003).
Ancak, tuzstresi altinda yapilan diger bir ¢alismada, Sinameki (Cassia angustifolia) ve
soyafasulyesi bitkilerinde CAT aktivitesi onemli derecede yiiksek oldugu gozlenmistir
(Agarwal and Pandey 2004; Ghorbanli et al. 2004). Tuz stresine toleranslar1 farkli
ikicesit dut bitkisiyle yapilan bir calismada ise, CAT aktivitesinin tuza dayanikli
varyetededaha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sudhakar et al. 2001). Kuraklik, yiiksek
sicaklik vesu stresine maruz birakilmig bugday bitkisinde CAT aktivitesinde ¢ok biiyiik
bir dististespit edilmistir (Keles et al. 2002). Kuraklik stresi uygulanan mercimek
bitkisinde kokdokusunda CAT aktivitesinde artis gézlenmistir (Oktem et al. 2008).

Bitkilerde antioksidan enzim sisteminin diger bir elamani olan peroksidaz (POX)
aktivitesine etki eden faktorlerle (tuz, patojen, soguk, sicaklik, kuraklik, ozon, besin
vesu stresi) ilgili bircok calisma bulunmaktadir. Fasulye bitkisi, asit yagmuru, asit
yagmuru + spermidin veya asit yagmuru + spermin muamelesinde, ilk saatlerde
POXaktivitesi yliksekken, ilerleyen saatlerde aktivitenin diistiigii goriilmiistiir (Velikova
etal. 2000). Ladin agaci yapraklarinin apoplastinda POX aktivitesinin yiiksek
oldugutespit edilmistir (Otter et al. 1997), ancak kuraklik stresi ve ozon
muamelesiuygulandiginda, hiicresel ve apoplastik POX aktivitesinin diistiigii
belirlenmistir (Kronfuss et al. 1996). Yiiksek ve diisiik nitrat uygulamalarinda, geng ve
olgun bugdaybitkilerinin hiicresel ve apoplastik POX aktivitesi Karsilastirildiginda, her
iki durumdada, hiicresel POX aktivitesinin apoplastik POX aktivitesinden yiiksek
oldugubulunmustur (Padu 1999). Yulaf bitkisi, fungal bir patojen ile enfekte
oldugundahiicresel ve apoplastik POX aktivitelerinin diistiigii (Vanacker et al. 1998),
bunakarsilik patojen ile enfeksiyonlu bugday ve arpada apoplastik POX aktivitesinin
arttigigézlenmistir (Bishop 2002). Baska bir ¢alismada, domates bitkileri patojenle
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muameleedildiginde, apoplastik POX aktivitesinin  yiikseldigi  belirlenmistir
(Patykowski et al. 2003). Kislik arpa yapraklarinda ise apoplastik POX aktivitesinin
hiicresel aktiviteyegore oraninin %394 gibi yiiksek bir degerde oldugu ileri siiriilmiistiir
(Baet et al. 2000). Hindiba (Cichorium intybus) bitkisiyle yapilan bir ¢alismada 1s1k-
karanlik periyodundaapoplastik POX aktivitesi, 1sikta uyarilirken, karanlikta diistigi
goriilmiistiir (Boeuf etal. 1999; 2001). Bugday, celtik, sinameki (Cassia angustifolia)
bitkisi ve soyafasulyesinde POX aktivitesi tuz stresi ile 6nemli derecede artmistir (Lin
and Kao 2000; Sakhabutdinova et al. 2004; Agarval and Pandey 2004; Ghorbanli et al.
2004). Tuz stresine toleranslar farkli iki ¢esit dut bitkisiyle yapilan bir ¢alismada ise
apoplastikPOX aktivitesinin tuza dayanikli varyetede daha yiiksek oldugu belirlenmistir
(Sudhakar et al. 2001). Son olarak tuz toleranslart farkli iki bugday ¢esidinde
apoplastikPOX aktivitesi tuz uygulamalari ile dayanikli ¢esitte artarken, hassas gesitte
diistiigiibelirlenmistir (Mutlu et al. 2009).

Bitkilerde antioksidan enzim sistemi igerisinde Onemli bir gorevi olan siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi aktivitesine etki eden faktorlerle (tuz, patojen, soguk, sicaklik,
kuraklik, ozon, besin ve su stresi) ilgili de bircok calisma bulunmaktadir. Oksidatif
stresaltindaki bugday genotiplerinde SOD aktivitesinde bir degisiklik gdzlenmezken
(Sairamand Srivastava 2000), yiiksek sicaklik stresi veya tuz stresi altindaki
bugdaygenotiplerinde onemli olglide artirdigi belirlenmistir (Sairam et al. 2000;
Eyidogan et al.2003; Sakhabutdinova et al. 2004). Tuz stresi altindaki celtik bitkilerinde
de SODaktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir (Lin and Kao 2000). Buna ilave
olarak, sinameki (Cassia angustifolia) ve soya fasulyesi bitkisi ile yapilan ¢alismalarda
SODaktivitesi tuz stresi ile artmistir (Agarwal and Pandey 2004; Ghorbanli et al.
2004).Diger benzer iki ¢alismada, tuz stresine dayanikli ve hassas olan iki gesit pamuk
(Meloni et al. 2003) ve seker pancari (Bor et al. 2003) bitkileriyle yapilan galismalarda,
hiicresel SOD  aktivitesinin  tuza  dayanikli  varyetelerde daha  yiiksek
oldugubelirlenmistir. Su taskini stresine maruz kalan arpa bitkilerinde ise kloroplastik
SODaktivitesinin distiigii gézlenmistir (Yordanova et al. 2004). Literatiirde apoplastik
SOD aktivitesi iizerine soguk ve SA’nin birlikte etkileriniagiklayan bir calismaya

rastlanmamustir. Ancak, tuz stresine toleranslari farkli iki gesitbezelye (Hernandez et al.
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2001) ve iki gesit dutta (Sudhakar et al. 2001) apoplastikSOD aktivitesinin, tuza
dayanikli varyetelerde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Sonolarak, tuz toleranslari
farkl1 iki bugday varyetesiyle yapilan bir calismada SA,dayanikli varyetede SOD

aktivitesini diisiiriirken, hassasta belirgin bir diizensergilememistir (Mutlu et al. 2009).

Salisilik asit (SA) ile ilgili yapilan c¢alismalarda; Salisilik asidin (SA) lipid
peroksidasyonu iizerine etkileri ile ilgili litaretiir bilgisi kisitlidir. Taxus chinensis bitkisi
patojenle muamele edilmis ve MDA seviyesinin arttigi belirlenmis, patojenle birlikte
SA uygulandiginda ise MDA seviyesinin diistiigii tespit edilmistir (Yu et al. 2001). Bir
yillik liziim fideleriyle yapilan bir ¢alismada yapraklara piskiirtilen SA’nin MDA
seviyesini disiirdiigii belirlenmistir (Wang et al. 2003). Su stresi altindaki iki bugday
cesidiyle yapilan bir caligmada yapraklara piiskiirtilen SA’nin LPO aktivitesini
diistirdiigii bulunmustur (Agarwal et al. 2005). Fasulye ile yapilan ¢alismada tek basina
verilen SA lipid peroksidasyonunu etkilemezken, tuz verilmesiyle artan LPO miktarini
SA uygulamasinin énemli derecede diisiirdiigii bulunmustur (Palma et al. 2009).SA’ nin
SOD iizerine etkisini inceleyen c¢aligmalarda, SOD aktivitesinin SA uygulamasindan
onemli 6lgiide etkilendigini ortaya koymustur. Ornegin, tuz stresi altindaki bugdaylarda
hiicresel SOD aktivitesinin eksogen (disaridan) SA uygulamast ile arttigi belirlenmistir
(Sakhabutdinova et al. 2004). Buna Karsilik, su stresi altindaki bugdaylarda SOD
aktivitesi yiikselirken, SA uygulamast ile diistiigii belirlenmistir (Singh and Usha 2003).
Muz fideleriyle yapilan diger bir ¢aligmada ise SOD aktivitesi diisiik sicaklik ve SA
uygulamasiyla artmistir (Kang et al. 2003). Tuz stresi altindaki domateslerde, tuzlu
kosullar i¢sel (endojen) SA miktarint artirmistir. Ancak, belirli bir siire tuza aklime
edilmis domateslerde igsel SA miktart daha diisiik bulunmustur. Ayni bitkilerde, hem
tuz hem SA uygulamasi SOD aktivitesini artirmig fakat, yine tuza adapte edilmis
bitkilerde SOD aktivitesi daha diisitk bulunmustur (Molina et al. 2002). Misir ve havyar
bitkisinde yapilan ¢alismalarda, SA uygulamasi POX’un aktivitesini artirmistir (Dat et
al. 1998; Padu 1999; Horvath et al. 2002; Yee et al. 2002). Ancak, Cuscuta reflexa ve
bezelye bitkisinde ise SA’nin POX aktivitesini inhibe ettigi gdzlenmistir (Aebi 1974,
Srivastava et al. 2001). Muz meyvesi olgunlasma siiresince SA uygulanmisve POX

aktivitesi ilk giinlerde diismesine ragmen ilerleyen giinlerde tekrar ylikselmeye basladigi
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gozlenmistir (Srivastava et al. 2000). Soguk sartlarda (2.5°C) SA uygulanmis salatalik
ve misir bitkisinde yaprak, kok ve kotiledonlarda POX aktivitesinin kontrol degerleri ile
ayni oldugu bulunmustur (Kang et al. 2002). Muz bitkisi sogukta yetistirilip SA
uygulandiginda, soguk ve SA kontrole gére POX aktivitesini artirmistir (Kang et al.
2003). Kislik bugdayla yapilan bir ¢alismada soguk stresi+SA uygulamasinin apoplastik
POX’u artirdigr belirlenmistir (Tasgin et al.2006). Farkli iki bugday ¢esidiyle yapilan
bir ¢alismada ise tuzlu kosullar altinda SA uygulamasi, apoplastik POX aktivitesini
dayanikli gesitte artirirken, hassas ¢esitte degistirmedigi gozlenmistir (Mutlu et al.
2009).

Nitrik oksit (NO) ile ilgili yapilan ¢alismalarda; Eksojen olarak uygulanan NO patojen
(Durner et al. 1998; Delledonne 1998), 1sik (Beligni and Lamattina 2000), yercekimi
(Pedrosa and Durzan 2000) ve oksidatif strese (Beligni and Lamattina 1999a) kars: bitki
cevaplarimi etkilemektedir. Durner et al. (1998) bitki asir1 duyarlilik cevaplarinin (ADC;
Hypersensitive Response=HR) tetiklenmesi siirecinde, NO in anahtar sinyal roliine dair
kanitlar elde etmislerdir. Asir1 duyarlilik cevabina neden olan tiitin mozaik viriisii
(TMV) ile enfekte olmus tiitiin bitkisinde NOS aktivitesi tesvik olmustur ve bu aktivite
NOS inhibitorleri tarafindan inhibe edilmistir. Ayrica, NO savunma ile ilgili PR-1
geninin anlatimin ve salisilik asit (SA) biyosentezini tesvik etmektedir (Draper, 1997).
Patojen enfeksiyonu sirasinda asiri duyarlilik cevabi ile ilgili maddelerden biri olan
fitoaleksinlerin birikimi NO vericisi ile muamele edilmis patates tuberlerinde artis
gostermektedir (Noritake et al. 1996). Bitki hiicrelerinde gesitli tiirdeki yaralanmalar ile
meydana gelen nekrozdan farkli, genetik olarak belirlenmis ve bazi metabolik olaylarin
sonucunda programlanmis hiicre o6liimii (PHO; Programmed Cell Death=PCD)
gerceklesmektedir. Programlanmis hiicre oliimiinde NO in rolii ayrintili olarak
incelenmistir. Ornegin, P. syringae pv maculicola mantar1 ile enfekte olmus
Arabidopsis (tere otu) hiicrelerinde NO programlanmis hiicre Olimiinii tesvik
etmektedir (Clarke et al. 2000).

Cevresel stres kosullari altinda, diisiik konsantrasyonlarda NO uygulanmas: bitkilerde

dayanikliligin artmasina neden olmaktadir. Stres cevaplarinda NO in birbirleriyle iliskili
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iki farkli mekanizma ile etkili oldugu 6nerilmektedir. Bu mekanizmalardan birinde NO,
farkli stres kosullar1 tarafindan olusturulan aktif oksijen tiirlerine karsi dogrudan
antioksidan etki gostermektedir. NO hizli bir sekilde siiperoksit radikalleri ile
reaksiyona girerek peroksinitriti olusturmaktadir. Peroksinitrit ve peroksinitritin
protonlanmis formlari okside edici ajanlar olmakla beraber, bu formlar peroksidlerden
daha az toksiktir, bdylece sinirlt sayida hiicre yaralanmasi gergeklesmektedir (Wink et
al.1993).Bir baska sekilde, peroksinitrit H202 ile reaksiyona girerek {irlin olarak nitrit
iyonlarini ve oksijeni vermektedir (Martinez et al. 2000). Soya embriyonik siispansiyon
kiiltiirlerinde NO’nun siiperoksit oranini kayda deger ol¢lide azalttigi gosterilmistir
(Caro and Puntarulo 1998) halindedir. NO tarafindan lipid peroksidasyonunun
inhibisyonu, NO in potansiyel antioksidan roliinii isaret etmektedir (Beligni and
Lamattina 1999a,b). Ciddi kuraklik stresine karsi toleransi arttiran NO in tek basina
calismadigl, 6rnegin Arabidopsis’ de stoma kapanmasinda H20zile birlikte ¢alistiklar
bulunmustur (Garcia-Mata and Lamattina 2001). Ayrica yapilan ¢alismalarda NO in
sicaklik ve soguk stresindeki cevaplar1 da rapor edilmistir. Yonca bitkisinde kisa siireli
sicaklik stresi NO sentezinin artmasina, domates, bugday ve misirda distan NO
vericilerinin uygulanmasi soguk direncinin olusmasina neden olmaktadir (Lamattina et
al.2003; Leshem 1996). Bitkilerde abiyotik stres etmeni olan kadmiyumun (Cd)
olusturdugu oksidatif strese karsi aygigegi bitkisinde NO in koruyucu rol oynadigi
Laspina et al. (2005) tarafindan rapor edilmistir.Soguk ve sicak stresini ardisik, NO
uygulanmasi ile yiiksek diizeyde aktif oksijen tiirlerinin birikiminin baskilanmasi, NO in
antioksidan Ozelligini gostermektedir (Neill et al.2002). Diger Son yillarda NO’in
bugday fidelerinde kurakliktan kaynaklanan oksidatif strese karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (Garcia Mata and Lamattina 2001).

Putresin (Put)ile ilgili yapilan ¢alismalarda; (Costa and Bagni 1983), 10*M ve 10°M
konsantrasyonlarda putresin, spermin ve spermidinin meyve agaclarinin {izerine
puskiirtiildiikten 9 gilin sonra meyve verimi ve iiriinlin attigini gozlemlemislerdir. Bu
calismada poliaminlerin hiicre boliinmesini  etkileyerek {iriin artisgin1  sagladigt
belirtilmistir. Bagni (1986), poliaminleri membranlarin fosfolipitlerine ayrica niikleik

asitlere sikica baglanan ve sicaklik denaturasyonuna karsi DNA’y1 stabilize eden
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organik maddeler olarak ifade etmistir. Yine ayni arastirmaci Helianthus tuberosus L.
(yer elmasi) dormant tuberlerinin labaratuar kiiltiiriine 10-100uM diizeylerinde eksojen
poliamin uygulandiginda bagka bir biiyiime hormonuna ihtiya¢ duyulmaksizin kiiltiirde
hiicre boliinmesi ve biiylimenin saglandigimi bildirmistir. Sinska ve Lewandawska
(1991), embriyonal dormansi gosteren Malus domestica (elma) tohumlariyla yaptiklar
calismada putresin ve spermidinin 0.1 ve 1 mMgibi diisiikk konsantrasyonlarinin
¢imlenmeyi stimiile ettigini ancak 5 mM gibi yiiksekdiizeylerinin ¢imlenmede etkisiz
kaldigin1 ve hatta inhibe edici oldugunu belirtmislerdir. Ayni ¢alismada spermidinin ise
biitiin konsantrasyonlarda ¢imlenmeyi engelledigi ve engiiglii inhibisyon etkisinin ise en
yiiksek konsantrasyonda oldugu kaydedilmistir. Sharma et al. (1996), ¢alismalarinda
patlican bitkisinin (Solanum melongela) kok gelisimi ve farklilasmasina poliaminlerin
etkisiyle ilgili yaptiklar1 caligmalarinda, bitkiye poliaminlerden basgka dissal fitohormon
vermeksizin poliaminlerin etkisini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda 0.5 ve 1 mM
putresin konsantrasyonlarimin bitkinin kok gelisimini olumsuz yonde etkiledigini, 0.5 ve
1 mM Spermidin uygulamalarinin ise kok gelisimini, kok boyunu ve lateral koklerin

sayisini dnemli derecede artirdiklarini bildirmislerdir.

Absisik asit (ABA) ile ilgili yapilan ¢alismalarda; Bakir ve nikel kirliliginin absisik asit
seviyesini artirdigl rapor edilmistir (Monniet al. 2001). Kobalt, nikel ve ¢inko stresi
altindaki fasulye bitkilerinde absisik asit birikimi goriilmiistiir (Rauserand Dumbroff
1981).Bitkilerde strese yol acan faktorlerin (diisiik sicaklik, yliksek sicaklik, kuraklik,
tuzluluk) absisik asit iiretimini artirdigt konusunda ¢ok sayida calisma yapilmistir.
ABA, cesitli streslere karsi bitkinin adaptasyonu arttirdigindan dolay1 bir stres hormonu
olarak isimlendirilmistir. Donma toleransinin hem bitkilerin kendilerinde (Chen et al.
1983; Lalk et al. 1985) hem de hiicre kiiltiirlerinde (Chen, et al. 1993) ABA tarafindan
arttirlldigr rapor edilmistir. Ayrica donma sertlesmesi esnasinda, bitkilerin ABA
iceriginde gecici bir artig goriildiigii ve ABA'nin donma stresine karsi adaptasyonunun
bir endojen diizenleyicisi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Chen et al. 1983). Strese girmis
yapraklarda absisik asit, prolin ve diger stres metabolitlerinin biriktigi not edilmistir
(Stewardet al. 1987). Stresin meydana getirdigi absisik asit birikiminin temelde su

eksikliginden kaynaklandig1 ve turgor eksikliginin ABA biyosentezini baslatan hiicre su
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dongiistiniin kritik parametreleri oldugu bilinmektedir. Su potansiyelindeki azalmanin
stomalarin kapanmasina sebep oldugu ve bu duruma maruz kalmig bir yaprakta ABA
igeriginin 10 kat artabilecegi (Jackson, M.B. and Hall, K.C, 1987) rapor edilmistir.
Plazmolizis (turgorun zaran)'in ABA firetimini kendiliginden tesvik ettigi konusunda
cok sayida rapor mevcuttur (Creelman, R.A. and Zeevaart, J.A.D, 1985).Kok ve
govdelerin biiyiimesinde ABA'nin karsilikli etkisi ile stres sartlari altinda bitkilerin
hayatta kalma sanslarini arttirdigi kaydedilmistir (Zeevaart, J.A.D. and Creelman, R.A.
1988).

Etafon (Etp) ile ilgili yapilan calismalarda; Ducker et al.(1991) kislik kolzada
ilkbaharda ethephon uygulamanin bitki boyunu %3.2-8.4 oraninda azalttigini, hasatta
tane kaybini azalttigini ve tane verimini 6nemsiz olmasina ragmen %1.0-3.4 artirdigini ;
(Destro et al. 1993) ethephon ve gibberelik asidin aygigeginde erkek kisirligi iizerine
etkilerini  arastirdiklart c¢alismalarinda ethephonun gamet Oldiiriicti  6zelligi
bulunmadigini; (Scott 1990) pamukta %60 c¢iceklenme doneminde uygulanan
ethephonun ilk hasattaki kiitlii verimini artirdigini; (Zade et al.1994) 50 ppm ethephon
dozunun ayg¢i¢eginde dormansiyi kirmada etkili oldugunu ve tohumun ¢imlenme, ¢ikis
ve glictinii artirdigini; (Musnicki et al. 1996) 2It/ha ethephon dozunun aygigeginin bitki
boyunu azalttigini, tohum verimi, tabla ¢apini, bitkide tohum verimini, 1000 tohum
agirhgini degistirmedigini ve ham yag oranini azalttigini, (Tobola and Musnicki
1998)aycigeginde ethephonun etkinliginin uygulama zamani, dozu ve uygulamadan
sonraki hava sartlarina bagl oldugunu; ayrica yiiksek hava sicakliginin ethephonun
bitki boyunun kisaltmasindaki etkisini artirdigini; (Gregory et al. 1995) ethephon
uygulamalarinin iki sirali arpada bitki boyunu kisalttigini, basaklanmay1 geciktirdigini,
cesitlere gore verimi kurak sartlarda %15 oraninda artirdigini ve 240 g/ha'dan fazla
uygulanacak ethephonun ozellikle verimi azalttigin1 bildirmislerdir. (Takahashi and
Jaffe 1984), hiyarlarda hormon kontrollii cinsiyet olusumunun roliinii saptamaya
yonelik olarak yaptiklari calismada, AgNOs (etilen sinyal inhibitorii)’ tin, IAA, ACC
(etilen sentezi sirasinda anahtar olan enzim) veya etafonun neden oldugu disi ¢icek
olusumunu kismen veya tamamen engelledigini tespit etmislerdir. Ceratoides lanata

(Beyaz adagay1) bitkisinin tohumlar1 dormansi gostermeyip, tuzlu olmayan kontrollii
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sartlarda %90 ¢imlenme gosterdikleri belirlenmistir. Ortamda tuzlulugun artisiyla (900
mmol/l NaCL) g¢imlenme oraninin yaklasik olarak %10 azaldig1 belirlenmistir.
Calismada uygulanan GA’nin tuzlulugun etkisini diizeltmedigi ancak kinetin ve
fusicoccin maddelerinin tuzlulugun etkisini 6nemli 6l¢iide hafiflettigi, etafon maddesini
ise tuzlulugun olumsuz etkisini tamamen ortadan kaldirdig1 saptanmistir (Khan et al.

2004).

Ostrojen (Ost) ile ilgili yapilan caligmalarda; Dogra and Thukral (1991a), bugday
tohumlarim 24 saat siiresince 10™ile 10®M arasinda hazirlanmis farkl sollisyonlar
igerisinde (Ostron, 17 B-ostradiol, androstenedion, testosteron, 17 hidroksi progesteron,
pregnenolon asetat, hidrokortizon, hidrokortizon asetat, indolasetik asit, gibberellik asit
ve kinetin) ¢imlendirmis ve daha sonra 10 giin siirekli 1518a maruz birakarak, bu 10
giinliik periyodun sonrasinda tohum ¢imlenmesinin, steroidler tarafindan 10°ve 10°M
konsantrasyonlarda onemli derecede artirildigini, kok ve govde uzunluklarinin tim
soliisyonlarmn 10°M konsantrasyonlari tarafindan maksimum seviyeye ulastigimi ve
cimlenme yiizdesinin indol asetik asit uygulanan tohumlarda en diisiik seviyede
oldugunu belirlemislerdir. Bu arastirmacilar elde ettikleri bulgulardan hareketle,
steroidlerin bitki hormonlarindan daha etkili olduklarint bildirmislerdir. Ayni
arastirmacilar baska bir calismada bugday fidelerinde bazi enzim aktiviteleri, protein ve
niikleik asit igerikleri iizerine steroidlerin ve bitki hormonlariin etkilerini aragtirmiglar
ve 10°-10°M konsantrasyonlarda tiim hormonlarin protein igerigini, niikleik asit
icerigini ve katalaz, peroksidaz, alkalin ve asit fosfataz aktivitelerini 6nemli oranda

artirdiklarini bildirmiglerdir (Dogra and Thukral 1991).

Dogra and Thukral bazi steroid hormonlarin (Gstron, testosteron, pregnenolon ve
hidrocortizon) misir (1994) ve bugday (1996) bitkilerinin protein igerikleri, niikleik asit
icerikleri ve baz1 enzim aktiviteleri (peroksidaz, katalaz, asit ve alkalin fosfataz) lizerine
etkilerini arastirmiglar ve ¢alisilan parametrelerin bu hormonlarin tiim konsantrasyonlar
tarafindan artirilmakla birlikte, diisiik konsantrasyonlarin (10°ve 10® M) daha etkili
olduklarini rapor etmislerdir. Dogra and Kaur (1994) ¢imlenen bugday tohumlarinin

baz1 biiylime ve biyokimyasal parametreleri {izerine Ostron, progesteron ve 17-alfa-
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hidroksi progesteronun etkilerini aragtirmiglar ve bu hormonlarin kok ve govde
uzunlugu, kok ve govde kuru agirliklari, kok sayisi ve cimlenme yiizdesi gibi
morfolojik parametreleri uyardiklarini, ayrica protein igerigi, a-amilaz, peroksidaz ve
katalaz aktivitelerini de artirdiklarin1 rapor etmislerdir. Ayrica bu arastirmacilar,
uygulanan memeli cinsiyet hormonlarinin diisiik konsantrasyonlarda (10°%ve 10°Mm)
yiiksek konsantrasyonlara oranla daha iyi sonug verdiklerini rapor etmislerdir. Janeczko
(2000) ostrojen ve progesteronun 1uM konsantrasyonda kislik bugday fidelerinin kok
ve yaprak biliylimesini uyardigini, fakat ayn1i hormonlarin 10uM konsantrasyonda
biiyiimeyi inhibe ettigini bildirmistir. ROT’larin toksisitesinin giderilmesi i¢in bitkiler
hem enzimatik hem de enzimatik olmayan bilesenlerden olusan antioksidan savunma
sistemine sahiptirler. Optimal kosullarda bu savunma sistemi yeterli korumayi
saglamasina karsin, stres sartlarinda organizmadaki serbest radikal olusumunun artigina
veya antioksidan savunma sisteminin yetersizligine bagli olarak, oksidan-antioksidan
dengesinin radikaller lehine bozulmasi sonucunda, hiicre igerisinde biyomolekiiller ile
serbest radikaller kolaylikla reaksiyona girmekte ve zincirleme reaksiyonlar: baglatarak

yeni serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadirlar (Augustin et al. 1997).

Olusan serbest radikallerin biyolojik sistemlerde ¢esitli anormalliklere sebep oldugu ve
cok onemli biyokimyasal ve fizyolojik hasarlara neden oldugu bilinmektedir. Bu serbest
radikaller proteinler, lipidler, karbohidratlar ve niikleik asitlerin dogal yapilarinin
bozulmasina sebep olabilmektedirler (Kuru 2007). Bu durum oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir. Oksidatif strese karsi bitkileri daha toleranshi hale getirmek veya
oksidatif stresin meydana getirdigi olumsuz etkileri minimuma indirebilmek i¢in yogun
calismalar yapilmaktadir. Bu c¢alismalarin bir kisminda antioksidan enzimler veya
antioksidan maddeleri fazla miktarda olusturan transgenik bitkiler iretilirken, diger
calismalarda ise bitkilere biiylimeyi diizenleyici maddeler gibi birtakim kimyasallar
uygulanarak strese karsi daha direngli hale gelmeleri amaglanmaktadir (Bowler et al.
1992; Creissen et al. 1994).
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Cahismada kullanilan alet ve cihazlar

Buzdolabi1 : Arcelik, TURKIYE, 8190NF
Spektrofotometre : Shimadzu UVmini- 1240, JAPAN
Derin Dondurucu (-30 °C)  :Arcelik, TURKIYE

Derin Dondurucu (-80 °C)  : Harris, INGILTERE

Iklim dolab1
Sogutmal1 santrifiij
Masa santrifiijii
Elektroforez
Otomatik pipetler
Otoklav

: Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, KORE
: Hettich Micro 22 R

: Hettich EBA 21

: Thermo Scientific, OWL Easycast B1
: Socorex ve Nichipet EX

: Hirayama, HVE 5, JAPAN

Saf Su Cihazi : GFL mbh D-30938, GERMANY
Manyetik karistirict : Chiltem HS31

Sicak Su Banyosu : Dedeoglu, TURKEY

Vakum pompasi : Edwards, INGILTERE

Hassas terazi
Calkalayici
pH Metre

Karistirici

: Shimadzu AY 220, JAPAN
: Gallenkamp
: WTW unilab

: Fisons Whirlimixer
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3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamis Sekiller

Arastirma siiresince kullanilmis ¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanis sekilleri
asagida sunulmustur.Calismalarimizda kullandigimiz kimyasal maddeler Fuluka ve

Sigma sirketlerinden temin edilmistir.

1. 0,1 mM salisilik asit ¢ozeltisi: 0.01381 g salisilik asit 900 ml saf suda ¢6ziilmiis, 1 N
NaOH ile pH: 5.5’e kadar titre edilmis ve son hacim saf su ile 1L.’ye tamamlanmuistir.

2. ImM salisilik asit ¢ozeltisi: 0.1381g salisilik asit 900 ml saf suda ¢o6ziilmiis, 1 N
NaOH ile pH: 5.5’e kadar titre edilmis ve son hacim saf su ile 1L’ye tamamlanmistir.

3. 0.1 mM nitrik oksit ¢ozeltisi: 1 mM NO ¢ozeltisinden 100 ml alinip hacim saf su ile
1 L’ye tamamlanmaistir.

4. 1 mM nitrik oksit ¢ozeltisi: 0,29795 gr nitrik oksit tartilip bir miktar alkolde
¢oziildiikten sonra hacmi 1L’ye tamamlanmustir.

5. 0.1 mM putresin ¢ozeltisi: ImM putresin ¢ozeltisinden 100 ml alinip toplam hacim
1L’ye tamamlanmustir.

6. 1 mM putresin ¢ozeltisi: 0,08815 g putresin tartildiktan sonra hacmi 1L olacak
sekilde saf suda ¢ozlilmiistiir.

7. 50 uM absisik asit ¢ozeltisi: 0,013215 g Absisik asit bir miktar asetonda ¢6ziildiikten
sonra hacmi saf su ile 1L’ye tamamlanmustir.

8. 100 uM absisik asit ¢ozeltisi: 0,02643 g Absisik asit bir miktar asetonda ¢oziildiikten
sonra hacmi saf su ile 1L’ye tamamlanmigti.

9. 10™ Méostrojen ¢ozeltisi: 0,0287 g B-Ostradiol tartilip kiigiik bir miktar metanolde
coziildiikten sonra {izeri saf su ile 1 L’ ye tamamlanmustir.

10. 10° M ostrojen ¢ozeltisi: 10 M” lik B-6stradiol ¢ozeltisinden 10 ml alip iizeri saf
suile 1 L’ ye tamamlanmustir.

11. 10* M Ostrojen ¢ozeltisi: 10° M’ ik B-0stradiol ¢cozeltisinden 10 ml alinip iizeri saf
suile 1 L’ ye tamamlanmistir.

12. 50 ppm etafon ¢ozeltisi: 0.05 gr etafon suda ¢oziindiikten sonra hacmi saf suile 1 L

ye tamamlanmigtir.
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13. 100 ppm etafon ¢ozeltisi: 0.1 g etafon da ¢oziindiikten sonra hacmi saf suile 1 L ye
tamamlanmaistir.

14. 20 mM Askorbik asit+20 mM CaCl, ¢ozeltisi (Total apoplastik proteinlerin
ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢ozelti): 7.4 g askorbik asit ve 5.28 g CaCl, bir miktar saf
suda ¢oziilmiis ve hacim saf su ile 2 L’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

15. 0.1 M KHPO4(pH: 7.0), %1 PVP, 1mM EDTA (Simplastik antioksidan
enzimlerin homojenizasyon tamponu): 2.72 g KH,PO,4 180 ml saf suda ¢6ziilmiis,1 N
NaOH ile pH 7.0’ye kadar titre edildikten sonra saf su ile 200 ml’ye tamamlanmis ve
0.5 g PVP ve 0.04 g EDTA ilave edilerek hazirlanmistir.

16. 103.5 mM KH,PO,, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan tampon): 1.4
g KH,PO,, 80 mL saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7.5’e kadar titre edilmis ve son
hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlanmustir.

17. 40 mM H:20:2 ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):
408 uL %30’luk H2O2 hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

18. 5 mM H202 ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi l¢limiinde standart grafik hazirlamak icin
kullanilan): 41 pL %30’luk H202 hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak
hazirlanmastir.

19. 0.1 M Na2HPOQO,, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3.55 g Na2HPOs alinarak 200 mL saf suda ¢oziilmiis ve pH: 5.5%
ayarlandiktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamlanmustir.

20. Peroksidaz aktivitesi dl¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi: 54 pL. quaikol ve 15
uL H202'dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH:
5.5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

21. 50 mM K2HPOs4 (pH: 7.8) (Siiperoksit dismutaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan
tampon): 2.9 g K2HPO4 200 mL saf suda ¢6ziilmiis ve son hacmi 250 mL’ye
tamamlanmaistir.

22. %5 lik TCA(trikloroasetik asit)(Lipid peroksidasyon aktivitesi homojenat
¢ozeltisi): 100 mL saf su igerisine 5 g TCA ilave edilir. TCA tam olarak ¢dziinene
kadarkaristirilirak hazirlanir.

23. %0.5 lik TBA(tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi reaksiyon
¢ozeltisi): 100 mLsaf su i¢cine 20 gram TCA ¢0ziliir ve icerisine % 0.5 g TBA ilave

edilir ve iyicekarigtirilarak hazirlanir.
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24. %5’lik Ti(SO4)2 (titanyum disiilfat ¢ozeltisi) (H202 miktarinin belirlenmesinde
kullanilir): 1 gram Ti(SO4)220 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlamistir.

25. %19’luk NH40H (H202 miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 4.16 mL NHs 20 mL
saf suda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir.

26. 2 M’lik H2SO04 (H202 miktarinin belirlenmesinde kullanilir): 40 mL %98°1lik H2SO4
almmig 160 mL saf su igerisine ilave edildikten sonra 200 mL’ye tamamlanarak
hazirlanmstir.

27. 13 mM metionin ¢ozeltisi (Siiperoksit dismutaz aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilir):
0.485 g metionin, 250 mL, 50 mM K2HPOs (pH:7.8) tamponu igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmistir.

28. 75 uM NBT (Nitroblue Tetrazolium Kloriir) (Siiperoksit dismutaz aktivitesi
Olgtimiinde kullanilir): 0.015 g NBT, 250 mL, 50 mM K2HPOs (pH: 7.8) tamponu
igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

29. 0.1 mM EDTA (Etilen Daimin Tetra Asetik asit) (Siiperoksit dismutaz aktivitesi
Olgtimiinde kullanilir): 0.075 g EDTA, 250 mL, 50 mM K2HPOs4 (pH: 7.8) tamponu
igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

30. 2 mM riboflavin(Siiperoksit dismutaz aktivitesi ol¢iimiinde kullanilir): 0.038 g
riboflavin, 1 L saf suda ¢6ziilmiis, bu ¢ozeltiden 2 mM olusturmak i¢in, bundan 60 mL
alinmis ve 3 mL’lik reaksiyon karisimina pipetlenmistir.

31. 65 mM Ky;HPO., pH: 7.8 (Siiperoksit anyonu miktarinin belirlenmesinde
kullanilan tampon): 1,132 g KoHPO4 70 mL saf su da ¢oziilmiis pH: 7.8’e ayarlandiktan
sonra saf su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.

32. 10 mM Hydroxilamine (Siiperoksit anyonu miktarinin 6l¢iilmesinde kullanilir):
0,0069 g hydroxilamine alinmis 10 ml saf suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

33. 17 mM amonyum benzono siilfonik asit (ABSA) (Siiperoksit anyonu miktarinin
Olclilmesinde kullanilir): 0,1472 g alinmis ve 50 ml saf suda c¢oziindiiriilerek
hazirlanmuistir.

34. 17 mM 1-Naftilamine (Stiperoksit anyonu miktarinin Olgiilmesinde kullanilir):
0,243 g 1- Naftilamine alinmig 10 ml asetonda ¢6ziilmiis ve son hacmi saf su ile 100 ml

ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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35. 1 M Tris-HCI (pH:6.8) (Elektrforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan tampon): 12.1
g Tris bir miktar saf suda ¢o6ziildiikten sonra pH’s1 6.8’e ayarlanmig ve toplam hacim saf
su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

36. 1 M Tris-HCI (pH: 8.8) (Elektrforezde jel hazirlamak i¢in kullanilan tampon): 12.1
g Tris bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra pH’s1 8.8’¢e ayarlanmis ve toplam hacim saf
su ile 100 mI’ye tamamlanmistir.

37. %10’luk SDS (Elektrforezde jel hazirlamak icin kullanilan ¢ozelti): 1 g SDS
tizerine 9 ml saf su ilave edilerek cok hafif 1sitmak suretiyle, seffaflasincaya kadar
karigtirilmistir.

38. %30’luk akrilamid c¢ozeltisi (Elektroforez ayirma jelinin hazirlanmasinda
kullanilan): 30g akrilamid ve 0.8 g bis-akrilamid saf su ile iyice ¢oziildiikten toplam
hacim 100 mL’ye tamamlanmis, kullanim diginda renkli sisede 4°C’de saklanmustr.

39. %10’luk akrilamid c¢ozeltisi (Elektroforez yigma jelinin hazirlanmasinda
kullanilan): 10 g akrilamid ve 2.5 g bis-akrilamid saf su ile iyice ¢oziildiikten sonra
tizerine 87.5 ml saf su ilave edilmis, kullanim disinda renkli sisede 40C’de saklanmuistir.

40. SDS-PAGE’de kullanilan yiiriitme tamponu: 1.5 g Tris ile 7.2 g glisin yaklasik 50
mL saf suda iyice ¢oziilmiis ve iizerine 5 mL % 10’luk SDS ilave edilerek hacmi saf su
ile 500 mI’ye tamamlanmuistir.

41. %0.1°1lik brom timol mavisi: 0.1 g indikatdr boya, 16 ml 0.1 N NaOH igerisinde
¢oziildiikten sonra su ile hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.

42. SDS-PAGE’de kullanilan numune tamponu: 0.65 mL 1 M Tris-HCI pH: 6.8, 3 mL
%10’luk SDS, ImL %100’lik gliserin ve 1 mL %0.1°lik brom timol mavisinden
karistirilarak toplam hacimleri 10 mL’ye tamamlanarak hazirlanmis ve bu tampona
kullanmadan hemen 6nce 50 puL B-merkaptoetanol ilave edilmistir.

43. Fixing ¢ozeltisi (Jeldeki proteinleri, boyama oncesi sabitlestirmek igin kullanilan):
40ml saf su tlizerine 10 g TCA ilave edilerek iyice ¢oziildiikten sonra, 50 ml izopropil
alkoliin yavas yavas ilavesiyle 100 ml’ye tamamlanmaistir.

44. Boyama c¢ozeltisi (Elektroforez sonrasi jeldeki proteinlerin boyanmasinda
kullanilan): 10 g TCA 58 mL saf suda iyice ¢oziildiikten sonra iizerine 15 g amonyum
siilfat ilave edilerek bununda ¢6zlinmesi saglanmis ve daha sonra bu karisimin iizerine
15 ml izopropil alkol konulduktan sonra seffaflagincaya kadar magnetik karistiricida

karistirilmistir. Daha sonra ayri bir beherde 6 ml fosforik asit tizerine 0.6 g Coomassie
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G-250 azar azar eklenerek iyice ¢ozlilmiis lizerine daha Once hazirlanan ¢ozelti yavas
yavas ilave edilerek karistirilmis ve toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlanmustir.

45. Yikama c¢ozeltisi (Boyama sonrasi jeldeki fazla boyayr uzaklagtirmak igin
kullanilan): 100 ml asetik asit lizerine 500 mL metanol 400 saf su ilave edilerek toplam

hacim 1L’ye tamamlanmaistir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Arastirmamizda her tiirlii iklim ve toprak kosullarinda yetisebilecek cok sayida
cesitlere sahip, gerek diinyada gerekse iilkemizde en fazla yetistirilen tarim {iriinii olan
ve bolgemizde ekimi yapilan, monokotil bir bitki olan bugdaym (Triticum aestivum)
soguga direncli bir varyetesi (Dogu-88) kullanilmigtir. Bugday tohumlari Dogu Anadolu
Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir. Tohum sterilizasyonu i¢in, kuru
tohumlar ¢esme suyu ile birka¢ kez yikandiktan sonra %10’luk ticari ¢gamasir suyunda
10 dk bekletilmis ve son olarak saf su ile iyice yitkanmistir. Bitkimiz (1/1) oraninda kum
+ torf kiiltlirlinde yetistirilmistir. Yetistirme asamalar1 icin, farkli gruplarda ve ayni
sartlar saglanarak, her bir saksiya esit miktarda 1/1 oraninda kum + torf konularak, her
bir saks1 icin 20 gr bugday tohumu ekilmistir. Temin edilen kum 6nce musluk suyuyla
birka¢ kez daha sonra saf suyla 5 kez yikanmistir. Torf (nemli ve ¢ok yagis alan yaz
sicaklarinin diistik oldugu yorelerde bataklik ve benzeri su altindaki arazilerde yetisen
bitkilerin kismen ¢iiriimesi ve kalin yataklar meydana getirmesi sonucu olusur. Asit
reaksiyonludur. Ph's1 3.5-4.5 tur. Azot disinda besin maddelerince fakirdir. Su tutma
kapasitesi ¢ok yiiksektir). Bitkiler bir iklim dolabinda 22/20 °C ve 16/8 saat 1s1k-
karanlik periyodunda (20.000 liiks, %70 nem) hazir temin edilmistir. Her saksi on
besinci giine kadar giinliik esit miktarda ¢esme suyu ile sulanmistir. On ikinci giin
konsantrasyonlari belirlenmis ve hazirlanmis her bir sinyal bilesigi bir atomizer
yardimiyla yapraklara piiskiirtiilmiistiir (onikinci gilin bitkilerin ihtiyacina gore su
verimine ara verilmistir). Isleme biitiin yapraklarin yikandigindan emin oluncaya kadar

devam edilmistir. On besinci giin yapraklar deney materyali olarak kullanilmistir;
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a) yapraklardan elde edilen apoplastik proteinlerden antioksidan enzim aktiviteleri,
b) yapraklardan elde edilen hiicresel proteinlerden antioksidan enzim aktiviteleri,
¢) yapraklarda lipid peroksidasyon seviyesinin belirlenmesi (LPO),

d) yapraklarda hidrojen peroksit (H202) miktari,
e) yapraklarda siiperoksit anyonu(O;") miktari,

f) Apolastik proteinlerin sodyum dodesilsiilfat jel elektroforezi (SDS- PAGE) ile

yapraklardan elde edilen apoplastik proteinlerin gesitliligi belirlenmistir.

g) Hiicresel proteinlerin sodyum dodesilsiilfat jel elektroforezi (SDS- PAGE) ile

yapraklardan elde edilen hiicresel proteinlerin gesitliligi belirlenmistir.

Yukaridaki deneylerde ilk once en etkili sinyal bilesigi konsantrasyonlar belirlenmis ve

diger uygulamalarda belirlenen bu kosantrasyonlarda ¢aligsmalar yiiriitilmistiir.

3. 3. 2. Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu ve izolasyonu

Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu i¢in bugday yapraklarindan bir bisturiyle yaklasik
1 cm uzunlukta dikkatlice kesilerek olusturulan yaprak kesitleri (7g), kesilen
bolgelerinden gelebilecek hiicresel protein kontaminasyonunu onlenlemek i¢in en az 6
kez bol su ile iyice yikanmistir (Hon et al. 1994; Atici and Nalbatoglu 1999a,b).
Hazirlanan 7 g yaprak kesiti, igerisinde 20 mM askorbik asit ve 20 mM CaClz ¢ozeltisi
bulunan vakumlanabilir bir desikatdre yerlestirilmis ve desikator bir vakum pompast ile
20 dakika vakumlanmistir. Vakumlanan yapraklar 20 mL‘lik enjektorlere dikkatlice
yerlestirildikten sonra, enjektorler birer santrifiij tiiptine konulmus ve 2000 xg‘de 15
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminin bitiminde, tiiplerin dip kisminda biriken
apoplastik ekstrakt, apoplastik proteinlerin elde edilmesi i¢in kullanilmistir (Atic1 and
Nalbatoglu 1999a,b; Mutlu 2005). Enjektdrde kalan ve apoplastik sivis1 uzaklastirilan
yapraklar ise, simplastik antioksidan enzim aktivitelerini belirlemek icin -28°C’de

saklanmustir.

Apoplastik proteinlerin izolasyonu ig¢in, apoplastik ekstraktlara hacimlerinin 1.5 kati

soguk (-28°C aseton ilave edilmis ve karisim -28°C’de 1 gece bekletilmistir. Ikinci giin,
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ornekler 3500 xg’de 20 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirildiktan sonra
apoplastik protein peleti elde edilmistir. Pelet, dnce %96’lik sonra %70’lik etanol ile
birer kez dikkatlice yikanarak oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Tamamen
kurumus pelet, apoplastik enzim aktivitelerinin belirlenecegi zamana kadar, -28°C’de
saklanmistir (Griffith et al. 1992; Hon et al. 1994; Atict and Nalbatoglu 1999a, b;
Tasgm et al. 2003).

Enzim aktivitesi ol¢limii yapilacagi zaman, apoplastik protein peletleri, 1 mL 0.2 M
(pH: 7.5) sodyum fosfat tamponu icinde iyice ¢oziilmiis ve apoplastik antioksidan

enzim aktiviteleri 6l¢iimii i¢in hazir hale getirilmistir.

3.3.3. Hiicresel proteinlerin ekstraksiyonu

Hiicresel proteinlerin ekstraksiyonu i¢in, yapraklardan 1 g alinip soguk bir havan i¢ine
konulmus ve iizerine s1v1 azot ilave edilerek toz haline gelinceye kadar 6giitiilmiistiir.
Sonra tizerine 5 mL soguk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden
0.1 M KH,PO4pH: 7.0) ilave edilmis ve karisim bir sanstrifiij tiipiine aktarilarak 15000
xg ve +4°C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonucunda elde edilen
slipernatant hiicresel antioksidan enzimlerin aktivite Oliimleri i¢in kaynak olarak

kullanilmigtir (Angelini et al. 1990; Angelini and Federico 1989; Mutlu 2005) .

3.3.4. Yapraklarda Apoplastik ve hiicresel antioksidan enzim aktivitelerinin

belirlenmesi

Yukarida belirtildigi gibi elde edilen apoplastik proteinler fosfat tamponunda (pH: 6.5)
coziinerek spektrofotometrik yontemlerle enzimlerin aktiviteleri belirlenmistir. Her bir

antioksidan enzim i¢in kullanilan kimyasallar ve yontemler farklidir.
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3.3.4.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢in kullanilan yontem, Havir ve Mchale’nin (1987)
Luck’e (1965) dayandirarak uyguladigi yontemdir. Bu metotla aktivite ol¢glimii, CAT
aktivite 6l¢iim ortamindaki H202’nin O2 ve H20’ya doniistimiinii saglarken meydana
gelen absorbans azalmasinin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir (Havir et al. 1987).
Reaksiyonda azalan H202 miktarin1 belirlemede kullanilan olan H20:2 standart grafigi
onceden hazirlanmistir. Bunun i¢in, 5 mM H202 ¢o6zeltisinden 3 mL'lik
spektrofotometre 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. Tiipiin hacmi saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanmis ve her tiipe 1.47 mL,
103.5 mM KH2POs ve 30 pL su ilave edilmistir. Kiivet spektrofotometreye
yerlestirildikten sonra 240 nm’de absorbans kore karst okunmustur. Absorbans
degerlerine karsilik gelen uM H202 degerleri kullanarak standart grafik elde edilmistir.
Aktivite Olgtimii icin 3 mL‘lik spektrofotometre kiivetine, 103 mM KH2PO4
tamponundan 1.475 mL ve 40 mM‘lik H202 substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL konulduktan

sonra, 25 pL enzim ekstrakti ilave edilmistir. Kiivet spektrofotometreye yerlestirildikten
sonta 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika araliklarla kore karsi absorbansi
okunmustur. Olgiimlerde absorbansin dogrusal olarak azaldig: araliktan dakika basina
absorbans azalmasi hesaplanmistir. Bu ortalama absorbans degerleri, standart grafik
yardimiyla pmol cinsinden H202 miktarina déniistiiriilmiistiir. 25 °Cde, 1 dakika iginde,
absorbanst 1 pmol azaltan enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul edilmis ve
sonuclar g yaprak basina diisen enzim tiinitesi (EU/g yaprak) olarak sunulmustur (Gong
et al. 2001; Mutlu 2005).
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Sekil 3.1. Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan standart grafik.
3.3.4.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) aktivite tayini, guaikol ve H202’nin substrat oldugu reaksiyonun
irtinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi

esasina dayanmaktadir (Angelini et al. 1989).

Aktivite 6l¢timii i¢in spektrofotometre kiivetine; 100 mL 0.1 M, NaH2POa4 (pH: 5.5) ve
5 mM guaikol igeren substrat ¢ozeltisinden 3 mL konulduktan sonra, iizerine 10 pL
enzim ekstrakt: ilave edilmistir. 470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artis1 1 dakika
araliklarla kaydedilmis ve absorbansin dogrusal olarak arttig1 kisimdaki absorbans artisi
1 dakikaya oranlanmustir. 25 °C’de 1 dakikada, absorbansi 0.01 artiran enzim miktar1 1
enzim Unitesi olarak kabul edilmis ve sonucglar g yaprak basina diisen enzim {initesi

(EU/qg yaprak) olarak sunulmustur (Ye et al. 2002; Mutlu 2005).
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3.3.4.c. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasina

dayanir (Agarwal and Pandey 2004; Yordanova et al. 2004).

Reaksiyon karigimi (3 mL); 50 mM KH2PO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 75 uM NBT,
2uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA igermektedir. Aktivite Ol¢iimii icin 3 mL
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin i¢cermeyen reaksiyon karisimdan 2.84
ml alinmis ve iizerine 100 pL enzim ekstrakti pipetlenmistir. Reaksiyon, tiip lizerine
100 pM’lik riboflavin ¢ozeltisinden 60 pL pipetlenip karistirildiktan hemen sonra,
beyaz bir 151k kaynagi 6niine yerlestirmek suretiyle baslatilmistir. Tiip, 151k kaynaginin
karsisinda 15 dk. tutulmus ve reaksiyon 151k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur.
15 dk. igerisinde NBT nin renk acilma yogunlugu 560 nm’de kore karsi okunmustur.
Kor; ayni islemin enzimsiz orneginden olusmaktadir. SOD aktivitesinin 1 {initesi, 560
nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin % 50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1
enzim {nitesi olarak kabul edilmis ve degerler EU/g yaprak olarak sunulmustur (Mutlu
2005).

3.3.5. Lipid peroksidasyon aktivitesinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0.5 g yaprak almarak 5 mL %5’lik TCA i¢inde homojenize
edildikten sonra elde edilen homojenat 10.000 x g‘de 15 dakika santrifiij edilmistir.
Tiipiin siipernatant kismindan 4 mL alinarak tizerine 1 mL %0.5 lik TBA ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Reaksiyon karisimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edilmis ve reaksiyon
tiiplerin buz banyosuna alinmasiyla durdurulmustur. Ornekler tekrar 10000 xg‘de 10
dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant kism1 alinarak absorbansi 532 nm de okunmus
ve daha sonra 600 nm deki non-spesifik absorbsiyon igin absorbans degeri

belirlenmistir.
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Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de 6l¢iilen absorbans degerinden 600

nm’de belirlenen degeri ¢ikarilmis ve 1 ml ¢ozeltideki MDA (nmol/ml): [(A532-
A600)/155000] X 10°formiiliiyle hesaplanmustir. Sonuglar MDA (nmol/gram doku)

seklinde verilmistir (Ananieva et al. 2002).

3.3.6. Hidrojen peroksit (H202) miktarimin belirlenmesi

Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi i¢in; 0.5 gram arpa yapragi alinarak
10 mL soguk aseton iginde homojenize edildikten sonra homojenat 10.000 xg’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen siipernatantin 1.5 mL’si 0.15 mL %
5°1ik Ti(SO4)2 (titanyum distilfat) ve 0.3 mL %19’luk NH4OH (amonyum hidroksit) ile
karistirilmistir. Cokelek olustuktan sonra karisim 10.000 xg’de 10 dakika daha santrifiij
edilmistir. Tipilin siipernatant kism1 uzaklastirildiktan sonra elde edilen pelet 3 mL 2
M’lik H2SOs (siilflirik asit) i¢inde ¢oziilmiis ve 415 nm’de absorbansi Olglilerek
kaydedilmistir. Bu ortalama absorbans degerleri, daha 6nceden hazirlanmis standart
grafik yardimiyla nanogram cinsinden H202 miktarina dontstiirilmistiir. Sonuclar g

yaprak basina diisen H202 miktar1 (ngram /g yaprak) olarak sunulmustur.

H202 miktarini belirlemede kullanilan H202 standarti i¢in, %35’lik H202 ¢6zeltisinden
hazirlanan 3mM’lik stok ¢6zeltiden epphendorf tiiplerine sirasiyla; 3.6, 7.2, 10.8, 14.4,
18, 21.6, 25.2, 28.8, 32.4 ve 36 nanogram olacak sekilde konulmustur. Tiipiin hacmi
aseton ile 1.5 mL'ye tamamlanmis ve her tiipe 0.15 mL %5’lik Ti(SO4)2 ve 0.3mL
%19’luk NH4OH ilave edilmistir. Cokelek olustuktan sonra karistm 10.000 x g’de 5
dakika daha santrifiij edilmistir. Tiipilin stipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra elde
edilen pelet 3 mL 2 M’lik H2SOs4 iginde ¢oziilmiis ve kiivet spektrofotometreye
yerlestirildikten sonra 415 nm’de absorbans kore karsi okunmustur. Absorbans
degerlerine karsilik gelen nanogram H202 degerleri kullanarak standart grafik elde

edilmistir.
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Sekil 3.2. Hidrojen peroksit (H202) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik.

3.3.7. Siiperoksit anyonu (O ) miktarimin belirlenmesi

0.5 g yaprak siv1 azot ile toz haline getirildikten sonra iizerine 2 mL 65 mM (Ph: 7.8)
fosfat tamponu ile homojenize edilir. Homojenat 5000 x g de 10dk + 4 °C de santrifiij
edilir. Stipernatantin 1 mL si 10 mM hydroxilaminenden 0.1 mL ve aym fosfat
tamponundan 0.9 mL aliir karistirilir ve 25 °C de 20 dk inkiibe edilir. Inkiibasyona
birakilan karistmin 1 ml alinir {izerine 1 mL 17 mM aminobenzene siilfonik asit ve 1
mL 17 mM 1-naftilamin eklenir ve tekrardan 25 °C de 20 dk inkiibe edildikten sonra
spektrofotometre de 530 nm’de 6lgiiliir. Sonuglar NaNO, standart grafigine bakilarak

degerlendirilir.
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Sekil 3.3. Siiperoksit anyonu (O “)miktarini belirlemede kullanilan standart grafik.

3.3.8. Sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Bu arastirmada yapraklardan elde edilen apoplastik ve hiicresel proteinlerdeki degisim,

Laemmli(1970) tarafindan anlatildig: sekilde elektroforezle kontrol edilmistir.

Apoplastik proteinler 100 pL. numune tamponu i¢inde ¢6ziildiikten sonra elektroforeze
hazirlanmistir. Elektroforez igin %4—14 kesikli sodyum dodesil stilfat-poliakrilamid jeli
hazirlanmistir. Ayirma jelini hazirlamak icin, bir behere %30’luk akrilamid-%0.8’1lik
bisakrilamid ¢6zeltisinden 25 mL alinmis ve iizerine sirastyla 1 M’lik Tris-HCI
(pH:8.8)’den 22.5 mL, %10’luk SDS’den 0.9 mL, 0.6 mL %5’lik TEMED ve 9 mL saf
su konularak karistirilmistir. Bu karisimin {izerine en son olarak 15 mg (1.2 mL)
amonyum persiilfat hizlica pipetlenmistir. Yigma jelini hazirlamak icin, bir behere
%30’luk akrilamid-%0.8’lik bisakrilamid c¢ozeltisinden 2 mL alinmiS ve {izerine
strastyla 0.5 M’lik Tris-HCl (pH:6.8)’den 2.48 mL, %10’luk SDS’den 0.2 mL, %5’lik 5

pL TEMED ve 15.6 mL saf su konularak karistirllmistir. Bu karisimin iizerine giinliik
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hazirlanmis %]1.5’luk amonyum persiilfattan 0.4 mL ilave edilmistir. Elektroforez
islemi su sekilde yapilmistir. Elektroforez cam tabakalar1 6nce saf su ve sonra alkol ile
yikanmistir. Plakalar1 birlestiren aralik koruyucu mikalara, sizmay1 6nlemek i¢in vazelin
striilliip iki cam plaka arasina lastik seritler konularak camlar birlestirilmistir. Daha
sonra plastik elektroforez torbalarina konulan cam plakalar kiskaglar ile tutturularak jel
hazirlama cihazina monte edilmistir. Ayirma jeli hazirlandiktan hemen sonra ince bir
pipet yardimiyla pipetlenmis ve bunun iizerine jelin iistiiniin piiriizsiiz olmast i¢in

hemen biitanol bir miktar dokilmustir.

Ayirma jeli katilasincaya kadar yaklasik iki saat beklenmistir. Katilasma sonrasi
jelinlizerindeki izopropil dokiilerek tekrar jelin tizeri saf su ile doldurulup, serin bir
yerde 1 gece bekletilmistir. Pkinci giin yigma jeli hazirlanmis ve ayirma jelinin tizerine
dokiilip tarak yerlestirilirek yaklasik 2-3 saat sonra tarak jelden dikkatli bir sekilde

cikartlmistir.

Hazirlanan plakalarin kuyular1 6nce saf su ile sonra yiiriitme tamponu ile yikanip,
elektroforez tankina yerlestirilmistir (Tasgin 2004).Protein numuneleri, toplam hacim
100 pL olacak sekilde tiiplerde hazirlanip 3 dakikakaynar suda inkiibe edilmis ve oda
sicakligina kadar sogutulmustur. Nimuneler birmikroenjektorle jelin kuyularina tatbik
edilmistir. Molekiil agiliklar1 bilinen standartproteinlerde 100 pL tamponda ¢oziilerek
numunelerle birlikte jele yiiklenmistir. Tankkapag: kapatilarak elektroforez tankinin alt
ve iist kismina yeterince yiiriitme tamponukonulmus ve elektrik baglantilar1 yapilmistir.
Daha sonra numuneler ayirma jelininhizasina kadar 80 voltta yiiriitiilmiistiir. Ayirma
jelinden sonra 150 voltta yaklasik 4-5saat yiirlitmeye devam edilmistir. Yiirtime islemi
bittiginde akim kesilerek jel, camlararasindan dikkatlice ¢ikarilmis ve sabitleme
cozeltisinde hafif tempoda 45 dakikagalkalanmistir. Yiiriitme tamponu tekrar
kullanilmak tizere 6zel kabina konulmustur. Daha sonra, jel boyama ¢ozeltisine alinmis
ve iki saat tekrar ¢alkalamis, daha sonraboyama ¢ozeltisinden alinarak protein bantlari
iyice goriiliinceye kadar yikamagozeltisinde yikanmistir. Belirli zaman periyotlarinda
degistirilmek suretiyle jelin zeminrengi agilip, protein bantlar1 belirginlesinceye kadar

bu cozelti i¢inde ¢alkalanmistir. Yikama c¢ozeltisi aktif karbondan gecirilerek tekrar
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kullanilmustir. Jel, yikamagozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekilmistir (Tasgin
2004).

3.4. istatistik Analiz

Tez igerisinde sunulan sonuclar, her bir uygulamadan ii¢ 6rnek (3 paralel) ve her bir
ornekten 2 tekerriir yapildiktan sonra elde edilen 3 degerin ortalamasidir. Sonuglarin
karsilastiritlmasi, SPSS 18.0 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 kisimda kiglik bugdayin (Triticum aestivum cv. Dogu-88) yapraklarindaki apoplastik
(peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri, SDS elektroforezleri) ve hiicresel
(katalaz, peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu,
hidrojen peroksitve siiperoksit anyonu miktar1 ve SDS elektroforezleri) proteinlere ait
bulgular verilmistir. Bitkilere ekim giiniine gore 12. giin, 0.1 ve 1 mM salisilik asit
(SA), sodyum nitroprussid (SNP) ve putresin (Put), 50 ve 100 uM absisik asit (ABA),
50 ve 100 ppm etafon(Etp), 10 ve 10® M éstrojen(Ost) uygulanmis ve uygulamadan 3
giin sonra bitki yapraklar1 deney materyali olarak kullanilmistir. Her parametre i¢in elde
edilen degerler kontrol bitkileriyle kiyaslanmistir. Bulgular ¢izelgelerle ayrintili olarak
verilmis, ayrica farkli yaklagimlarin ve degerlendirmelerin yapilabilmesi i¢in sekillerle

de sunulmustur.

4.1. Apoplastik Enzim Aktivitesi Sonuclari

4.1.1. Peroksidaz Aktivitesi Sonuclari

0,1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 uM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10 ® ve 10 ®
M Ost uygulanmis bitki yapraklarinda, apoplastik POX aktivitesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1,2).Uygulanan
tim sinyal bilesikleri degisken seviyelerde kontrole gore apoplastik POX aktivitesini
artirmistir.0.1 mM SA % 160, ImM SA % 62, 0.1m NO %110, ImM NO % 15, 0.1mM
Put. % 45, 1ImM Put. % 65, 50 uM ABA % 70, 100 uM ABA % 127, 50 ppm Etp %
182, 100 ppm Etp % 197, 10° M Ost %167, 10° M Ost % 350 oranlarinda POX
aktivitesini artirmuslardir. ImM SA ile 1mM Put. Diger taraftan 0,1 mM SA ile 10° M
Ost POX aktivitesini birbirine yakin seviyelerde artirmislardir. En fazla POX aktivitesi
10® M Ost’ de goriiliirken, en az aktivite 1mM NO’ da gériilmiistiir. SA ve NO harig
diger uygulamalarda diisiik konsantrasyonlar diisiik aktivite, yiiksek konsantrasyonlar

yiiksek aktivite gdstermistir.
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Cizelge 4.1. Normal sartlarda yetistirilen, kontrol ve kesimden 3 giin 6nceSA, NO, Put, ABA,
Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde edilen apoplastik POX aktivitesi
degerleri.

AA/ 10pL EU/ 10pL EU/ g yaprak % Aktivite
Kontrol 0,06 6 342,9™ 100
oA 0,1 mM 0,156 15,6 891.5° 260
1mMm 0,097 9,7 554,3 162
o 0,1 mM 0,126 12,6 720° 210
N
1mM 0,069 6,9 394.3' 115
, 0,1 mM 0,087 8,7 4971 145
ut -
1mMm 0,099 9,9 565,7" 165
50 uM 0,102 10,2 582.9" 170
ABA -
100 pM 0,136 13,6 7771 227
c 50 ppm 0,169 16,9 965.7° 282
tp
100 ppm 0,178 17,8 1017,1b 297
] 10 M 0,16 16 914.3° 267
Ost ) a
10 "M 0,27 27 15429 450

* Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P<0.05).
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Sekil 4.1. Normal sartlarda yetistirilen, SA, NO ve Put uygulanmis kishk bugday
yapraklarindan elde edilen apoplastik POX aktivitesi
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Sekil 4.2. Normal sartlarda yetistirlen, ABA, Etp ve Ost uygulanmus kislik bugday
yapraklarindan elde edilen apoplastik POX aktivitesi
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4.1.2 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Sonuclar:

0,1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 uM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10 ° ve 10 ®
M Ost uygulanmis bitki yapraklarinda, apoplastik SOD aktivitesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.3,4). Uygulanan
tiim sinyal bilesikleri kontrole gore apoplastik SOD aktivitesini azaltmistir. 0.1 mM SA
% 15,1 mM SA % 23, 0.1 mM NO % 38, ImMMSNP % 30, 0.1 mM Put % 25, 1mM Put
% 35, 50 uM ABA % 59, 100 uM ABA % 40, 50 ppm Etp % 45, 100 ppm Etp % 36,
10°M Ost % 29, 10M Ost % 7 oranlarinda SOD aktivitesini azaltmislardir. ImM SA
0,1 mM Put, 0,1m NO-1mM Put-100 ppm Etp ve ImM NO-10° M Ost aktiviteyi yakin
seviyelerde azaltmiglardir. SOD aktivitesini en ¢ok azaltan 50 uM ABA iken en az
etkileyen 10 ® M Ost’dir. SA ve Put hari¢ diger uygulamalarda diisiik konsantrasyonlar

SOD aktivitesini yiiksek konsantrasyonlara gore daha fazla diistirmustiir.
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Cizelge 4.2. Normal sartlarda yetistirilen, kontrol ve kesimden 3 giin 6nce SA, NO, Put, ABA,
Etp ve Ost uygulannus kislik bugday yapraklarindan elde edilen apoplastik SOD aktivitesi
degerleri.

Ortalama
Absorbans EU/ g yaprak %
Artist AA/ EUZ1000L | £y /0,0175) | Aktivite
100uL
Kontrol 0,222 1,2 6,86° 100
oA 0,1 mM 0,188 1,02 5,81° 85
1 mM 0,171 0,92 5 3¢ 77
G 0,1 mM 0,138 0,75 427" 62
1 mM 0,156 0,84 482" 70
out 0,1 mM 0,168 0,91 5,12° 75
u
1mMm 0,144 0,78 4,459 65
50 uM 0,09 0,49 2 78 41
ABA i
100 pM 0,133 0,72 4,11 60
o 50 ppm 0,123 0,66 3,8 55
P 100 ppm 0,143 0,77 4,429 64
] 10°M 0,157 0,85 485 71
Ost 8 b
10 M 0,207 1,12 6,40 93

* Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir (P < 0.05).
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Sekil 4.3. Normal sartlarda yetistirlen, SA, NO ve Put uygulanmis kishk bugday
yapraklarindan elde edilen apoplastik SOD aktivitesi
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Sekil 4.4. Normal sartlarda yetistirlen ABA, Etp ve Ost uygulanmis kishk bugday
yapraklarindan elde edilen apoplastik SOD aktivitesi
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4.2. Apoplastik Proteinlerin SDS—Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclar

Sekil 4.5. Normal sartlarda yetistirlen, SA uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, SA1:0.1 mM SA, SA2:1 mM SA).

Sekil 4.13°de Kislik bugday yapraklarinin apoplastlarindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda, polipeptidlerin
biiyiikliiklerinin yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 14 ile 20
kDa arasindaki, 24, 29 kDa civarindaki, kismen 45 ile 60 kDa civarindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar géze ¢arpmaktadir. 14 ile 20 kDa arasindaki ve 24 ile 29
kDa civarindaki bantlarin (kismen daha siddetli) 0,lmM SA uygulamasiyla siddetinin
arttig1, 45 ile 60 kDa civarindaki bantlarda her iki SA uygulamalrinda da kontrole gore
bant siddetinin azaldig1 gorilmektedir. Ayrica 1 mM SA’da bant siddetlerinin

korundugu goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Normal sartlarda yetistirlen, NO uygulanmis kislik bugdayyapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, NO1:0.1 mM NO, NO2:1 mM NO).

Sekil 4.6.’da Kislik bugday yapraklarinin apoplastlarindan elde edilen proteinlerin SDS-
PAGE sonuglarinda  standart  proteinlerle  kiyaslandiginda,  polipeptidlerin
biiyiikliiklerinin yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 14 ile 20
kDa arasindaki, 24, 29 kDa civarindaki, kismen 45 ile 60 kDa civarindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar gdze ¢arpmaktadir. 14 ile 20 kDa arasindaki ve 24 ile 29
kDa civarindaki bantlarin ImM NO uygulamasiyla siddetinin arttig1, yine 14 ile 20 kDa
arasindaki bantlarda 0.1 mM NO nun diger konsantrasyona gore az kontrole gore daha
cok siddetli oldugu goriilmektedir. 45 kDa civarindaki bantin ise her iki uygulmada

kontrole gore kayboldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Normal sartlarda yetistirilen, Put uygulanmis kigslik bugday yapraklarindan elde
edilen apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotografi(kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, Put1:0.1 mM Put, Put2:1 mM Put).

Sekil 4.7.°de Kislik bugday yapraklariin apoplastlarindan elde edilen proteinlerin SDS-
PAGE sonuglarinda  standart  proteinlerle  kiyaslandiginda,  polipeptidlerin
biiyiikliiklerinin yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 14 ile 20
kDa arasindaki, 24, 29 kDa civarindaki ve 45 ile 60 kDa civarindaki polipeptidlerde
belirgin bantlar goze carpmaktadir. 14 ile 20 kDa arasindaki ve 24 ile 29 kDa
civarindaki bantlarin 0.1 mM Put uygulamasiyla siddetinin arttigi. Yine 45 ile 50 kDa
arasindaki bantlarda 0.1 mM Put’ un daha siddetli oldugu goriilmektedir. 14 ile 20 kDa
arasindaki ve 24, 29 kDa civarindaki polipeptidlerde bantlarin kontrole gére 1mM Put
uygulmasiyla zayifladigr ve 45 ile 60 kDa civarindaki bantlarin ise yine 1mM Put
uygulmasiyla kayboldugu goriilmektedir.
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ABA1 ABA2

Sekil 4.8. Normal sartlarda yetistirilen, ABA uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde
edilen apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, ABA1:50 uM ABA, ABA2:100 uM ABA).

Sekil 4.8.”de Kislik bugday yapraklarinin apoplastlarindan elde edilen proteinlerin SDS-
PAGE sonuglarinda  standart  proteinlerle  kiyaslandiginda,  polipeptidlerin
biiyiikliiklerinin yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 45 ile 60
kDa civarindaki polipeptidlerde 50 uM ABA uygulamasinda siddeti yiiksek belirgin
bantlar goze carpmaktadir. 45 ile 60 kDa civarindaki bantlarin kontrole gore 100 uM
ABA uygulamasiyla kayboldugu goriilmektedir. 24-29 kDa civarindaki bantlarda ise
her iki ABA uygulmasinda bantlarda bant siddetinin azaldig1 ve 6zellikle 100 uM ABA
uygulamasinda diger uygulamaya gore bantsiddette daha fazla azalma oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 4.9. Normal sartlarda yetistirilen Etp uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde edilen
apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, Etp1:50 ppm Etp, Etp2:100 ppm Etp).

Sekil 4.9.”de Kislik bugday yapraklarinin apoplastlarindan elde edilen proteinlerin SDS-
PAGE sonuglarinda  standart  proteinlerle  kiyaslandiginda,  polipeptidlerin
biiyiikliiklerinin yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 14 ile 20
kDa arasindaki, 24-29 kDa ve 45-60 kDa civarindaki polipeptidlerde belirgin bantlar,
gbze carpmaktadir. 14 ile 20 kDa arasindaki, 24 ile 29 kDa ve 45-60 kDa civarindaki
bantlarda 50 ppm Etp uygulamasiyla bant giddetinin arttig1 goriilmektedir. Yine 45-60
kDa civarindaki bantlarda 100 ppm uygulmasinin diger konsantrasyona gore bant
siddetini daha fazla artirdigi goriilmektedir. 60 kDa civarindaki bandin her iki
uygulamada da kontrole gore kayboldugu, 14 ile 20 kDa arasindaki bantlarda 100 ppm
Etp uygulamasmin 50 ppm’den daha zayif bant ortaya g¢ikardigi ve yine 24-29 kDa
civarindaki bantlarin 100 ppm Etp uygulamasiyla zayifladig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Normal sartlarda yetistirilen Ost uygulanmis kishk bugdayyapraklarindan elde
edilen apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, Ost1:10° M Ost, Ost2:10® M Ost).

Sekil 4.18’de Kislik bugday yapraklarinin apoplastlarindan elde edilen proteinlerin
SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda, polipeptidlerin
biiyiikliiklerinin yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 14 ile 20
kDa arasindaki, 24, 29 kDa civarindaki, kismen 45 ile 60 kDa civarindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar géze ¢arpmaktadir. 14 ile 20 kDa arasindaki ve 24 ile 29
kDa civarindaki bantlarm 10° M Ost uygulamasiyla siddetinin arttigi, 10® M Ost
uygulamasiyla daha da siddetlendigi goriilmektedir. Yine 45 ile 60 kDa civarindaki
bantlarin kontrole gore 10°M Ost uygulamasiyla az derecede siddetinin arttig1, ozellikle
60 kDa civarindaki bantta ise 10° M Ost uygulamasinin bant siddetini artirdigi
goriilmektedir. 45-55 kDa civarindaki bantlari kontrole gore 10®M Ost uygulamasiyla
kayboldugu goriilmektedir.
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4.3. Hiicresel Enzim Aktivitesi Sonuclar:

4.3.1 Katalaz Aktivitesi Sonuclari

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 uM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10° ve 108 M
Ost uygulanmis bitki yapraklarinda, hiicresel CAT aktivitesinde dnemli sonuglar elde
edilmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.11,12). 0.1 mM SA % 28, 1ImM SA % 15, 0.1 mM Put
% 28, 1 mM Put % 13, 10°M Ost % 11, 10®M Ost % 26 oranlarinda hiicresel CAT
aktivitesini artirirken, 0.1 mM NO % 30, 50 uM ABA % 7, 100 uM ABA % 23,50
ppm Etp % 5, 100 ppm Etp % 19 oranlarinda hiicresel CAT aktivitesini azaltmistir.
Yine 50 ppm Etp, 10°M Ost ve 10°M Ost birbirine yakin aktiviteler gostermislerdir.
CAT aktivitesinde en fazla artig birbirine yakin degerlerde olmakla beraber 0.1 mM SA,
0.1 mM Put ve 10°M Ost’ de belirlenmistir. Yine CAT aktivitesini en fazla azatan
uygulama 0.1 mM NO iken, en az azaltan uygulamalar 50 ppm Etp ve 50 uM ABA

olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Normal sartlarda yetistirilen, kontrol ve kesimden 3 giin 6nce SA, NO, Put, ABA,
Etp ve Ost uygulanmis kishk bugday yapraklarindan elde edilen hiicresel CAT aktivitesi

degerleri.

Ortalama

Absorbans
Azalist Ortalama EU/g %

( AA 240) EU/25uL yaprak Aktivite
25uL
Kontrol 0,043 2,58 10329 100
SA 0,1 mM 0,055 1,26 1316° 128
1mM 0,049 1,74 1182¢ 115
G 0.1 mM 0,03 18 720" 70
1 mM 0,05 3 1200° 116
ot 0,1 mM 0,055 1,8 1320° 128
1mM 0,049 2,1 1168° 113
50 uM 0,04 2.4 : 93
ABA a 960
100 uM 0,033 1,98 792 77
N 50 ppm 0,041 2,45 976,8" 95
P 100 ppm 0,035 2,1 840’ 81
Sut 10°M 0,048 234 1150 111
S

10°M 0,054 246 1300° 126

*Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark dnemsizdir(P <0.05).
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Sekil 4.11. Normal sartlarda yetistirlen SA, NO ve Put uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen hiicresel CAT aktiviteleri
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Sekil 4.12. Normal sartlarda yetistirlen ABA, Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen hiicresel CAT aktiviteleri
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4.3.2 Peroksidaz Aktivitesi Sonuclari

0.1 ve I mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 uM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10 ve 10° M
Ost uygulanmis bitki yapraklarinda, hiicresel POX aktivitesinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 6nemli sonuglar elde edilmistir(Cizelge 4.4, Sekil 4.13,14).10‘6 M
Ost hari¢ diger tiim uygulamalar hiicresel POX aktivitesini artirmistir. 0.1 mM SA %
13, 1mM SA%5,0.1 mM NO % 20,1 mM NO %9, 0.1 mM Put % 14, 1 mM Put %
4,50 uM ABA % 24, 100 uM ABA % 41, 50 ppm Etp % 42, 100 ppm Etp % 38 ve 10
®M Ost % 75 oranlarinda hiicresel POX aktivitesini artirken, 10° M Ost uygulamasinin
% 15 oraninda hiicresel POX aktivitesini azalttigi belirlenmistir. Hiicresel POX
aktivitesini en fazla 10®M Ost uygulamasi artirmisken, en az 1 mM Put ve ImM SA
uygulamalari artirmigtir. 0.1 mM Put ile 0.1 mM SA ve 100 uM ABA ile 50 ppm Etp

uygulamalarinin aktiviteyi birbirine yakin oranlarda etkiledigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.4. Normal sartlarda yetistirilen, kontrol ve kesimden 3 giin 6nce SA, NO, Put, ABA,
Etp ve Ost uygulanmis kishk bugday yapraklarindan elde edilen hiicresel POX aktivitesi
degerleri.

%

AA/25uL EU/ 25uL EU/ g yaprak | Aktivite
Kontrol 0,135 135 13500' 100
oA 0,1 mM 0,153 15,3 15300" 113
1 mM 0,141 14,1 14100’ 105
NG 0,1 mM 0,162 16,2 16200' 120
1mMm 0,147 14,7 14700' 109
out 0,1 mM 0,154 15,4 15400i 114
1mMm 0,14 14 14000 104
ABA 50 uM 0,167 16,7 16700i 124
100 uM 0,19 19 19000 141
o 50 ppm 0,192 19,2 192002 142
100 ppm 0,186 18,6 18600 138
- 10-6 M 0,115 11,5 11500 85
10-8 M 0,236 23,6 236007 175

* Aymi harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir(P<0.05).
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Sekil 4.13. Normal sartlarda yetistirlen SA, NO ve Put uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen hiicresel POX aktivitesi
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Sekil 4.14. Normal sartlarda yetistirlen, ABA, Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen hiicresel POX aktivitesi



68

4.3.3 Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Sonuclari

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 pM Absisik asit, 50 ve 100 ppm Etp ve 10° ve
108 M Ost uygulanmis bitki yapraklarinda, hiicresel SOD aktivitesinde 6nemli sonuglar
elde edilmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.15,16). 0.1 mM SA % 28, 1 mM SA % 18, 0.1 mM
Put % 30, 1 mM Put % 13, 50 uM ABA % 16, 100 uM ABA % 5, 10 ®M Ost % 12, 10
M Ost % 26 oranlarinda hiicresel SOD aktivitesini artiriken, 50 ppm Etp % 64, 100
ppm Etp % 78, 0.1 mM NO % 20, ImM NO % 28 oranlarinda hiicresel SOD
aktivitesini azalttidigi belirlenmistir. Hiicresel SOD aktivitesini en fazla 0.1 mM Put,
0.1 SA ve 10°M Ost artirmisken, en az 100 pM ABA artirmustir. 10° M Ost ve 1 mM
Put hiicresel SOD aktivitesini ayni oranda artirmislardir. Yine hiicresel SOD aktivitesini

en fazla 100 ppm Etp azaltmistir.

Cizelge 4.5. Normal sartlarda yetistirilen, kontrol ve kesimden 3 giin 6nce SA, NO, Put, ABA,
Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde edilen hiicresel SOD aktivitesi
degerleri.

Ortalama
ﬁ?tsl(;rb;g EU/ 100uL EU/ g yaprak Ak:fi/i te
100uL
Kontrol 0,314 1,697 169,7" 100
oA 0,1 mM 0,403 2,176 217,6" 128
1 mM 0,371 2,004 200,4° 118
NG 0,1 mM 0,251 1,357 135,7' 80
1 mM 0,226 1,222 1222 72
out 0,1 mM 0,409 2,209 220,9;l 130
1 mM 0,353 1,908 190,8 113
ABA 50 uM 0,363 1,962 196,2° 116
100 pM 0,330 1,786 178,6Y 105
o 50 ppm 0,112 0,605 60,5'|‘ 36
100 ppm 0,069 0,373 37,3 22
] 10°M 0,352 1,9 190" 112
Ost 5 C
10% M 0,394 2,13 213 126

Aynt harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir(P<0.05).
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Sekil 4.15. Normal sartlarda yetistirlen SA, NO ve Put uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen hiicresel SOD aktivitesi
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Sekil 4.16. Normal sartlarda yetistirlen ABA, Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen hiicresel SOD aktivitesi
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4.4.Hiicresel Proteinlerin SDS—Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclar:

kDa M K SA1 SA2

Sekil 4.17. Normal sartlarda yetistirilen, SA uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde
edilen hiicresel proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, SA1l: 0,1mM SA, SA2: 1ImM SA).

Sekil 4.17°de kislik bugday yapraklardan elde edilen hiicresel proteinlerin SDS-PAGE
sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda, polipeptidlerin biiyiikliiklerinin
yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 29 ile 36 kDa arasindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar géze ¢arpmaktadir. 0.1 mM SA’nin 29 ile 36 kDa
arasindaki bantlarda siddeti oldukga artirdigi, yine 29 ile 36 kDa arasindaki bantlarda 1
mM SA’nin kontrole gore fazla diger uygulamaya gore az siddetle bant verdigi

gorilmektedir.
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Sekil 4.18. Normal sartlarda yetistirilen, NO uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde
edilen hiicresel proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, NO1:0.1 mM NO, NO2:1 mM NO).

Sekil 4.18°de kiglik bugday yapraklardan elde edilen hiicresel proteinlerin SDS-PAGE
sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda, polipeptidlerin biiyiikliiklerinin
yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 29 ile 36 kDa arasindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar géze c¢arpmaktadir. 1 mM NO’nun 29 ile 36 kDa
arasindaki bantlarda siddeti olduk¢a artirdigi, yine 29 ile 36 kDa arasindaki bantlarda

0.1 mM NO’nun kontrole gore bantlarin siddetini azalttig1 goriilmektedir.
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kDa M K Putl Put2

Sekil 4.19. Normal sartlarda yetistirilen, Put uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde
edilen hiicresel proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, Put1:0.1 mM Put, Put2:1 mM Put).

Sekil 4.19°da kislik bugday yapraklardan elde edilen hiicresel proteinlerin SDS-PAGE
sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda, polipeptidlerin biiyiikliiklerinin
yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 29 ile 36 kDa arasindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar goze carpmaktadir. ImM Put’'un 29 ile 36 kDa
arasindaki bantlarda siddeti artirdigi, yine 29 ile 36 kDa arasindaki bantlarda 0.1 mM

Put’un kontrole gore bant siddetini azalttigi goriilmektedir.
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Sekil 4.20. Normal sartlarda yetistirilen, ABA uygulanmus kiglik bugday yapraklarindan elde
edilen hiicresel proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, ABA1:50 uM ABA, ABA2:100 uM ABA).

Sekil 4.20° de kislik bugday yapraklardan elde edilen hiicresel proteinlerin SDS-PAGE
sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda, polipeptidlerin biiyiikliiklerinin
yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 29 ile 36 kDa arasindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar géze ¢carpmaktadir. 50 uM ve 100 uM ABA’nin 29 ile
36 kDa arasindaki bantlarda siddeti artirdigi goriilmektedir.
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kDa M K Etpl  Etp2

Sekil 4.21. Normal sartlarda yetistirilen, Etp uygulanmus kislik bugday yapraklarindan elde
edilen hiicresel proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler,
K:Kontrol, Etp1:50 ppm Etp, Etp2:100 ppm Etp).

Sekil 4.21° de kiglik bugday yapraklardan elde edilen hiicresel proteinlerin SDS-PAGE
sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda, polipeptidlerin biiyiikliiklerinin
yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 29 ile 36 kDa arasindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar géze ¢arpmaktadir. 50 ppm Etp’un 29 ile 36 kDa
arasindaki bantlarda siddetinin oldukga artirdigi, yine 29 ile 36 kDa arasindaki bantlarda
100 ppm Etp’un kontrole gore fazla diger uygulamaya gore az siddetle bant verdigi

gorilmektedir.
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Ost2  Ostl K M kDa

Sekil 4.22. Normal sartlarda yetistirilen, Ost uygulanmis kishk bugdayyapraklarindan elde
edilen hiicresel proteinlerin SDS - PAGE fotografi (kDa:Kilodalton, M:Standart
proteinler, K:Kontrol, Ost1:10° M Ost, Ost2:10° M Ost).

Sekil 4.22° de kislik bugday yapraklardan elde edilen hiicresel proteinlerin SDS-PAGE
sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda, polipeptidlerin biiyiikliiklerinin
yaklasik 6 ile 66 kDa arasinda oldugu goriilmektedir. Ayrica 29 ile 36 kDa arasindaki
polipeptidlerde belirgin bantlar gdze g¢arpmaktadirl0®M Ost’iin 29 ile 36 kDa
arasindaki bantlarda siddeti oldukg¢a artirdigi, yine 29 ile 36 kDa arasindaki bantlarda
10®M Ost’iin kontrole gore fazla diger uygulamaya gore az siddetle bant verdigi

gorilmektedir.
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4.5. Lipid Peroksidasyonu (LPQO) Seviyesi Sonuclari

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 uM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10 ve 10° M
Ost uygulanmis bitki yapraklarinda, Lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesinde kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 6nemli sonuglar elde edilmistir(Cizelge 4.6, Sekil 4.23,24).
0.1 mM SA % 10, ImM SA % 8, 1mM Put % 9 ve 108 M Ost % 22 oranlarindaLPO
seviyesini azalttigi, 0.1 mM NO % 34, ImMNO % 96, 0.1 mM Put % 8, 50 uM ABA %
48, 100 uM ABA % 50, 50 ppm Etp % 0.2, 100 ppm Etp % 0.3, 10°M Ost % 32
oranlarindaLPO seviyesini artirdigi belirlenmistir. Etp uygulamasinin LPO seviyesini
istatistiksel agcidan 6nemli derecede etkilemedigi belirlenmistir. LPO seviyesini en fazla
10 M Ost uygulamasi azaltmistir. Yine LPO seviyesini en fazla 1 mM NO uygulamasi

artirmistir.

Cizelge 4.6. Normal sartlarda yetistirilen, kontrol ve kesimden 3 giin 6nce, SA, NO, Put, ABA,
Etp ve Ost uygulanmus kislik bugday yapraklarindan elde edilen hiicresel lipid peroksidasyonu
degerleri.

A (532 - .
A (532 - 600) | 600)/155000 X 10° | MPA/gram %
(1ml'deki) yaprak Degisim
Kontrol 0,222 1,432 7,16° 100
oA 0,1 mM 0,199 1,284 6,42 90
1 mM 0,203 1,31 6,55 92
G 0,1 mM 0,297 1,916 9,58° 134
1 mM 0,434 2.8 14? 196
iy 0,1 mM 0,24 1,548 7,74° 108
u
1mM 0,202 1,303 6,515 91
ABA 50 pM 0,329 2,123 10,615° 148
100 pM 0,332 2,142 10,71° 150
- 50 ppm 0,222 1,435 7,175° 100,2
P 100 ppm 0,223 1,436 7.18° 100,3
Bet 10-6 M 0,293 1,89 9,45° 132
S
10-8 M 0,172 1,112 5,569 78

* Ayn1 harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir(P<0.05).
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Sekil 4.23. Normal sartlarda yetistirlen SA, NO ve Put uygulanmis kislhik bugday
yapraklarindan elde edilen lipid peroksidasyonu seviyesi
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Sekil 4.24. Normal sartlarda yetistirlen ABA, Etp ve Ost uygulanmis kishik bugday
yapraklarindan elde edilen lipid peroksidasyonu seviyesi
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4.6. Hidrojen peroksit (H,0,) Miktar1 Sonuglari

0.1 ve I mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 uM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10 ve 10° M
Ost uygulanmus bitki yapraklarinda, H,O, miktar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
onemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.25,26).H,O,miktarininin, 0.1 mM
SA % 19, 1 mM SA % 36, 0.1 mM NO % 9, 1 mM NO % 39 0.1mM Put %32, 50 uM
ABA % 6, 100 uM ABA % 29, 50 ppm Etp % 37, 100 ppm Etp % 45 ve 10°M Ost %
3 oranlarinda azalttigi, 1ImM Put % 3 ve 10°M Ost % 1 oranlarindaarttig
belirlenmistir.H,O,miktarini en fazla 100 ppm Etp uygulamasi
azaltmistir.H,O,miktarim en fazla azaltan 100 ppm Etp iken, en az azaltan 10®M Ost
olmustur. ImM Put ve 10° M Ost uygulamalari H,O,miktarini istatistiksel agidan

Onemsiz derecede artirmislardir.

Cizelge 4.7. Normal sartlarda yetistirilen, kontrol ve kesimden 3 giin 6nce, SA, NO, Put, ABA,
Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde edilen hiicresel H,O, miktar
degerleri.

H,O, miktar1 (n .
ABS (415nm) |4 51 ek (A(Bgs) (Fr'];‘/jé %})krt;‘lg % Degisim
x 200)
Kontrol 0,684 136,8 912° 100
SA 0,1 mM 0,556 111,2 7419 81
1 mM 0,437 87,4 583’ 64
NG 0,1 mM 0,624 124,8 832: 91
1mMm 0,417 83,4 556 61
out 0,1 mM 0,464 92,8 619’ 68
1mM 0,705 141 940° 103
ABA 50 uM 0,643 128,6 857E 94
100 uM 0,483 96,6 644 71
o 50 ppm 0,432 86,4 576:1 63
100 ppm 0,378 75,6 504 55
o 10°M 0,691 138,2 921" 101
10°M 0,664 132,8 885" 97

* Ayni harfi bulunduran gruplar arasindaki fark 6nemsizdir(P<0.05).
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Sekil 4.25. Normal sartlarda yetistirlen SA, NO ve Put uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen H,O, miktari
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Sekil 4.26. Normal sartlarda yetistirlen ABA, Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen H,O, miktari
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4.7. Siiperoksit Anyonu (O,") Miktar1 Sonuclari

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 pM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10° ve 10° M

Ost uygulanmus bitki yapraklarinda, siiperoksit anyonu (O,") miktar1 kontrol grubu ile

karsilastirildiginda 6nemli sonuglar elde edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.27,28).Tim

uygulamalar diisiik oranlarda O, miktarini azaltmistir. 0.1 mM SA % 18, 1 mM SA %
21, 0.1 mM NO % 15, ImMNO % 10, 0.1mM Put % 19, ImM Put. % 21, 50 uM ABA
% 1, 100 uM ABA % 21, 50 ppm Etp % 10, 100 ppm Etp % 15 ve 10°M Ost % 8, 10°

M Ost % 10 oraminda birbirlerine yakin degerlerde O, miktarin1 azaltmistir. O
‘Miktarini en fazla azaltan 1ImM SA, 1 mM Putve 100 uM ABA iken en az azaltan 50
uM ABA olmustur.

Cizelge 48 Normal sartlarda yetistirilen, kontrol ve kesimden 3 giin 6nce, SA, NO, Put, ABA,
Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday yapraklarindan elde edilen Siiperoksit anyonu miktari

degerleri.

A(530) EU (X 8,13) EU/gr yaprak | % Degisim

Kontrol 0,248 2,016 4,032° 100

SA 0,1 mM 0,204 1,658 3,316° 82

1 mM 0,196 1,594 3,188° 79

G 0,1 mM 0,211 1,715 3.430" 85

1mMm 0,224 1,821 3,642° 90

out 0,1 mM 0,201 1,634 3268 81

1 mM 0,195 1,585 3,170° 79

ABA 50 uM 0,245 1,991 3.082° 99

100 uM 0,195 1,585 3,170° 79

- 50 ppm 0,223 1,813 3,626° 90

P 100 ppm 0,211 1,715 3.430° 85

o 10-6M 0,202 1,642 3,284%" 82

° 10-8M 0,222 1,805 3,610° 90

* Ayn1 harfi bulunduran gruplar arasindaki fark énemsizdir (P<0.05)
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Sekil 4.27. Normal sartlarda yetistirlen, SA, NO ve Put uygulanmis kiglik bugday
yapraklarindan elde edilen siiperoksit anyonu miktari
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Sekil 4.28. Normal sartlarda yetistirlen, ABA, Etp ve Ost uygulanmis kislik bugday
yapraklarindan elde edilen siiperoksit anyonu miktari
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5. TARTISMA ve SONUC

Literatiirde bitkilerdeki stres toleransini diizenleyen ve bu arastirmada kullanilan sinyal
bilesiklerle yapilan bir¢cok calismada, bu bilesiklerinin hiicrede etkili olduklar1 sinyal
iletim yollar1 hakkinda net bir bilgi alinamamaktadir. Kisacasi bu bilesikler, benzer veya
ayni sinyal iletim yollari1 m1? Yoksa farkli biyokimyasal prosesleri etkileyerek farkli
sinyal yollarin1 m1? Kullandiklar1 tam olarak bilinmemektedir. Bircok ¢alismada ayni1
sinyal bilesigin ayni biyokimyasal siiregler lizerinde zit etkilerine ulasilabilmektedir.
Ornegin nitrik oksit ile ilgili ¢alismalara baktigimizda, piringle yapilan bir calismada
nitrik oksit, CAT, POX ve SOD enzimlerinin aktivitelerinde diismeye sebep olurken
(Hsu et al. 2004), aym bilesik aygiceginde ise li¢ enzimin aktivitesini artirmistir
(Laspina et al. 2005). Buna benzer sonuglarin ortaya ¢ikmasinda en Onemli
sebeplerinden  birisinin  her bir sinyal bilesiginin farkli sartlarda, farkl
konsantrasyonlarda ve farkli bitkiler iizerinde calisilmasindan kaynaklanabilecegi ileri
stiriilmistiir (Gratao et al. 2005). Ciinki farkli bitkilerin sinyal bilesiklerine verdikleri
tepkiler farkli farkli olabilmektedir. Bu problemin ¢o6ziimiine yapilacak en Onemli
katkilardan birisinin, tek bir bitkide bu sinyal bilesiklerinin calisilmasi ve belirlenen
biyokimyasal etki mekanizmalarini karsilatilarak, sinyal bilesiklerinin sinyal iletim
yollar1 hakkinda daha detayli bilgi elde edilebilecegidir. Bu sebeplerden ¢alismamizda,
bitkilerde stres toleransini diizenleyen bilesiklerden absisik ait (ABA), etafon olarak
uygulanmis etilen (Eth), sodyum nitroprussid (SNP) olarak uygulanmis nitrik oksit
(NO), putresin (Put), salisilik asit (SA) ve ostradiol (Ost), bugday yapraklarina
uygulanarak, bu bilesiklerin apoplastik ve simplastik olmak iizere antioksidan sistem
elamanlarinin  degisimi ve proteinlerin profilleri iizerindeki diizenleyici rolleri
aragtirtlmistir. Bu amagla kontrollii sartlarda yetistirilmis bugday (Triticum aestivum cv.
Dogu-88) fidelerine her seferinde farkli bir sinyal bilesik uygulandiktan sonra, bitki
yapraklarinda apoplastik ve hiicresel antioksidan enzimlerin aktiviteleri, lipid
peroksidasyonu, igsel siiperoksid anyonunu ve hidrojen peroksit icerigi ile apoplastik ve
simplastik proteinlerin elektroforezi (SDS-PAGE) calisilmis ve elde edilen bulgular
kontrolleri ile karsilastirilmistir. Boylece calismada kullanilan sinyal bilesiklerin sinyal

iletim yollar1 hakkinda edinilen bulgulara gore, ortak sinyal iletim yolu kullananlar ve
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farkli sinyal iletim yolu kullananlar belirlenmeye calisilmistir. Calismadan elde edilen
bulgularin biiyiik bir ¢ogunlugu literatiir i¢in yeni oldugundan ¢alisma O6zglin ve

literatiirde 6nemli bir boslugu dolduracagi diisiiniilmektedir.

5.1. SA uygulamalarindan elde edilen sonu¢larin degerlendirilmesi

Caligmalarimizda bugday yapraklarina uygulanan SA, her iki konsantrasyonda da (0.1
ve 1 mM) apoplastik POX aktivitesini artirirken, SOD aktivitesini ise azaltmistir (Sekil
4.1,3). Apoplastik CAT enzimi ise yapraklarda calisilmasina ragmen, aktivitenin
belirlenebilecek ve degerlendirilebilecek seviyelerden cok diisiikk olmasindan dolayi
biitiin uygulamalarda degerlendirilmeye alinmamustir. Bazi1 arastiricilar da apoplastik
CAT aktivitesini belirleyemediklerini rapor etmislerdir (Frugoli et al. 1996; Garc-a-
Limones et al. 2009). Aymi enzimlerin hiicresel aktivitelerine bakildiginda, SA
uygulamalari ii¢ enzimin aktivitesini de artirmistir (Sekil 4.11,13,15). Goriildugi gibi,
SA ozellikle POX aktivitesini hem apoplast hem de hiicreselde artirirken, SOD
enziminde ise farkli olarak apoplastik POX’u diislirmiis, hiicresel POX’u artirmistir.
Bugdayla yapilan bir ¢aligmada SA uygulamas: yapilmis iki bugday varyetesi (tuz
stresine tolerant ve hassas) arasinda apoplastik enzimlerin aktivitesinde farkliliklar
belirlenmistir (Mutlu et al. 2009). Calismada, tuza tolerant varyetede SA, POX ve SOD
enzimlerin aktivitelerinde diisiislere neden olabilirken, aksine tolerant varyetede her iki
enzim aktivitesi de artmistir. Bu sonuglar gdsteriyor ki farkl tiir bitki degil, ayni tiiriin
varyeteleri arasinda bile sinyal bilesikleri farkli etkilere sebep olabilmektedirler.
Arpayla yapilan bir ¢aligmada ise bitkiye uygulanan SA’nin hiicresel SOD, POX ve
CAT aktivitelerini artirdigt ve bu artisa bagl olarak bitkinin antioksidan sistemini
yiikselttigi ileri siiriilmiistiir (Janda et al. 1999; Shim et al. 2003; Ananieva et al. 2004).
Bu sonucun c¢alismamizla uyumlu oldugu goriilmektedir. SA uygulamasiyla bu
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 ile ilgili baska kaynaklar da bulmak
miimkiindiir (Singh and Usha 2003; Sairam et al. 2004; Imran et al. 2007).Bu sonuglara
gore SA’nin bugdayda 6zellikle hiicresel antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigi
ileri stirtilebilir. Diger taraftan SA uygulamalarinin hiicrelerde oksidatif hasara yol agan

reaktif oksijen bilesikleri (ROT) iizerindeki etkileri incelendiginde, SA, H,O, ve O,"
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anyonu igsel seviyelerini diisltirmiis (Sekil 4.25,27), buna paralel olarak da hiicrelerde
lipid peroksidasyonunun (LPO) bir gdstergesi olan malondialdehid (MDA) miktarinin
azaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.23). ROT bilesiklerinin hiicrelerde diisiiriilmesi ve
buna paralel olarak MDA miktarinin azalmasi, SA’nin antioksidan enzimler tizerindeki
etkilerini  desteklemektedir. ~ Cilinkii ROT  bilesiklerinin  hiicre  ortaminda
temizlenmesinde antioksidan enzimlerin biiyiik rolleri bulunmaktadir (Gratao et al.
2005). SA uygulamasiyla ROT bilesiklerinin igsel miktarinda diisiis oldugunu
destekleyen bazi galismalar bulabilmek miimkiindiir (Kang et al. 2003; Larkindale and
Huang 2004; Imran et al. 2007).

Ayni uygulamanin SDS-PAGE ile apoplastik ve hiicresel proteinlerin profilleri
incelendiginde (Sekil 4.5,17); 0.1 mM SA uygulamasinin, kontrole gore, yaklasik 17,
23 ve 30 kDa biiytikliigiindeki apoplastik polipeptidlerin miktarini artirdigi, buna 47 ve
49 kDA’luk iki polipeptidin miktarini ise diisiirdiigii belirlenmistir. 1 mM SA ise biitiin
polipeptidlerin miktarin1 diistirmistiir(Sekil 4.5). Kislik bugdayla yapilan bir ¢alismada,
bu sonuglarimizi destekler nitelikte sonuclar elde edismis ve sonugta 0.1 mM SA’nin
apoplastik polipeptidleriden bazilarini artirdigi belirlenmistir (Tasgin et al. 2006).
Gorildigi gibi SA’nin diisiik seviyesi apoplastik proteinlerin birikimi tizerinde olumlu
etki yapmaktadir. Hiicresel proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonug¢ gdzlenmesinin
yaninda ¢ok az sayida bant belirlenmesi degerlendirmenin saglikli olmayacagini ortaya

koymaktadir (Sekil 4.17).

5.2. NO uygulamalarindan elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi

NO gaz halinde bir sinyal bilesik oldugu i¢in bitkiye uygulamasinda karsilasilan
zorluklardan dolayi, bitki tarafindan alindiginda parcalanarak NO {ireten bir bilesik olan
sodyum nitroprussid (SNP), NO yerine kullanilmistir. Literatiirde de NO ¢alismalarinda
SNP’nin tercih edildigini gormekteyiz (Laspina et al. 2005). Calismalarimizda bugday
yapraklarina uygulanan SNP (bir NO dondrii), her iki konsantrasyonda da (0.1 ve 1
mM) apoplastik POX aktivitesini artirirken, SOD aktivitesini ise azaltmistir (Sekil 4.1-

3). Hiicresel antioksidan aktivitelerde, aynt SNP uygulamalart POX aktivitesini
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artirmistir, ancak SOD aktivitesini ise digtirmiistiir. CAT aktivitesi ise SNP’nin diisiik
konsantrasyonunda  diiserken, yiiksek konsantrasyonunda yiikselmistir  (Sekil
4.11,13,15). Goriildigi gibi, NO ozellikle POX aktivitesini hem apoplast hem de
hiicreselde artirirken, SOD enziminde ise farkli olarak her iki bolgede de diigtirmiistiir.
Aygigegi ile yapilan bir ¢aligmada bu sonucu destekleyecek veriler belirlenmistir
(Laspina et al. 2005). Diger taraftan NO uygulamalarinin hiicrelerde oksidatif hasara
yol agan reaktif oksijen bilesikleri (ROT) iizerindeki etkileri incelendiginde, NO, H,O;
ve Oy anyonu igsel seviyelerini diisiirmiis (Sekil 4.25,27), fakat hiicrelerde LPO’nun bir
gostergesi olan MDA miktarinin SNP’nin  her iki konsantrasyonu ile arttig1
belirlenmistir (Sekil 4.23). ROT bilesiklerinin hiicrelerde diisiiriilmesi ve buna paralel
olarak MDA miktarinin azalmasi, literatiire gore beklenen bir sonugtur (Wang and
Higgins 2006) Bu galismada ise NO, LPO seviyesini artirmistir. Bunun olas1 en 6nemli
sebebinin bitki farkliligi veya uygulanan SNP’nin konsantrasyonu olabilir. SNP’nin bu
seviyelerinin bugday i¢in yiikksek geldigini diisliniiyoruz. Bitki biliylimesi {iizerine
NO’nun etkilerinde konsantrasyonun son derece énemli oldugu vurgulanmistir (Pedroso
et al. 2000; Zottini et al. 2002). NO’nun yiiksek konsantrasyonlarinin (40-80 pphm)
domates, marul ve Dbezelye bitkisinde biliylimeyi inhibe ettigi, diisiik
konsantrasyonlariin (0-20 pphm) ise bliylimeyi tesvik ettigi ileri striilmistiir (Hufton

et al. 1996; Leshem and Haramaty 1996).

Ayni uygulamanin SDS-PAGE ile apoplastik ve hiicresel proteinlerin profilleri
incelendiginde (Sekil 4.6,18); 0.1 ve 1 mM SNP uygulamalari, kontrole gore, yaklasik
17, 23, 30 ve 47 kDa biiyiikliigiindeki apoplastik polipeptidlerin miktarint artirdigi
belirlenmistir. SNP konsantrasyonlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, 1 mM SNP
bu polipeptidlerin miktarini artirmada 0.1 mM SNP’den daha etkili olmustur (Sekil 4.6).
Literatiirde NO ile bu paralelde yapilan bir aragtirma belirlenememistir. Ancak bizim
calismamizda NO’nunn apoplastik proteinlerin birikimi iizerinde olumlu etki agiktir.
Hiicresel proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonu¢ gdzlenmesinin yaninda ¢ok az
sayida bant belirlenmesi degerlendirmenin saglikli olmayacagini ortaya koymaktadir

(Sekil 4.18).
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5.3. Put uygulamalarindan elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi:

Caligmalarimizda bugday yapraklarina uygulanan Put, her iki konsantrasyonda da (0.1
ve 1 mM) apoplastik POX aktivitesini artirirken, SOD aktivitesini ise diistirmiistiir
(Sekil 4.1-3). Ayn1 enzimlerin hiicresel aktivitelerine bakildiginda, Put uygulamalari {i¢
enzimin aktivitesini de artirmistir.(Sekil 4.11,13,15). Put uygulamalarinin hiicrelerde
oksidatif hasara yol acan ROT bilesikleri tlizerindeki etkileri incelendiginde, Put
uygulamalarinin her ikisi deO, " anyonu igsel seviyelerini disirmistiir (Sekil 4.25,27).
Ilave olarak, 0.1 mM Put uygulamasinin H,O, miktarini diisiirdiigii fakat 1 mM Put bu
bilesik iizerinde artirma yoniinde bir etki yapilmistir. MDA seviyesi ise 6zellikle 1 mM
Put’ta distirilmistir (Sekil 4.23). Genel olarak degerlendirildiginde Put
uygulamalarinin bu parametreleri diisiirdiigli ileri siiriilebilir. ROT bilesiklerinin
hiicrelerde diisiiriilmesi ve buna paralel olarak MDA miktarinin azalmasi, Put’un
antioksidan enzimler tiizerindeki etkilerini desteklemektedir. Put tiitiin bitkisi
tohumlarina uygulandiginda, CAT, POX ve SOD aktivitelerinin arttig1, H,O, miktarinin
azaldig1 ve LPO seviyesinin kontrole yakin degere cekildigi belirlenmistir (Shengchun
Xu et al. 2010). Pinus virginiana’da osmotik streste antioksidanlarin roliine yonelik
calismada kallus kiiltiirlerinde farkli poliamin uygulamalar1 sonucunda putresin’in POX,
glutatyon rediiktaz (GR) ve SOD aktivitelerinin artmasinda spermidin (Spd) ve spermin
(Spm)’den daha etkili oldugu belirtilmistir. Buna ilave olarak, Put, Spd ve Spm
uygulamalar1 sonucunda yapilan deneylerde Put’un uygulamasinin ortamdaki H,O;

miktarinin azalmasinda 6nemli rolii oldugu belirtilmistir (Weiguan et al. 2009).

Ayni uygulamanin SDS-PAGE ile apoplastik ve hiicresel proteinlerin profilleri
incelendiginde (Sekil 4.7,19); 0.1 mM Put uygulamasinin, kontrole gore, yaklasik 17,
23 ve 30 ve 47 kDa biyiikliigiindeki apoplastik polipeptidlerin miktarint artirdig
belirlenmistir. 1 mM Put ise biitiin polipeptidlerin miktarin1 distirmiistir (Sekil 4.7).
Literatiirde Put ile bu paralelde yapilan bir arastirma belirlenememistir. Ancak bizim
calismamizda Put’nun apoplastik proteinlerin birikimi {izerinde olumlu etki agiktir.

Hiicresel proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonu¢ gézlenmesinin yaninda ¢ok az
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sayida bant belirlenmesi degerlendirmenin saglikli olmayacagini ortaya koymaktadir

(Sekil 4.19).

5.4. ABA uygulamalarindan elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi

Calismalarimizda bugday yapraklarina uygulanan ABA, her iki konsantrasyonda da (50
uM ve 100 pM) apoplastik POX aktivitesini artirirken, SOD aktivitesini ise
disiirmiistiir (Sekil 4.2,4). Bitkilerde ABA’nin apoplastik antioksidan enzimleri {izerine
etkileri calistlmamistir. Ayni enzimlerin hiicresel aktivitelerine bakildiginda, ABA,
CAT aktivitesini diistiriirken, POX ve SOD aktivitesini artirmistir (Sekil 4.12,14,16).
Bugdayda yapilan bir ¢alismada bugdayda SOD, POX, CAT aktivitelerinin ABA
uygulamalariyla arttigi belirtilmistir (Sairam et al. 2004). Bizim c¢alismamizda bu
calismadan farkli olarak ABA’nin CAT’1 diislirdiigti belirlenmistir. Diger taraftanABA
uygulamalarinin hiicrelerde oksidatif hasara yol agan reaktif oksijen bilesikleri (ROT)
tizerindeki etkileri incelendiginde, ABA uygulamasi, H;O, ve O, anyonu igsel
seviyelerini diisiirmiis (Sekil 4.26,28), fakat hiicrelerde LPO’nun bir gostergesi olan
MDA miktarmin ABA’nin her iki konsantrasyonu ile arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.24).
ROT bilesiklerinin hiicrelerde diisiiriilmesi ve buna paralel olarak MDA miktarinin
azalmasi, literatiire gore beklenen bir sonugtur (Wang and Higgins 2003). Bu ¢aligmada
ise ABA, MDA diizeyinde bakildiginda LPO seviyesini artirmistir. Bunun olasi en
onemli sebebinin bitki farklilig1 veya uygulanan ABA’nin konsantrasyonu olabilir. Bazi
calismalarda bulgularimizi destekleyen verilere ulasilmislardir. Ornegin, Roychoudhury
et al. (2009) piring bitkilerine 48 saat siiresince uygulanan 100 uM ABA’nin MDA
diizeylerini arttirdig1 rapor etmistir. Diger bir ¢alismada ise, Jiang and Zhang (2001)
misir bitkilerinde, ABA uygulamasinin 12. saatinde lipid peroksidasyon diizeyinde
onemli bir degisime neden olmadigini, ancak 24. saatinde lipid peroksidasyonun arttig1
saptanmistir. Bagka bir ¢alismada sicaklik stresi altindaki kamis (Phragmites communis)
bitkisinin iki ¢esidine ABA uygulamasinin SOD, CAT ve POX aktivitelerini artirdigi,
H,O, miktart ve MDA seviyesini azalttig1 belirtilmistir (Ding et al. 2010). Bu veriler
topluca degerlendirildiginde, ABA’nin konsantrasyona bagli kalmak kosulu ile
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antioksidan enzimlerin aktivitelerini artirdigt ve bu paralelde artan igsel ROT

bilesiklerinin miktarinin diistiriildiigi ileri siiriilebilir.

Ayni uygulamanin SDS-PAGE ile apoplastik ve hiicresel proteinlerin profilleri
incelendiginde (Sekil 4.8,20); ozellikle 100 uM ABA uygulamasinin, kontrole gore,
yaklasik 46 ve 47 kDa biuyiikligiindeki apoplastik polipeptidlerin miktarini artirdig
belirlenmistir. 17, 23 ve 30 kDa biiyiikligindeki polipeptidlerin miktarint ise
disiirmiistiir (Sekil 4.8). Goriildiigi gibi ABA apoplastik proteinler tizerinde SA, NO ve
Put’tan farkl bir etki sergilemistir. Bu ABA’nin ayn1 proteinler iizerinde farkli etkileri
oldugunu gosterebilir. Literatirde ABA’nin apoplastik proteinler iizerinde etkisini
paralelde calisan bir aragtirma belirlenememistir. Ancak bizim g¢alismamiz ABA’nin
apoplastik proteinlerin birikimi iizerinde diizenleyici bir etkisine isaret eder. Hiicresel
proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonu¢ gozlenmesinin yaninda ¢ok az sayida bant

belirlenmesi degerlendirmenin saglikli olmayacagini ortaya koymaktadir (Sekil 4.20).

5.5. Etp uygulamalarindan elde edilen sonu¢larin degerlendirilmesi

Etilen gaz halinde bir hormon oldugu i¢in bitkiye uygulamasinda karsilasilan
zorluklardan dolayi, bitki tarafindan alindiginda pargalanarak etilen tlireten bir bilesik
olan etafon (Etp) etilen yerine kullanilmistir. Literatiirde de etilen caligmalarinda
etafonun tercih edildigini goérmekteyiz (Nandwal 2005). Calismalarimizda bugday
yapraklarina uygulanan Etp, her iki konsantrasyonda da (50 ve 100 ppm) apoplastik
POX aktivitesini artirirken, SOD aktivitesini ise distrmistiir (Sekil 4.2.4). Bitkilerde
Etp’nin apoplastik antioksidan enzimleri {izerine etkileri ¢alisgtlmamistir. Ayni
enzimlerin hiicresel aktivitelerine bakildiginda, Etp uygulamast CAT ve SOD
aktivitesini disiiriirken, POX aktivitesini artirmistir (Sekil 4.12,14,16). Bir ¢alismada
yapilan uygulama ¢alismamizla birebir ortiismese de sonuglarimizi destekleyen bulgular
belirlenmistir (Larkindale and Huang 2004). Etp uygulamasi, H,O, ve O, anyonu igsel
seviyelerini diisirmiis (Sekil 4.26,28), fakat hiicrelerde LPO’nun bir gostergesi olan
MDA miktarinda Etp’nin her iki konsantrasyonu ile istatistiksel anlamda 6nemli

(P<0.05) bir degisim belirlenememistir (Sekil 4.24). ROT bilesiklerinin hiicrelerde
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diistiriilmesi ve buna paralel olarak MDA miktarinin azalmasi, literatiire gére beklenen
bir sonucgtur (Wang and Higgins 2006). Bu calismada ise Etp, MDA diizeyinde

bakildiginda LPO seviyesi lizerinde etkili olamamustir.

Ayni uygulamanin SDS-PAGE ile apoplastik ve hiicresel proteinlerin profilleri
incelendiginde (Sekil 4.9,21); 50 ve 100 ppm Etp uygulamalari, kontrole gore, yaklasik
17, 23, 30 ve 47 kDa biiyiikliigiindeki apoplastik polipeptidlerin miktarint artirdigi
belirlenmistir. Etp konsantrasyonlar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda, 50 ppm Etp
bu polipeptidlerin miktarini artirmada 100 ppm’den daha etkili olmustur (Sekil 4.9).
Literatiirde Etp ile bu paralelde yapilan bir arastirma belirlenememistir. Ancak bizim
calismamizda Etp’nin apoplastik proteinlerin birikimi iizerinde olumlu etki aciktir.
Hiicresel proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonu¢ gozlenmesinin yaninda ¢ok az
sayida bant belirlenmesi degerlendirmenin saglikli olmayacagini ortaya koymaktadir

(Sekil 4.21).

5.6. Ost uygulamalarindan elde edilen sonuclarin degerlendirilmesi

Calismalarimizda bugday yapraklarina uygulanan Ost, her iki konsantrasyonda da (10°
Sve 10° M ) apoplastik POX aktivitesini artirirken, SOD aktivitesini ise diislirmiistiir
(Sekil 4.2,4). Bitkilerde Ost’iin apoplastik antioksidan enzimleri iizerine etkileri
calistlmamistir. Aym enzimlerin hiicresel aktivitelerine bakildiginda, Ost’iin her iki
uygulamasi da CAT aktivitesini artirmistir. POX aktivitesini 10° M azaltmisken, 10° M
artirmistir ve SOD aktivitesini her iki uygulama artirmistir (Sekil 4.12,14,16). Bitkilerde
antioksidan enzim aktiviteleri iizerine memeli cinsiyet hormonlarinin etkileri ile ilgili
sinirl1 sayida bir literatiir bilgi mevcuttur, Dogra and Thukral (1991a) steroid
hormonlarin bugday fidelerinin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkilerini ¢aligmis
ve bu hormonlarin diigiik konsantrasyonlarda (10°-10° M) uygulandiklari zaman CAT
ve POX aktivitelerini artirdiklarini  belirlemiglerdir. Ayni arastirmacilar farkl
caligmalarinda Gstron, testosteron ve progesteronun misir ve bugday bitkilerinde diistik
konsantrasyonlarda POX ve CAT enzim aktivitelerini uyarip, yiiksek
konsantrasyonlarda (10™) ise inhibe ettiklerini ve maksimum aktivitelerin 10 ve 10° M
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konsantrasyonlarda elde edildigini bildirmislerdir (Dogra and Thukral 1994,1996).
Bizim caligmamizda POX aktivitesinde diisiik konsantrasyonun aktiviteyi azaltmasi
disinda ortiismektedir. Diger taraftan Ost uygulamalarinin hiicrelerde oksidatif hasara
yol agan reaktif oksijen bilesikleri (ROT) {izerindeki etkileri incelendiginde, Ost
uygulamasi, 10® M H,0; igsel seviyesini artirmigken, 10° M Ostazaltmustir ve yine
Ost’iin her iki konsantrasyonu O, anyonu icsel seviyelerini diisiirmiistiir (Sekil
4.26,28). Hiicrelerde LPO’nun bir gostergesi olan MDA miktarinmn Ost’iin 10° M

konsantrasyonu ile arttigi, 108 M konsantrasyonu ile azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.24).

Ayn1 uygulamanin SDS-PAGE ile apoplastik ve hiicresel proteinlerin profilleri
incelendiginde (Sekil 4.10,22); Ost’iin her iki konsantrasyonunun, kontrole gbre,
yaklagik 17, 23 ve 30 kDa biiytikliigiindeki apoplastik polipeptidlerin miktarini artirdigi,
17 kDa biytkliigiindeki polipeptitlerde 10® M Ost’nin miktar aha fazla artirdigt
belirlenmistir. Yine 10 M Ost 47 kDa luk bantlarda polipeptitlerin siddetini artirmistir
(Sekil 4.10). Literatiirde Ost ile bu paralelde yapilan bir arastirma belirlenememistir.
Ancak bizim calismamizda Ost’iin her iki konsantrasyonunun, oOzellikle diisiik
konsantrasyonu apoplastik proteinlerin birikimi iizerinde olumlu etkisi aciktir. Hiicresel
proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonu¢ gézlenmesinin yaninda ¢ok az sayida bant

belirlenmesi degerlendirmenin saglikli olmayacagini ortaya koymaktadir (Sekil 4.22).

Bu ¢calismadan elde edilen 6nemli Sonugclar ve Oneriler

1. Apoplastik peroksidaz (POX) aktivitesinin, tiim uygulamalar ile arttid1, apoplastik

stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesininin ise tiim uygulamalar ile azaldigi,

2. Hiicresel katalaz (CAT) aktivitesini, SA, Put, 1 mM NO ve Ost uygulamalarinin
artirdigi, ABA ve Etp uygulamalarinin azalttig1, hiicresel SOD aktivitesini SA, Put,
ABA ve Ost uygulamalarinin artirdigi, NO ve Etp uygulamalarinin azalttig1, hiicresel

POX aktivitesini 10° M Ost hari¢ diger tiim uygulamalarinm artirdig1,
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3. Reaktif oksijen tiirlerinden hidrojen peroksit (H,O;) ig¢sel seviyesini, SA, NO, 0.1
mM Put, ABA, Etp, 10 M Ost uygulamalarinin diisiirdiigii, 1 mM Put ve 10° M Ost
uygulamalarinin arttirdigr ve siiperoksit anyonu (O™) miktarni1 tiim uygulamalarin,
azalttigi  belirlenmistir. Lipid peroksidasyonu (LPO)’nun bir gostergesi olan
malondialdehit (MDA) miktarimin, SA, 1 mM Put ve 10® M Ost uygulamalarinin
azaltigi, NO, 0.1 mM Put, ABA ve 10° M Ost uygulamalarmmartirdigi, Etp

uygulamasinin ise istatistiki anlamda 6nemli bi sekilde degistirmedigi belirlenmistir.

4. Apoplastik ve hiicresel proteinlerin polipeptid profilleri SDS-PAGE’de, 0.1 mM SA,
1 mM NO, 0.1 mM Put, 50 ppm Etp, 10 ® ile 10 ®M Ost uygulamalarinda 17, 23 ve 30
kDa’luk apoplastik polipeptidlerin miktarinin kontrole gore arttigi, ancak 1 mM Put ve
100 uM ABA’da ise azaldig1 belirlenmistir. 45 ve 60 kDa’luk polipeptidlerin miktar
0.1 ve 1 mM SA ile azaldig1 ancak 0.1 mM Put, 50 uM ABA, 50 ile 100 ppm Etp ve 10
% ile 10 ®* M Ost uygulamalrinda arttig1 belirlenirken, ayni bantlarin 1 mM Put ve 100
uM ABA’da kayboldugu belirlenmistir. {lave olarak, 45 ve 55 kDa’luk polipeptidlerin
10 ® M Ost’de, 45 kDa’luk olanin ise 0.1 ve 1 mM NO’da kayboldugu ve 24 kDa
agirlgindaki polipeptidin 100 ppm Etp’da azaldigi belirlenmistir. Hiicresel SDS-
PAGE’de; 29 ile 36 kDa arasindaki polipeptidlerin, 0.1 mM SA, 1 mM NO, 1 mM Put,
50 ile 100 pM ABA, 50 ile 100 ppm Etp ve 10 ® ile 10® M Ost’de arttig1, buna karsilik

0.1 mM NO ve Put uygulamalarinda azaldigi belirlenmistir

Antioksidan enzim aktivileri, reaktif oksijen tiirlerindeki miktar degisiklikleri ve SDS-
PAGE analizlerinin genel incelenmesi 1s18inda, konsantrasyonlart goéz Oniinde
bulundurularak, Etp ile ABA’nin bitkide biyokimyasal siirecte ayn1 sinyal iletim yolunu
kullandiklari, yine konsantrasyonlar goz 6niinde tutularak SA, NO, Put, Etp ve Ost’ iin
birbirine yakin veya benzer sinyal iletimi yollarinda siirece katildiklar

distiniilmektedir.
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