
 
BĠTKĠ STRES CEVABINDA ÖNEMLĠ SĠNYAL 

BĠLEġĠKLERĠNĠN BUĞDAY (Triticum aestivum)‘DA 

HÜCRESEL VE APOPLASTĠK PROTEĠNLERĠN 

DEĞĠġĠMĠ ÜZERĠNE 

ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 
 

Salim ÇERĠĞ 
 

Yüksek Lisans Tezi  

Biyoloji Anabilim Dalı  

Prof. Dr. ÖkkeĢ ATICI 

2011 

Her hakkı saklıdır 



 

 

ATATÜRK ÜNĠVERSĠTESĠ  

FEN BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ  

 

 

 

YÜKSEK LĠSANS TEZĠ 

 

 
 
 

BĠTKĠ STRES CEVABINDA ÖNEMLĠ SĠNYAL BĠLEġĠKLERĠN 

BUĞDAY (Triticum aestivum)’DA HÜCRESEL VE APOPLASTĠK 

PROTEĠNLERĠN DEĞĠġĠMĠ ÜZERĠNE ETKĠLERĠNĠN 

ARAġTIRILMASI 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

Salim ÇERĠĞ 

 

 

 

 

 

 

 BĠYOLOJĠ ANABĠLĠM DALI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ERZURUM 

2011  

Her hakkı saklıdır 

  



 

 

 



 

i 

 

ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi  

 

BĠTKĠ STRES CEVABINDA ÖNEMLĠ SĠNYAL BĠLEġĠKLERĠNĠN BUĞDAY (Triticum 

aestivum)’DA HÜCRESEL VE APOPLASTĠK PROTEĠNLERĠN DEĞĠġĠMĠ ÜZERĠNE 

ETKĠLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

Salim ÇERĠĞ 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

DanıĢman: Prof. Dr. ÖkkeĢ ATICI 

 

Bu araĢtırmada, bitkilerde önemli sinyal bileĢiklerinden salisilik asit, nitrik oksit, putresin, 

absisik asit, etilen ve östrojenin buğday (Triticum aestivum cv. Doğu-88) yapraklarında 

apoplastik ve hücresel antioksidan enzimler (katalaz, peroksidaz, süperoksid dismutaz), reaktif 

oksijen bileĢikleri (hidrojen peroksit ve süperoksit anyonu), lipid peroksidasyonu ve apoplastik 

ile hücresel protein profilleri üzerine etkileri araĢtırılmıĢtır. Bitkiler 18/20 
o
C kontrollü normal 

Ģartlarda toplam 15 gün büyütülmüĢlerdir. Bitki yapraklarına 12. gün, 0.1 ve 1 mM salisilik asit 

(SA), nitrik oksit (NO) ve putresin (Put), 50 ve 100 M absisik asit (ABA), 50 ve 100 ppm 

etafon (Etp), 10
-6

 ve 10
-8

 M östrojen (Öst) uygulanmıĢ ve uygulamadan 3 gün sonra bitki 

yaprakları deney materyali olarak kullanılmıĢtır. Uygulamalar sonucu elde edilen bulgular 

kontrol ile karĢılaĢtırılmıĢtır. 

SA, NO, Put, ABA, Etp ve Öst uygulamalarının; apoplastik peroksidaz (POX) aktivitesini 

artırdığı, apoplastik süperoksid dismutaz (SOD) aktivitesini azalttığı belirlenmiĢtir. Hücresel 

katalaz (CAT) aktivitesini, SA, 1 mM NO, Put ve Öst‟ün artırdığı, ABA ve Etp‟un azalttığı,  

SOD aktivitesini, SA, Put, ABA ve Öst‟ün artırdığı, NO ve Etp‟un azalttığı,  POX aktivitesini, 

10
-6

 MÖst hariç tüm uygulamaların artırdığı belirlenmiĢtir. Reaktif oksijen türlerinden hidrojen 

peroksit (H2O2) miktarını, SA, NO, 0,1 mM Put, ABA, Etp ve 10 
-8 

M Öst‟ün azalttığı, 1 mM 

Put ve 10 
-6

M Öst‟ün arttırdığı,  süperoksit anyonu (O
-.
) miktarını tüm uygulamaların azalttığı 

belirlenmiĢtir. Lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesini, SA,1 mM Put ve 10
-8 

M Öst‟ ün azalttığı, 

NO, 0,1 mM Put, ABA ve 10
-6

 M Öst‟ ün artırdığı, Etp‟ un ise değiĢtirmediği belirlenmiĢtir. 

Apoplastik ve hücresel proteinlerin polipeptid profilleri SDS-PAGE (Sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamid jel elektroforezi)‟ de incelendiğinde, SA, NO, Put, ABA, Etp ve Öst 

uygulamalarıyla elde edilen polipeptidlerin 6 ile 66 kilodalton (kDa) arasında olduğu 

belirlenmiĢtir.  

 

2011, 109 sayfa 

 

Anahtar Kelimeler: Apoplast, antioksidan enzimler, lipid peroksidasyonu, reaktif oksijen türü, 

Triticum aestivum, buğday, elektroforez, salisilik asit, nitrik oksit, putresin, absisik asit etilen, 

östrojen. 
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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 ÇERĠĞ 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

 

Supervisor: Prof. Dr. ÖkkeĢ 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. Doğu-88). 

The plants were grown under controlled conditions (18/20 
0
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 µM solution 

of absisic acid (ABA), 50 and 100 ppm solution of ethaphon (Etp) as a donor of ethylene, and 

10
-6

 and 10
-8

 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
-6 

M Est. The endogenonus level of hydrogen 

peroxide (H2O2) was decreased by SA, SNP, 0,1 mM Put, ABA, Etp and 10 
-8 

M Est 

applications while was increased by 1 mM Put and 10
-6 

M Est. All applications of the signal 

coumponds decreased the endogenous level of superoxide anion (O2
-.
). The level of 

malondialdehyde (MDA), an indicator of lipid peroxidation (LPO), was decreased by SA, 1 mM 

Put and and 10
-8 

M Est, while was increased by SNP, 0.1 mM Put, ABA, Etp and 10
-6 

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, 
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1. GĠRĠġ 

Bitkilerde büyüme ve geliĢme, bitkinin kendi içyapısı (metabolizması, genetik 

özellikleri, hormonları vb.) ile onu kuĢatan dıĢ ortam faktörlerinin (su, ıĢık, sıcaklık, 

toprak, nem vb.) ortak etkileri sonucu meydana gelmektedir. Esasında bitkinin büyüme, 

geliĢme ve hangi yönde farklılaĢacağı genetik yapısında belirlenmiĢ olmasına rağmen, 

bu olaylarda iç faktörlerin yanı sıra dıĢ faktörler de önemli oranda etki 

göstermektedirler. Çevreden kaynaklanan abiyotik (su, kuraklık, sıcaklık, ıĢık, tuz vb.) 

ve biyotik faktörler (patojenler vb.) bitkilerin metabolizmasında önemli değiĢikliklere 

yol açarak bu programı geciktirme veya erkene alma Ģeklinde etki ederler. Çevre Ģartları 

olarak da adlandırılan dıĢ faktörler optimum sınırlar içinde büyümeyi olumlu yönde 

etkilerken, bu sınırların dıĢında bitkilerin büyümesini engelleyip, bitkinin strese 

girmesine hatta ölmesine neden olabilirler (KocaçalıĢkan 2004; Erdal 2009). 

Stres, önemli fizyolojik ve metabolik değiĢimlere yol açarak bitkilerde büyüme ve 

geliĢmeyi olumsuz Ģekilde etkilerken, üründe nitelik ve nicelik kaybına (ürün kalitesinin 

ve miktarının azalmasına), bitkinin ve ya organlarının ölümüne yol açabilmektedir. 

Strese dayanıklılık mekanizması bitkilerde iki Ģekilde etkili olmaktadır. Bitkiler ya 

geliĢtirdikleri önleyici mekanizmalarla stres faktörlerinin etkinliğini önlemekte ya da 

tolerans mekanizmalarıyla karĢı koymakta ve yaĢamlarını sürdürmektedirler. Bunun 

dıĢında stres, toprak ve iklimin bitki türlerinin dağılıĢını nasıl sınırlandığının 

anlaĢılmasını sağlar. Bu nedenle stresin oluĢturduğu zarar bitkilerin çevresel streslere 

adaptasyonu ve alıĢma mekanizmalarının altında yatan biyokimyasal ve fizyolojik 

iĢlemlerin anlaĢılması hem tarım hem de çevre açısından büyük önem taĢır (Taiz and 

Zeiger 2006). Günümüzde tarımsal faaliyetler, su baskını, kuraklık, sıcaklık, tuzluluk ve 

patojenite gibi birçok olumsuz faktör tarafından etkilenmektedir. Zor Ģartlarda dayanıklı 

tarım ürünlerinin üretimi için hem biyotik hem de abiyotik faktörlerden sorumlu bitki 

genlerinin sinyal iletim yollarının anlaĢılması gerekmektedir. Bu konuda daha az 

dayanıklı türlerde çalıĢılması veya değiĢik çevresel etkinin bitkide meydana getirdiği 

kompleks mekanizmaların anlaĢılması konusuna ağırlık verilmesi gerektiği 

bilinmektedir (Swami et al. 1999). 
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Bitkisel hormonlar; bitkiler tarafından oluĢturulan ya da bitkiye dıĢardan verilen ve çok 

küçük miktarlarda dahi (on milyonda bir) bitkide büyüme, geliĢme ve diğer fizyolojik 

olayları olumlu yada olumsuz yönde etkileyebilen, meydana geldikleri yerlerde olduğu 

gibi diğer bitki kısımlarına taĢınarak orada da etkinlik gösterebilen organik maddelerdir 

(Baktır et al. 1994; Dobrew et al. 2005). Bitki hormonlarının hücre içerisindeki temel 

iĢlevleri; genel olarak bitkinin hücre bölünmesi, hücre farklılaĢması, organ oluĢumu, 

tohum dormansisi ve çimlenmesi, yaprak ve organ senesensi ile absisyonu gibi temel 

geliĢme basamaklarını düzenlemeleridir (Davies 1995). Bitki hormonları 5 gruba 

ayrılırlar. Bunlardan oksin, giberellin ve sitokininler bitki büyümesini teĢvik ederken, 

etilen ve absisik asit (ABA) ise büyümeyi inhibe edici etki gösterirler (Kadıoğlu 1999). 

Bitki hormonlarının keĢfedilip kimyasal yapılarının aydınlatılmasından sonra, bu 

hormonlara yapıca benzeyen kimyasal maddeler sentetik yolla üretilmeye baĢlanmıĢtır. 

Bu sentetik maddelerin bitkilere dıĢtan uygulandıklarında bitki hormonu gibi etki 

gösterdikleri belirlenmiĢ, büyüme ve geliĢme olaylarındaki etkilerinden ve düzenleyici 

rollerinden dolayı bitki hormonları ile birlikte bu maddelerin hepsine birden „Bitki 

Büyüme Maddeleri‟ ya da „Bitki Büyüme Düzenleyicileri‟ (PGR) olarak 

adlandırılmıĢlardır (BayraĢ 2005). Günümüzde bu bileĢikler içerisinde salisilik asit 

(SA), jasmonik aist, brassinosteroidler, nitrik oksit (NO) ve poliaminler bulunmaktadır 

(Salisbury and Ross 1992; KocaçalıĢkan 2004; Taiz and Zeiger 2005). Diğer taraftan, 

stres Ģartları altındaki bitkilerde stres ve stres çeĢidinin algılanması, belirli hedeflere 

iletilmesi ve strese cevap oluĢturulmasında PGR içerisinde en önemli rolleri olanlar ve 

günümüzde yoğun çalıĢmaların yapıldığı bileĢikler ise ABA, etilen, SA, NO, 

poliaminlerden putresin (Put) ve son yıllarda memeli cinsiyet hormonlarıdır (Asthir et 

al. 2009; Atıcı et al. 2009; Shengchun Xu et al. 2010; Erdal and Dumlupınar 2010; 

Bingru Huang and Jane Larkindale 2004; Weiguan Li et al. 2009; Higgins and Wang 

2006). 

Absisik asit (ABA)  bitkinin dinlenme fazına giriĢinden sorumlu bir düzenleyici olup, 

uyku halini (dormansi) teĢvik eder ve tohumun çimlenmesini engeller. Yaprak, çiçek ve 

meyve dökülmesini hızlandırır ve stomaların kapanmasına neden olur. Yüksek 

konsantrasyonda bu özelliği ile ABA kurak dönemlerde hücreleri korur (KarakuĢ et al. 
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2008; Unyayar et al. 2002; Kireçci et al. 2006). Absisik asit temelde bir büyüme 

inhibitörü olarak bilinir. Fakat bu hormonun, bir bitkinin hayat döngüsü sırasında çeĢitli 

rollere sahip diğer bitki hormonları gibi olduğu bitki fizyologlarının üzerinde hem fikir 

olduğu bir durumdur. Absisik asitin yapısı 1965'li yıllardan beri bilinmesine rağmen 

yüksek bitkilerde ABA sentezinin ayrıntıları henüz tam olarak anlaĢılabilmiĢ değildir. 

Bu konudaki çalıĢmalar iki yol üzerinde odaklanmıĢtır. Bu yollardan ilki farnesil 

pirosfat (FPP) modifikasyonuyla oluĢan direkt yol, ikincisi ise violoksantin gibi 

karotenoid katabolizması tarafından oluĢturulan indirekt yoldur. Bunlardan hangisinin 

diğerine göre daha önemli olduğu tam olarak bilinmemektedir. Fakat yüksek bitkilerde 

her iki yolun aynı anda gerçekleĢmesinin mümkün olduğu ve her iki yolda da mevalonik 

asitin öncül bileĢik olduğu rapor edilmiĢtir (Zeevaart and Creelman 1988). 

ABA bitkilerin özellikle kuraklığa karĢı koymasını sağlayan asıl iç sinyaldir. Bir bitki 

solmaya baĢlayınca yapraklarda ABA birikerek stomaların hızla kapanmasını sağlar. 

Bunun sonucu transpirasyon azalır ve su kaybı önlenir. ABA bekçi hücrelerinin plazma 

zarındaki dıĢa doğru yönelmiĢ potasyum kanallarının açılmasını artırır. Bunu, kalsiyum 

gibi ikinci mesaj taĢıyıcılarını etkileyerek yapar. Potasyum kanallarının açılmasıyla, 

bekçi hücrelerinden büyük miktarda potasyum çıkıĢı olur. Suyun osmotik olarak kaybı, 

bekçi hücrelerin turgorunun azalmasına ve stoma deliğinin küçülmesine yol açar. Bazı 

durumlarda, su kıtlığı kök sistemini gövde sisteminden daha önce baskı altına alır. 

Köklerden yapraklara taĢınan ABA erken uyarı sistemi olarak iĢ görür. Solgunluğa 

özellikle duyarlı olan mutantlar genelde ABA üretmezler (Poschenrieder, Gunse, B. and 

Barcelo, 1989).  

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.1. Absisik asidin genel yapısı 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Abscisic_ac
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Salisilik asit (SA)veya diğer adıyla orto-hidroksi benzoik asit, bitki fenolikleri 

grubundan bir bileĢiktir. Son çalıĢmalar, SA‟nın çevresel streslere karsı, bitki savunma 

cevabı oluĢmasında kullanılan, hormon benzeri doğal bir sinyal molekül olduğunu 

göstermektedir. Bunun yanında, bazı araĢtırıcılar SA‟nın doğal bir bitki hormonu 

olduğunu da kabul etmektedirler. Çünkü SA bitki dokularında çok düĢük 

konsantrasyonlarda sentezlenir ve bitkinin diğer dokularına taĢınarak fizyolojik 

cevapların oluĢumunu sağlar (Kocaçalıskan 2004). 1828‟de Münih‟te ilk kez salisilin, 

söğütten izole edilmiĢ ve sonra söğüt ağacının Latince ismi olan Salix‟ten dolayı 

salisilik asit olarak isimlendirilmiĢtir (Mutlu 2005). SA bitkide aktif bir Ģekilde 

taĢınabilir ve metabolizmaya katılır. Hem de dıĢsal uygulama noktasından bitkinin farklı 

dokularına kolaylıkla yayılabilir (Raskin 1992 a,b). Modern analitik teknikler 

kullanılarak, pek çok önemli bitki türünün salisilatları sentezledikleri bulunmustur. 

SA‟nın en yüksek seviyesi patojen istilasına uğramıĢ bitki doku ve nekrozlarında 

belirlenmiĢtir (Raskin 1992 a,b; Durner et al. 1997; Mani and Metraux 1998). Birçok 

araĢtırmacı, SA‟nın ultraviyole ıĢığı, kuraklık, soğuk ve tuz stresi gibi birçok çevresel 

streslerde bitki cevabını düzenlediğini göstermiĢtir (Sakhabutdinova et al. 2004; Atıcı 

and Nalbantoğlu 2003; TaĢgın et al. 2003, 2006).Buna ek olarak, soğuk Ģartlaraltındaki 

bitkilere dıĢsal SA uygulaması, direk veya dolaylı olarak antioksidan enzim 

aktivitelerini değiĢtirebilmektedir (TaĢgın et al. 2006). SA‟nın antioksidan enzim 

aktiviteleri üzerine etkisi, H2O2 metabolizmasını düzenlemek ile iliĢkili olduğu öne 

sürülmüĢtür (Janda et al. 2003). SA, zayıf bir deterjan özelliği gösterdiği ve hücre 

yüzeyinin elektrik yükünü değiĢtirdiğinden, hücre içerisindeki bazı antioksidan 

enzimlerin hücre dıĢına sekresyonunda rol oynadığı yönünde görüĢler de bulunmaktadır 

(Minibaeva and Gordon 2003a). Ancak, SA‟nın yukarıda belirtilen pek çok fizyolojik 

ve biyokimyasal etkilerine rağmen, içsel SA‟nın bu mekanizmadaki düzenleyici rolü 

henüz tam olarak anlaĢılamamıĢtır (Janda et al. 2003; TaĢgın et al. 2006). 
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ġekil 1.2. Salisilik asidin genel yapısı 

Uzun yıllardan beri canlılarda varlığı bilinen nitrik oksit (NO: azot monoksit), son 

yıllarda hem memelilerde hem de bitkilerde anahtar bir sinyal molekül olarak dikkatleri 

üzerine çekmiĢtir. NO‟nun bitkiler tarafından salındığı ve bitki büyümesi üzerine olan 

etkileri ancak 1970‟lerin baĢında anlaĢılmıĢtır (Anderson and Mansfield 1979; Klepper 

1979). 1998 yılında NO‟nun bitki savunma sinyali olarak tanımlanmasından sonra NO 

ve bitki biyolojisi ile ilgili çalıĢmalarda kayda değer bir artıĢ olmuĢtur (Neill et al. 2002, 

2003). 

NO‟nun bitki büyüme ve geliĢmesinde, biyotik ve abiyotik stres koĢullarında muhtemel 

rolleri günümüze kadar yapılan çalıĢmaların baĢlıca konuları arasındadır. Birçok 

biyolojik süreçte görev alan NO hem bitki savunma mekanizmasında bir sinyal molekül 

olarak hem de büyüme ve geliĢmede hormonal özelliklere sahip bir bileĢik olarak rol 

oynamaktadır (Dellodenne et al. 1998; Beligni and Lamattina 1999a). NO yaprak 

geniĢlemesi, tohum çimlenmesi ve deetiyolasyonu teĢvik ederken, hipokotil ve internod 

uzamasını inhibe etmektedir (Beligni and Lamattina 2000). Bitki büyümesi üzerindeki 

etkide NO‟nun konsantrasyonunun son derece önemli olduğu vurgulanmıĢtır(Anderson 

and Mansfield 1979). NO‟nun yüksek konsantrasyonlarının (40-80 ppm) domates, 

marul ve bezelye bitkisinde büyümeyi inhibe ettiği, düĢük konsantrasyonlarının (0-20 

ppm) ise büyümeyi teĢvik ettiği ileri sürülmüĢtür (Takahashi and Yamasaki 2002). 

Kuraklık, tuzluluk, düĢük ve yüksek sıcaklık gibi çeĢitli abiyotik stres koĢulları altında 

da NO‟nun etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu tip stres koĢulları altında reaktif oksijen türleri 

(ROT; Reactive Oxygen Species) açığa çıkmakta ve hücrelerde birçok oksidatif yıkım 

olayı baĢlamaktadır. Stres koĢulları altında sinyal iletim yolunda görev alan NO aktif 

oksijen türleri ile karĢılıklı etkileĢim halindedir. NO tarafından lipid peroksidasyonunun 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8e/Salicylic-acid-skelet
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inhibisyonu, NO‟nun potansiyel antioksidan rolünü iĢaret etmektedir (Beligni and 

Lamattina 1999b). Eksojen olarak uygulanan NO‟nun, ayrıca bitkilerde katalaz, 

peroksidaz ve akonitaz enzimlerinin inhibisyonunda (Clark et al. 2000), hücre çeperi 

lignifikasyonunda (Ferrer and Ros Barcelo 1999), bekçi hücrelerinde iyon kanallarının 

düzenlenmesinde (Garcia Mata et al. 2003), kloroplast ve mitokondri fonksiyonlarında 

(Yamasaki et al. 2001), hücre ölümü (Pedroso et al. 2000a), senesens ve yaralanma 

sinyalinde (Leshem 1996; Leshem and Haramaty 1996; Hung and Kao 2003) önemli 

roller üstlendiği belirtilmiĢtir. NO gaz halinde bir bileĢik olduğu için, araĢtırmalarda 

eksojen NO uygulamalarında kontrollü bir uygulama yapılamadığından, NO‟nun yerine 

suda kolayca çözünebilen ve bitkide metabolize olduğunda NO üreten bir bileĢik olan 

sodyum nitroprussid (SNP) kullanılmaktadır. Bu nedenle SNP‟ye NO donörü de 

denilmektedir (Higgins and Wang 2006). 

 

 

 

ġekil 1.3. Nitrik oksid‟in genel yapısı 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 1.4. Sodyum nitroprussid‟in genel yapısı 

Bir aminoasit türevi olan poliaminlerin; putresin (Put), kadaverin (Cad), spermidin 

(Spd) ve sermin (Spm) olarak 4 tipi bulunmaktadır. Bunlardan putresin ve kadaverin bir 

diamin, spermidin bir triamin ve spermin ise bir tetraamindir (Smith 1979; Liu et al. 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:Sodium-nitroprusside-
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Sodium-nitroprusside-
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2000).Poliaminler bitki bünyesinde serbest olarak ya da fenolik asitlere, protein, nükleik 

asit gibi makromoleküllere veya diğer düĢük molekül ağırlı bileĢiklere bağlı olarak 

bulunurlar (Evans and Malmberg 1989; Bagni and Tassoni 2001).Poliaminler hücre 

farklılaĢması, geliĢmesi ve bölünmesine düĢük konsantrasyonlarda etki ederler 

(Gallardo et al. 1996). Poliaminlerin çeĢidinin dokuya ve geliĢim evrelerine göre 

farklılık gösterdiği ve bağlı aminlere sadece kökte rastlandığı bilinmektedir (Bonneau et 

al. 1994). ÇalıĢmalarda poliaminlerin hücre duvarı kesitlerinde, vakuollerde, mitokondri 

ve kloroplastlarda bulunduğu ortaya konmuĢtur (Torrigiani 1987; Serafini-Fracassini et 

al., 1991; Tiburcio 1994).Poliaminler somatikembriyogenez de dahil olmak üzere sap 

veya gövde kalınlaĢmasını, çiçeklenmeyi, kök büyümesi ve geliĢmesini, yumru 

geliĢimini, meyve olgunlaĢmasını düzenlemektedirler (Hanzawa et al. 2000; Antognoni 

et al. 20002; Fos et al. 2003; Couée et al. 2004).  Bitki dokularında poliaminlerden 

putresin genellikle en yüksek oranda bulunandır. Bazı çalıĢmalarda portakal, portakal 

suyu, mandalin, greyfurt suyu, ketçap, donmuĢ yeĢil bezelye ve fermente soya sosu gibi 

test edilen besinlerin kilogramında 40 mg putresin bulunmuĢtur. Spermidin ise 

sperminden daha yüksek oranda bulunur. Baklagiller, armut, soya, karnabahar ve 

brokoli gibi besinlerde spermidin kilogramda 30 mg olarak bulunduğu tespit edilmiĢtir 

(Kalac and Karusava 2004). 

Poliaminlerin seviyelerindeki artıĢ özellikle potasyum eksikliğinde, su eksikliği, tuz 

stresi, asit stresi, oksijensizlik ve çevresel streslere karĢı yanıt olarak ortaya çıkar 

(Flores et al. 1989). Çünkü poliaminler aminoasitdekarboksilaz reaksiyonuyla H 

tüketerek intrasellülar pH‟ı ayarlar (Flores et al. 1995). Genel olarak poliamin miktarı 

meristematik ve aktif büyüme özelliğindeki dokularda yüksek oranda bulunurken 

senesensli dokularda düĢük oranda bulunur (Neves et al. 2002). Poliaminler kısaca, 

doğrudan ornitin dekarboksilaz tarafından ornitinden veya dolaylı olarak arjinin 

dekarboksilaz tarafından arjininden sentez edilir (Sannazźaro et al. 2003). 
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ġekil 1.5. Putresinin genel yapısı 

Etilenalken sınıfına giren bir gazdır ve doymamıĢ bir hidrokarbon olup, karbonları 

arasında, çift bağ içerir (ġekil 1.6.) (Arshad and Frankenberger 2002). Etilenin kapalı 

formülü C2H4‟tür ve açık formülü H2C=CH2 Ģeklinde gösterilebilir. Etilenin IUPAC 

(Uluslarası Temel ve Uygulamalı Kimya Birliği) adı „eten‟dir (Tüzün 1996). Etilen 

renksiz, yanıcı bir gazdır ve tatlı bir kokuya sahiptir. Etilen kaynama noktası - 103.71 

ºC, erime noktası -169.15 ºC, donma noktası -181 ºC ve molekül ağırlığı 28.05 olan bir 

gazdır (Zimmermann and Walzl 2009). Yoğunluğu 0,978 g/dm³ olan etilen lipidlerde 

suya oranla yaklaĢık 14 kat daha yüksek derecede çözünebilir (Arshad and 

Frankenberger 2002). Pek çok bitki dokusunda etilen tamamen karbondioksite 

oksitlenebilir. Yüksek bitkilerin yaklaĢık tüm organları etilen üretebilir. Ayrıca, üretim 

hızı doku tipine ve geliĢim evresine bağlıdır. Bununla birlikte, meyve olgunlaĢması, 

yaprak absisyonu ve çiçek senesensi sırasında da etilen üretimi artar. Ayrıca aĢırı su, 

donma, hastalık ve sıcaklık veya kuraklık stresi gibi fizyolojik stresler ve yaralanma da 

etilen biyosentezini uyarır (Anonim 2003). Burg and Thimann (1959) etileni gaz 

kromatografisi ile incelemiĢler ve bu inceleme sonucunda etileni fizyolojik özellikleri 

bakımından bitki büyüme düzenleyicisi olarak adlandırmıĢlardır. Adam and Yang 1979 

yılında etilen biyosentez yolunu keĢfetmiĢlerdir. 

 

 

 

 

 

ġekil 1.6. Etilenin genel yapısı 

Etilen gaz halinde bir bileĢik olduğu için, araĢtırmalarda eksojen etilen uygulamalarında 

kontrollü bir uygulama yapılamadığından, araĢtırmalarda etilen yerine suda kolayca 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Cadaverine-2D-skelet
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Ethene-2D-fl
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Cadaverine-2D-skelet
http://tr.wikipedia.org/wiki/Dosya:Ethene-2D-fl
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çözünebilen ve bitkide metabolize olduğunda etilen üreten bir bileĢik olan Etafon 

(Etaphone) kullanılmaktadır. Bu nedenle etafona etilen donörü de denilmektedir 

(Saito et al. 1998). Ethephon, bitki tarafından absorbe edilen ve bitkinin geliĢimini 

engelleyen etilenin hücreler arasında serbest kalmasını sağlamaktadır. Ethephon değiĢik 

bitki geliĢim dönemlerinde uygulanarak bitkilerin büyüme ve geliĢmelerini 

düzenlemektedir. Bitki tarafından absorbe edilen ethephon büyümeyi engelleyerek 

olgunlaĢmayı hızlandırmaktadır. Aynı zamanda ticari olarak meyve ve sebzelerin 

olgunlaĢtırılmasında da kullanılmaktadır (Anonim 2003). 

 

 

 

 

 

ġekil 1.7. Etafonun genel yapısı 

Östrojenler, memeli hayvanların diĢilerinde mensturasyon döngüsünde önemli rol 

oynayan bir grup steroid hormondur. Östrojenler hem erkek hem kadınlarda bulunmakla 

beraber, üreme yaĢında kadınlarda seviyeleri çok daha yüksektir. Memelilerde bulunan 

üç ana östrojen,östradiol, östriol ve östron'dur. Östrojenler büyüme, farklılaĢma ve 

iĢlevsel yöndenhedef dokularda anahtar düzenleyici olarak görev yaparlar. En 

etkinovaryum östrojeni olan östradioldür. Sonra sırasıyla östriol ve en az etkili 

olanöstrondur. Bu hormonlar vücutta enzimatik reaksiyonlarla androjenlerden 

sentezlenirler. 

 

 

 

 

 

ġekil 1.8. Östradiolün genel yapısı 

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Steroid_hormon
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%96stradiol&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%96striol&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%96stron&action=edit&redlink=1
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Memeli cinsiyet hormonlarının bitkilerde de bulunduğunu ve sentezlendiğini ilk olarak 

1926 yılında Dohrn et al. ileri sürmüĢlerdir. Daha sonra 1930‟lu yıllarda Butenandt and 

Jacobi (1933) and Skarzynski (1933)‟de bu hormonların bitkilerde varlığını bildirmiĢtir. 

Bitkilerde memeli steroid hormonlarını belirlemek için, çok düĢük miktarlarda bulunan 

bu bileĢikleri belirleyecek ve adlandıracak çok hassas ve güçlü cihazlara ihtiyaç 

duyulur. Bitkilerde memeli cinsiyet hormonlarını belirlemeye yönelik yapılan ilk 

çalıĢmalarda, Bennet et al.  (1966) hurma ağacı tohumlarından östronu izole ettiler. 

Rompuy and Zeevaart (1979) kober renk reaksiyonunu adlı analitik metodu kullanarak 

östrojen benzeri maddeleri belirlediler. Leboeuf et al. (1964) Holarrhena floribunda 

yapraklarında, Gawienowski ve Gibbs (1968) ise elma tohumlarında progesteronun 

varlığını TLC (ince tabaka kromatografisi) ve GC (gaz kromatografisi) metodlarını 

kullanarak tesbit ettiler. TLC ve GC çok güvenilir bir metod olmadığından daha sonra 

radioimmunoassay metodu (RIA) kullanılmaya baĢlanmıĢtır. RIA kullanılarak 520‟den 

fazla familya ve 128 tür üzerinde yapılan çalıĢmalarda, milyarda bir seviyesinde hassas 

belirlemeler yapılmıĢtır. Simons and Grinwich (1989), çalıĢılan bitkilerin yaklaĢık 

%80‟ninde androsteron ve progesteron, %70‟inde testosteron ve dihidrotestosteron ve 

%50‟sinde östrojenlerin bulunduğunu bildirmiĢlerdir. Yapılan çalıĢmaların sonucunda 

steroidlerin miktarının bitkinin türüne, organına ve geliĢimine bağlı olarak 

değiĢebileceği belirlenmiĢtir. RIA metodunu kullanarak Gingko biloba, Zea mays ve 

Brassica campestris bitkilerinde ve bu bitkilerin polenlerinde östrojen ve β-östradiol 

varlığını belirlemiĢler ve aynı araĢtırmacılar daha sonra da çiçeklenme sürecinde total 

östrojen ve β-östradiol konsantrasyonlarındaki değiĢimi göstermiĢlerdir (Zhang et al. 

1991). Ġlk olarak belirlendikleri 1926 yılından günümüze kadar bitkilerde memeli 

cinsiyet hormonlarının oluĢumu ve fizyolojik fonksiyonları üzerine çok sayıda araĢtırma 

yapılmıĢ olmasına rağmen, onların metabolizmaları ve etki mekanizmaları halen tam 

olarak aydınlatılamamıĢtır. Özellikle generatif organlarda tespit edilmelerinden dolayı 

çiçeklenme ve üreme üzerine etkili oldukları düĢünülmekte ve bitki büyüme 

regülatörleri olarak kabul görmemektedirler (Janeczko and Skoczowski 2005; Li et al. 

2006; Gruz et al. 2008; Novak et al. 2008, Simerski et al. 2009). 
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Bitkiler hayatları boyunca sıra dıĢı sıcaklıklar, fazla ıĢık, hava kirliliği, kuraklık, 

tuzluluk, patojenler, ağır metaller ve çeĢitli kimyasallar gibi pek çok elveriĢsiz çevre 

Ģartlarına maruz kalırlar (Shim et al. 2003; Gratao et al. 2005). Tüm bu olumsuz 

faktörler bitki hücrelerinde oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres altında bitki 

bünyesine zarar veren reaktif oksijen türleri (ROS) üretilir (Minibaeva and Gordon 

2003). Oksidatifstres de singlet oksijen (
1
O2), hidrojen peroksit (H2O2), süperoksit 

anyonu (O2
-.
) ve hidroksil radikallerini (

.
OH) içeren reaktif oksijen türlerinin zarar veren 

içsel konsantrasyonlara yükselmesine neden olur. Süperoksit gruplarından hızlı bir 

Ģekilde oluĢan singlet oksijen, hücre zarlarının glikolipid, fosfolipid, sterol ve gliserid 

yapısındaki doymamıĢ yağ asitleri ile reaksiyona girerek peroksitler, aldehitler, hidroksi 

yağ asitleri ve pentan gibi çeĢitli lipid peroksidasyon ürünlerini oluĢtururlar. Süperoksit 

anyonu (O2
-.
), oksijene bir elektronun aktarılmasıyla oluĢur. Bu reaksiyonenzimatik 

olarak çeĢitli organellerde meydana gelebilir. Moleküler oksijenin, 

oksidatiffosforilasyon esnasında NADPH-oksidaz veya ksantin-oksidaz gibi 

enzimlerinkatalizörlüğünde süperoksit radikali meydana gelir (Stahland Sies 2002). 

Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler, ferrodoksinler gibi yüzlerce molekül 

aerobik ortamda oksitlenirken süperoksit oluĢumuna neden olurlar. ÇeĢitli 

dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak üzere yüzlerce enzimin katalitik etkisi sırasında 

ürün olarak süperoksit radikali oluĢabilir. Plazma membranlarında da süperoksit üreten 

NAD(P)H oksidaz enziminin varlığı belirlenmiĢtir(Vionella and Macri 1991).Süperoksit 

radikali oldukça reaktiftir ve lipidlerin yanı sıra diğer biyokimyasal bileĢenlerin de 

oksidasyonuna sebep olur. Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran hasarı, hücresel 

toksisite ve DNA‟daki tek zincir kırıklarıyla iliĢkisi olduğu belirtilmiĢtir (Fridovich 

1995). Ayrıca süperoksit radikali, hidrojen peroksitle reaksiyona girerek çok daha 

toksik bir molekül olan hidroksil radikalini üretebilir. Haber-Weiss reaksiyonu olarak 

bilinen bu reaksiyon demir ve bakır gibi metallerin katalizörlüğünde oldukça hızlı 

gerçekleĢir. Süperoksit radikali, yüksek katalitik etkiye sahip süperoksit dismutaz 

(SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu azalır. SOD tarafından 

katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi olarak adlandırılır (Halliwell 

1984).Hidroksil radikali (•OH), en aktif ve en toksik oksijen radikali olup üretildiği 

her yerde birçok molekül ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlaĢtırıcı 

radyasyonun (x-ıĢınları) etkisiyle su moleküllerinin homolitik kırılması sonucunda 
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oluĢtuğu gibi hidrojen peroksit molekülünün metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik 

indirgenmesi ile de oluĢabilir (Stahl and Sies 2002). Hidroksil radikalinin sebep olduğu 

en önemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir 

reaksiyonudur. •OH‟ın baĢlıca hedefi yağ asitleri olup zar lipidlerinin peroksidasyonu 

zarın yapısını bozar ve geçirgenliğini artırıp hücre ölümüne sebep olabilir (Nishiyama et 

al. 1998).Hidrojen peroksit (H2O2), oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile 

indirgenmesiyle ya da süperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon 

tepkimeleri sonucu oluĢur. Süperoksitin oluĢtuğu yerlerde önemli miktarda H2O2‟de 

üretilir. Fotosentetik elektron transport zinciri H2O2‟nin üretiminden sorumludur. 

H2O2‟nin üretildiği baĢka bir kaynak fotorespirasyonla glikolatın oksidasyonunun 

meydana geldiği, peroksizomlardır. Ayrıca biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu 

indirgenmesinin gerçekleĢtiği solunum iĢlemleri sırasında ve genellikle flavoproteinlerle 

gerçekleĢtirilen reaksiyonlarla da oluĢturulur (Slesak et al. 2007). Yapısında 

paylaĢılmamıĢ elektron içermediğinden radikal özellik taĢımaz. H2O2‟nin oksitleyici bir 

tür olarak bilinmesinin nedeni demir ve bakır gibi metal iyonlarının varlığında hidroksil 

radikalinin öncülü olarak davranmasıdır. H2O2 özellikle proteinlerdeki hem grubunda 

bulunan demir ile tepkimeye girerek yüksek oksidasyon düzeyindeki reaktif demir 

formlarını oluĢturur. Bu formdaki demir çok güçlü oksitleyici özelliklere sahip olup, 

hücre zarlarında lipid peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baĢlatabilir. Oksitleyici 

özelliği nedeniyle biyolojik sistemlerde oluĢan H2O2‟nin ortamdan uzaklaĢtırılması 

gerekir. Bu görevi hücrelerdeki önemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz 

yerine getirir (Halliwell 1984). 

Organizmadaki serbest radikal oluĢumunun artıĢına veya antioksidan savunma 

sisteminin yetersizliğine bağlı olarak oksidan-antioksidan dengesinin radikaller lehine 

bozulması sonucunda, hücre içerisinde biyomoleküller ile serbest radikaller kolaylıkla 

reaksiyona girerler ve zincirleme reaksiyonları baĢlatarak yeni serbest radikal 

oluĢumuna neden olurlar (Augustin et al. 1997).OluĢan serbest radikaller, biyolojik 

sistemlerde çeĢitli anormalliklere ve çok önemli biyokimyasal-fizyolojik hasarlara 

neden olduğu belirlenmiĢtir. Bu serbest radikaller; proteinler, lipidler, karbohidratlar ve 

nükleik asitlerin doğal yapılarının bozulmasına sebep olabilmektedirler (ġimĢek 1999; 
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Kuru 2007). ROS seviyesini kontrol etmek için bitkiler birkaç enzimatik ve non-

enzimatik antioksidant sistemleri geliĢtirirler. Bazı stres Ģartları altında antioksidant 

kapasitesi oksidatif hasarların zararlı etkilerini azaltmaya yeterli olmayabilir. Bu stresi 

yasayan bitkiler, süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX) vb. 

antioksidant enzimlerin aktivitelerini düzenleyen bir mekanizmaya sahiptir (Gechev et 

al. 2002; Gratao et al. 2005). 

Serbest radikallerin uyardığı hücre yıkımında önemli bir mekanizma da doymamıs yağ 

asitlerinin oksidatif yıkımı olan lipid peroksidasyonudur (LPO). Lipid 

peroksidasyonumembran bütünlüğünün yok olmasına, hücrenin elektrolitlere 

geçirgenliğinin artmasına neden olur. Özellikle Ca ve Na iyonlarının hücre içerisine 

kontrolsüz geçiĢi, hücrenin enerji oluĢturan mekanizmalarını etkileyebilir. Ġntrasellüler 

Ca iyonlarındaki artıĢ; protein ve lipitlerde daha fazla hasara neden olabilecek proteaz 

ve fosfolipazı aktive eder. Bu aynı zamanda DNA'da yapısal hasara ve hücre ölümüne 

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 doymamıs yağ asitlerine etki etmektedirler (Wood and 

Smith 1991). Çoklu doymamıs (poliansatüre) yağ asitlerinin oksidatif yıkımı, lipit 

peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukça zararlıdır. Çünkü kendi kendini devam ettiren 

zincir reaksiyonu seklinde ilerler. Lipid peroksidasyonu ile oluĢan membran hasarı geri 

dönüĢümsüzdür (Akkus 1995). DoymamıĢ yağ asitlerinin peroksidasyonunda, 

malondialdehid (MDA) meydana gelir (Yılmaz et al. 2003).MDA yağ asidi 

oksidasyonunun spesifik ya da kantitatif bir indikatörü değildir, fakat lipid 

peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gösterir. Bu sebeple organizmada 

oluĢan LPO düzeyini ölçmek için MDA seviyelerinin ölçümü, araĢtırmalarda sıklıkla 

kullanılan bir yöntemdir. MDA, tiyobarbitürik asit ile pembe renkli bir kompleks 

oluĢturmakta ve oluĢan bu çözeltinin absorbans değerlerinden LPO'nun derecesi 

saptanmaktadır (Yılmaz et al. 2003; Kuru 2007). 

Antioksidan terimi, zararlı bir forma dönüĢmeksizin Reaktif oksijen türleri (ROS)‟ni 

temizleyebilen bileĢikler için kullanılmaktadır. Bitki dokuları normal ve stres 
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koĢullarında hücreleri ROS etkisinden korumak için, bazı enzimler (SOD, CAT ve POX 

gibi) ve düĢük moleküler ağırlıklı antioksidanlar (glutatyon, askorbat, karotenoidler, 

tokoferoller) ihtiva ederler. Antioksidan enzimler koordineli bir Ģekilde ROS‟ları 

temizlerler veya onları daha az toksik olan bileĢiklere metabolize ederler. Bitkiler 

apoplastik bölge dahil bütün hücre alt yapılarında antioksidan sisteme sahiptirler 

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

Bitki hücrelerinde bulunan önemli bir antioksidan süperoksid dimutaz (SOD; E.C 

1.15.1.1) enziminin, süperoksid radikalini, hidrojen peroksit vemoleküler oksijene 

çevirebildiği anlaĢılmıĢtır (Sairam and Srivastava 2000; Eyidoğan etal. 2003; 

Minibaeva and Gordon 2003). 

2O2 + 2 ־H+                    H2O2 + O2 

SOD‟un biri sitoplazmada, diğeri mitokondride olmak üzere iki izoenzimi vardır. 

Ökaryotlardaki mitokondriyal SOD, karakteristik Mn
++

muhtevası ve amino asit dizilisi 

bakımından birçok bakterininkine benzer. Buna karsılık sitoplazmadaki ise tamamen 

farklı yapıya sahiptir ve Cu
++

ile Zn
++

iyonu ihtiva eder. Bu enzimler oldukça yüksek 

konsantrasyonda ve aktif bulunur. Çünkü mitokondride kullanılan oksijenin %1 ile 5 

arası süperokside dönüsmekte ve ancak yüksek bir SOD aktivitesi tarafından bertaraf 

edilebilmektedir. Birçok çevresel ve biyotik streslerde gerek apoplastik gerekse toplam 

hücresel SOD miktarının üretiminde artıĢ olduğu belirlenmiĢtir (Hernandez et al. 2001; 

Minibaeva and Gordon 2003a; Eyidoğan et al. 2003; Mutlu et al. 2009). 

Peroksidaz (POX; E.C 1.11.1.7), H2O2‟yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi çok 

sayıda aromatik bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizleyen(Bergmeyer and Grabl 

1983) ve HEM prostetik grubuna sahip bir proteindir (Banci 1997; Kim et al. 2000). 

Çoklu moleküler formlara ve geniĢ bir hücre altı dağılımına sahip olan POX, bitkilerde 

büyük oranda bulunur. POX, elveriĢsiz çevresel faktörler altında üretilen zararlı oksijen 

radikallerinin seviyesini düzenler ve bitki hücresinin en önemli koruyucu enzimlerinden 
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birisidir (Bakardjieva and Christov 1996). Molekül ağırlıkları 35-100 kDa arasında 

değiĢmektedir. POX‟lar aĢağıdaki reaksiyonu katalizlerler. 

AH2 + H2O2                                 A + 2H2O 

POX‟ların spesifik aktivite, substrat ilgisi, kofaktörler, inhibitörlere hassasiyet ve 

optimum pH gibi biyokimyasal özellikleri farklı olan çok sayıda izoenzimleri bulunur. 

POX‟lar organizmaya bağlı olmakla birlikte 3 sınıfa ayrılabilirler (Banci 1997). 

1. Hücre içi (simplastik) peroksidazlar 

2. Hücre dısı (apoplastik) peroksidazlar 

3. Salgılanan bitki peroksidazları 

DüĢük sıcaklık, tuzluluk, parazit enfeksiyonu, patojenler, UV-ıĢık tesirleri gibi çesitli 

stres faktörlerinden yüksek seviyede etkilenen POX aktivitesi, bu enzimin stres enzimi 

olarak anılmasına sebep olmuĢtur (Kerby and Somerville 1992; Bakardjieva and  

Christov 1996; Chanda and Singh 1997; Lee and Lin 1996a,b; Kim et al. 2000; TaĢgın 

et al. 2006).  

Katalaz (CAT; E.C 1.11.1.6) bitki dokularında çok yüksek dağılım göstermektedir. 

Aerobik organizmaların hepsinde omurgalılarda, omurgasızlarda, bitkilerde ve 

mantarlarda bulunmaktadır (Bergmeyer and Grabl 1983). CAT yüksek 

konsantrasyondaki H2O2‟nin 2 elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini 

katalizleyen demir porfirin içeren tetramerik ve yüksek molekü ağırlığına sahip bir 

enzimdir (McChung 1997; Chaudiere and Ferrari 1999). Aynı zamanda CAT, düsük 

H2O2 konsantrasyonlarında alkoller, askorbat ve fenol içeren indirgenmis substratları 

kullanarak peroksidatif aktivite gösterebilir (Chaudiere and Ferrari 1999). CAT‟ın görev 

aldığı reaksiyonlar asağıdaki gibidir. 

2 H2O2                                2H2O + O2 (Katalitik Aktivite) 
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ROOH + AH2                             H2O+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite) 

Pek çok bitki hücresinde enzimin büyük bir kısmı, H2O2‟nin yüksek olduğu 

peroksizomlarda bulunur. CAT çok az miktarda mitokondri matriksinde de bulunur. 

CAT‟ın bitki dokusunda H2O2‟nin uzaklaĢtırılmasında önemli rol oynadığı belirtilmiĢtir 

(Patkowski and Urbanek 2003). CAT‟ın temel fonksiyonu, moleküler O2 

mevcudiyetinde metabolizmanın bazı kademelerinde sentezlenen radikal karakterli 

H2O2‟nin ve ROOH gibi bir peroksitin radikalliğini gidererek özellikle membranlarda 

oluĢabilecek geri dönüĢümsüz hasarları engellemektedir. Zira H2O2, singlet oksijen ve 

hidroksil radikallerinin potansiyel kaynağıdır (Scandalios 1993; Chaudiere and Ferrari 

1999). 

Apoplast (ekstraselular alan) hücre çeperini de içine alan bitki hücrelerinin 

ekstraprotoplastik matriksi olarak tanımlanır (Dietz 1997). Apoplast, bitkinin içsel bir 

çevresidir. Bizim vücudumuz lenf ve doku sıvısı gibi içsel bir çevreye sahip olmasıyla 

benzer Ģekilde, bütün bitki hücreleri de apoplast (ekstarselular ve interselular alanlar) 

adı verilen sıvı bir ortamla kuĢatılır. Apoplast, geliĢme, beslenme, sinyal iletimi ve 

savunma gibi pek çok olayın meydana geldiği dinamik bir bölgedir. Bizim 

vücudumuzdaki içsel çevrenin çok önemli fonksiyonlarına karĢılık, apoplastın dinamik 

fonksiyonu da bitki hayatının devamında pek çok Ģeyden önce gereklidir (Kim et al. 

2000; Atıcı and Nalbantoğlu 1999, 2003; TaĢgın et al. 2006). 

Apoplastik matriks birçok enzimatik ve enzimatik olmayan bileĢenleri içerir (Dietz, 

1997; Atıcı and Nalbantoğlu 1999, 2003; TaĢgın et al. 2006). Bunlar iyonlar, Ģekerler, 

aminoasitler, fenolik bileĢikler ve organik asitler, proteinler (peroksidazlar ve 

hidrolazlar gibi) ve hücre çeperi bileĢenlerini (sellulaz, pektin ve glikoproteinler gibi) 

içine alır. Apoplastik enzim aktiviteleri büyüme Ģartlarına bağlı olarak değiĢir (Brune et 

al.1994; Blinda et al., 1997; Ramanjulu et al. 1999). Apoplastın bitkinin intrasellular 

alanından (simplast) çok daha düĢük miktarda çözünebilir protein ve enzim içeriğine 

(Dietz 1997) ve oldukça düĢük pH(5-6)‟ya sahip olduğu düĢünülür (Grignon and 

Sentenac 1991). Apoplastik alanda meydana gelebilecek bir değiĢiklik simplasta (hücre 
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içi) zarar verebilir sonuç olarak hücre ölümüne sebep olabilir. Apoplast çevresel 

sinyalleri algılayan ilk bitki bölümü olmasından dolayı, plazma membranı ile birlikte 

çeĢitli çevresel sinyallerin fark edilmesine ve uyum sağlanmasına, aynı zamanda 

cevabın oluĢmasına da karıĢtığı ileri sürülmüĢtür (Gao et al. 2004). Tuzlu ortamlarda 

büyüme Ģartları, ağır metaller, soğuk stresi, hava kirliliği, patojen saldırıları ve diğer 

stres faktörlerinin apoplastın protein kompozisyonunu değiĢtirdiğini göstermiĢtir (Brune 

et al. 1994; Ramanjulu et al. 1999; Atıcı and Nalbantoğlu 1999, 2003; TaĢgın et al. 

2006). 

Stres toleransını düzenleyen sinyal moleküllerle yapılan çalıĢmalar, bitkilerin olumsuz 

çevrelere nasıl uyum sağladıklarını anlamamıza büyük katkı sağlamaktadır. Ancak, 

literatürde stres toleransını düzenleyen sinyal bileĢiklerle (ABA, etilen, nitrik oksit, 

salisilik asit vb.) yapılan çalıĢmalar incelendiğinde, her bir sinyal bileĢiği farklı bir 

bitkide çalıĢılmıĢ ve o sinyal bileĢiğinin çalıĢıldığı bitkideki düzenleyici mekanizmaları 

açıklanmaya gidilmiĢtir. Özetle tek bir bitkide bu bileĢikler birlikte çalıĢılmadığından, 

bir bitki strese cevap oluĢtururken sinyal iletim yolları hakkında belirgin bir fikir 

edinilememektedir. Böyle bir durumda literatürde önemli bir boĢluk olduğu görülmekte 

ve Ģöyle bir soru akla gelmektedir. Stres toleransını düzenleyen bu sinyal bileĢikleri, bir 

bitkide, aynı sinyal iletim yolunu mu kullanmaktadırlar? Yoksa strese cevap esnasında 

her biri farklı bir tarzda etki ederek ayrı sinyal iletim yolunu mu kullanmaktadırlar? Bu 

yüzden bu çalıĢmada bitkilerde stres toleransını düzenleyen bileĢiklerden bazıları (ABA, 

etilen, nitrik oksit, putresin, salisilik asit ve östrojen) tek bir bitkide çalıĢılarak, 

kullandıkları sinyal iletim yolları açıklanmaya çalıĢılmıĢtır. Bu amaçla buğday bitkisi 

(Triticum aestivum) kontrollü normal Ģartlarda yetiĢtirilmiĢ ve her seferinde farklı bir 

sinyal bileĢiği kullanılarak, apoplastik ve simplastik antioksidan enzimlerin aktiviteleri, 

lipid peroksidasyonu ve hidrojen peroksit içeriği ile apoplastik ve simplastik 

proteinlerin elektroforezi (PAGE) çalıĢılmıĢ ve elde edilen bulgular kontrolleri ile 

karĢılaĢtırılmıĢtır. Böylece çalıĢmada kullanılan sinyal bileĢiklerinin sinyal iletim yolları 

hakkında edinilen bulgular kullanılarak, ortak sinyal iletim yolu kullananlar ve farklı 

sinyal iletim yolu kullananlar belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmadan elde edilen 
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bulguların büyük bir çoğunluğu literatür için yeni olduğundan çalıĢma özgün ve 

literatürde önemli bir boĢluğu dolduracağı düĢünülmektedir. 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Uzun yıllardan beri insan vücudunda biyokimyasal streslerin belirlenmesinde 

hidrojenperoksitin (H2O2) bir biyolojik iĢaret olarak kullanılması (Halliwell et al. 

2000) ve oksidatif stresler sırasında miktarının artması, bitkilerle ilgilenen bilim 

insanları için bitkilerde de bu molekülün stresin bir iĢareti olduğu fikrini uyandırmıĢtır 

(Cheeseman 2006). Mevcut bilgiler, bitkilerdeki önemli sinyal dizinlerinde H2O2‟nin 

var olduğunu göstermektedir. Bu olaylara patojen saldırısını (Wojtaszek 1997; Orozco-

Ca´rdenas etal. 2001; Kachroo et al. 2003), stoma hareketleri (Chen and Gallie 2004), 

kazanılmıĢ sistemik direnci (Chen et al. 1993) ve programlanmıĢ hücre ölümlerini 

(Levine et al. 1994) örnek verebiliriz. Bununla birlikte H2O2‟nin hücrelerde hızlı bir 

Ģekilde metabolize edilmesi ve dokulardaki gerçek seviyesinin ne olduğu ile ilgili 

belirsizlikler, strese verilen cevap mekanizmalarını anlamayı zorlaĢtırmaktadır. 

Bitkisel dokularda H2O2 konsantrasyonunun düĢük olduğunu gösteren birçok çalıĢma 

mevcuttur. Örneğin, bezelyelerle yapılan bir çalıĢmada dıĢarıdan 6–8 mM H2O2 

uygulandığında, bitkide doku hasarlarına ve hücre ölümlerine sebep olduğu gibi SO 

(Bhattacharya et al. 2004) ile Rubisco‟nun (Badger et al. 1980) inhibisyonunu da 

sağladığı görülmüĢtür (Levine et al. 1994). Diğer taraftan canlıların çoğu gibi bitkilerde 

de H2O2‟yi çarpıcı seviyede metabolize eden mekanizmalar mevcuttur. Örneğin, 10 mM 

H2O2 ile muamele edilen hücre bu miktarı 10 dakikadan daha az sürede metabolize 

edebilmektedir (Levineet al. 1994). Bitkisel dokularda H2O2‟nin düĢük olması ile ilgili 

baĢka çalıĢmalar da vardır. Bu çalıĢmalardan birinde tütün (Patykowski and Urbanek 

2003) yapraklarında normal Ģartlarda gram dokuda 0.15 μmol, Ģeftali meyve dokusunda 

0.35 μmol (Brennan and Frenkel 1977) ve mangrov bitkisinde 0.067 μmol (Parida and 

Das 2005) olduğu tespit edilmiĢtir. Bu çalıĢmaların aksine, yaprağın gram dokusundaki 

H2O2 seviyesinin çok daha yüksek olduğunu belirten çalıĢmaları da görmekteyiz. 

Örneğin, Chaparzadeh et al. (2004), oda Ģartlarında geliĢimini sürdüren kadife çiçeğinde 

(Calendula officinalis) gram dokuda 6 μmol gibi yüksek H2O2 olduğunu rapor etmiĢtir. 

Benzer baĢka bir çalıĢmada oda Ģartlarında yetiĢtirilen Phragmites australis bitkisinin 

yabani formlarının yapraklarında gram dokuda 5 ile 15 μmol H2O2 belirlenmiĢtir 
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(Velikova and Loreto 2005). Bu çalıĢmalarda H2O2‟nin seviyesiyle ilgili farklı 

değerlerin verilmesi biyolojik çeĢitlilikten ziyade, deneylerde kullanılan metodoloji ve 

deneysel belirsizliklerden kaynaklanmaktadır (Cheeseman 2006). Örneğin, mısırla 

yapılan çalıĢmalardan birinde gram dokudaki H2O2 miktarı 20 μmol (Tewari et al. 2004) 

bulunurken, baĢka bir araĢtırıcı 0.1 μmol (Kim et al. 2003) olarak bulmuĢtur. Her iki 

araĢtırmacının çalıĢmalarına baktığımızda, farklı metotlarla H2O2 miktarını 

belirlediklerini görmekteyiz. 

Lipid peroksidasyonu, hücre zarı lipidlerinin serbest radikallerle (süperoksit anyonu, 

singlet oksijen, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali) etkileĢmesi sonucu ortaya çıkar 

ve sonuçta hücresel zarların bozulmasına yol açar. Bu peroksidasyonun derecesi, 

hücresel düzeyde stresin sebep olduğu hasarın hem ölçütü hem de yansıması olduğu 

kabul edilmektedir (De Azevedo Neto et al. 2006). Stres Ģartlarında, doymamıĢ yağ 

asitlerinin peroksidasyon ürünü olarak ortaya çıkan malondialdehit (MDA) miktarındaki 

artıĢ, hücre zarlarının yapısal bütünlüğünün bozulduğunu gösteren iyi bir indikatördür 

(Posmyk et al. 2005). Yüksek sıcaklığa maruz bırakılmıĢ arpa yapraklarının membran 

lipid peroksidasyonu düzeyinde artıĢ belirlenmiĢtir (Kappen 1981). Bazı ağır metallerin 

toksik dozlarının bitkilerde lipid peroksidasyonu uyardığı tespit edilmiĢtir (De Vos et al. 

1989; 1991; Çakmak et al. 1991; Çınar 2005). Tuzluluğa dayanıklılığı farklı iki fasulye 

çeĢidiyle yapılan bir çalıĢmada, tuz uygulamasıyla hassas varyetede daha fazla olmak 

üzere iki çeĢitte de MDA seviyesinin arttığı belirlenmiĢtir (YaĢar et al. 2008). Bazı 

asma (Vitis vinifera) çeĢitlerine uygulanan kuraklık stresinin lipid peroksidasyonda 

önemli derecede artıĢa sebep olmuĢtur (Yağmur 2008). Kuraklık stresiyle ilgili diğer bir 

çalıĢmada iki kahve türü (Coffea arabica ve C. liberica) orta derecedeki kuraklık 

Ģiddetinde lipid peroksidasyonu görülmezken, Ģiddetli kuraklık stresinde, özellikle 

kuraklığa daha duyarlı olan C. arabica türünde, MDA birikiminin daha fazla olduğu 

gözlenmiĢtir (Cai et al. 2005). Su stresi altında büyütülen buğday fidelerinde lipid 

peroksidasyonunda büyük bir artıĢın olduğu kaydedilmiĢtir (Tatar and Gevrek 2008). 
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Bitkilerde antioksidan enzim sisteminin önemli bir elamanı olan katalaz (CAT) 

enziminin aktivitesine etki eden faktörler (tuz, patojen, soğuk, sıcaklık, kuraklık ve 

sustresi) ile ilgili birçok çalıĢma bulunmaktadır. Üç farklı yulaf çeĢidine bir 

fungalpatojeni muamele edildikten 24 saat sonra, birinde CAT aktivitesi yükselirken, 2. 

örnekte aktivitenin azaldığı belirlenmistir (Vanacher et al. 1998a). Tuz stresi 

altındabüyütülen buğday, pirinç ve salatalık ile yapılan çalıĢmalarda, her üç bitkide de 

CATaktivitesinin düĢtüğü gözlenmiĢtir (Keles and Öncel 2002; Shim et al. 2003). 

Ancak, tuzstresi altında yapılan diğer bir çalıĢmada, Sinameki (Cassia angustifolia) ve 

soyafasulyesi bitkilerinde CAT aktivitesi önemli derecede yüksek olduğu gözlenmiĢtir 

(Agarwal and Pandey 2004; Ghorbanli et al. 2004). Tuz stresine toleransları farklı 

ikiçeĢit dut bitkisiyle yapılan bir çalıĢmada ise, CAT aktivitesinin tuza dayanıklı 

varyetededaha yüksek olduğu belirlenmiĢtir (Sudhakar et al. 2001). Kuraklık, yüksek 

sıcaklık vesu stresine maruz bırakılmıĢ buğday bitkisinde CAT aktivitesinde çok büyük 

bir düĢüĢtespit edilmiĢtir (Keles et al. 2002). Kuraklık stresi uygulanan mercimek 

bitkisinde kökdokusunda CAT aktivitesinde artıĢ gözlenmiĢtir (Öktem et al. 2008). 

Bitkilerde antioksidan enzim sisteminin diğer bir elamanı olan peroksidaz (POX) 

aktivitesine etki eden faktörlerle (tuz, patojen, soğuk, sıcaklık, kuraklık, ozon, besin 

vesu stresi) ilgili birçok çalıĢma bulunmaktadır. Fasulye bitkisi, asit yağmuru, asit 

yağmuru + spermidin veya asit yağmuru + spermin muamelesinde, ilk saatlerde 

POXaktivitesi yüksekken, ilerleyen saatlerde aktivitenin düĢtüğü görülmüĢtür (Velikova 

etal. 2000). Ladin ağacı yapraklarının apoplastında POX aktivitesinin yüksek 

olduğutespit edilmiĢtir (Otter et al. 1997), ancak kuraklık stresi ve ozon 

muamelesiuygulandığında, hücresel ve apoplastik POX aktivitesinin düĢtüğü 

belirlenmiĢtir (Kronfuss et al. 1996). Yüksek ve düĢük nitrat uygulamalarında, genç ve 

olgun buğdaybitkilerinin hücresel ve apoplastik POX aktivitesi karĢılaĢtırıldığında, her 

iki durumdada, hücresel POX aktivitesinin apoplastik POX aktivitesinden yüksek 

olduğubulunmuĢtur (Padu 1999). Yulaf bitkisi, fungal bir patojen ile enfekte 

olduğundahücresel ve apoplastik POX aktivitelerinin düĢtüğü (Vanacker et al. 1998), 

bunakarĢılık patojen ile enfeksiyonlu buğday ve arpada apoplastik POX aktivitesinin 

arttığıgözlenmiĢtir (Bishop 2002). BaĢka bir çalıĢmada, domates bitkileri patojenle 
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muameleedildiğinde, apoplastik POX aktivitesinin yükseldiği belirlenmiĢtir 

(Patykowski et al. 2003). KıĢlık arpa yapraklarında ise apoplastik POX aktivitesinin 

hücresel aktiviteyegöre oranının %394 gibi yüksek bir değerde olduğu ileri sürülmüĢtür 

(Baet et al. 2000). Hindiba (Cichorium intybus) bitkisiyle yapılan bir çalıĢmada ıĢık-

karanlık periyodundaapoplastik POX aktivitesi, ıĢıkta uyarılırken, karanlıkta düĢtüğü 

görülmüĢtür (Boeuf etal. 1999; 2001). Buğday, çeltik, sinameki (Cassia angustifolia) 

bitkisi ve soyafasulyesinde POX aktivitesi tuz stresi ile önemli derecede artmıĢtır (Lin 

and Kao 2000; Sakhabutdinova et al. 2004; Agarval and Pandey 2004; Ghorbanli et al. 

2004). Tuz stresine toleransları farklı iki çeĢit dut bitkisiyle yapılan bir çalıĢmada ise 

apoplastikPOX aktivitesinin tuza dayanıklı varyetede daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir 

(Sudhakar et al. 2001). Son olarak tuz toleransları farklı iki buğday çeĢidinde 

apoplastikPOX aktivitesi tuz uygulamaları ile dayanıklı çeĢitte artarken, hassas çeĢitte 

düĢtüğübelirlenmiĢtir (Mutlu et al. 2009). 

Bitkilerde antioksidan enzim sistemi içerisinde önemli bir görevi olan süperoksit 

dismutaz (SOD) enzimi aktivitesine etki eden faktörlerle (tuz, patojen, soğuk, sıcaklık, 

kuraklık, ozon, besin ve su stresi) ilgili de birçok çalıĢma bulunmaktadır. Oksidatif 

stresaltındaki buğday genotiplerinde SOD aktivitesinde bir değiĢiklik gözlenmezken 

(Sairamand Srivastava 2000), yüksek sıcaklık stresi veya tuz stresi altındaki 

buğdaygenotiplerinde önemli ölçüde artırdığı belirlenmiĢtir (Sairam et al. 2000; 

Eyidoğan et al.2003; Sakhabutdinova et al. 2004). Tuz stresi altındaki çeltik bitkilerinde 

de SODaktivitesinin yüksek olduğu belirlenmiĢtir (Lin and Kao 2000). Buna ilave 

olarak, sinameki (Cassia angustifolia) ve soya fasulyesi bitkisi ile yapılan çalıĢmalarda 

SODaktivitesi tuz stresi ile artmıĢtır (Agarwal and Pandey 2004; Ghorbanli et al. 

2004).Diğer benzer iki çalıĢmada, tuz stresine dayanıklı ve hassas olan iki çeĢit pamuk 

(Meloni et al. 2003) ve Ģeker pancarı (Bor et al. 2003) bitkileriyle yapılan çalıĢmalarda, 

hücresel SOD aktivitesinin tuza dayanıklı varyetelerde daha yüksek 

olduğubelirlenmiĢtir. Su taskını stresine maruz kalan arpa bitkilerinde ise kloroplastik 

SODaktivitesinin düĢtüğü gözlenmiĢtir (Yordanova et al. 2004). Literatürde apoplastik 

SOD aktivitesi üzerine soğuk ve SA‟nın birlikte etkileriniaçıklayan bir çalıĢmaya 

rastlanmamıĢtır. Ancak, tuz stresine toleransları farklı iki çeĢitbezelye (Hernandez et al. 
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2001) ve iki çeĢit dutta (Sudhakar et al. 2001) apoplastikSOD aktivitesinin, tuza 

dayanıklı varyetelerde daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Sonolarak, tuz toleransları 

farklı iki buğday varyetesiyle yapılan bir çalıĢmada SA,dayanıklı varyetede SOD 

aktivitesini düĢürürken, hassasta belirgin bir düzensergilememiĢtir (Mutlu et al. 2009). 

Salisilik asit (SA) ile ilgili yapılan çalıĢmalarda; Salisilik asidin (SA) lipid 

peroksidasyonu üzerine etkileri ile ilgili litaretür bilgisi kısıtlıdır. Taxus chinensis bitkisi 

patojenle muamele edilmiĢ ve MDA seviyesinin arttığı belirlenmiĢ, patojenle birlikte 

SA uygulandığında ise MDA seviyesinin düĢtüğü tespit edilmiĢtir (Yu et al. 2001). Bir 

yıllık üzüm fideleriyle yapılan bir çalıĢmada yapraklara püskürtülen SA‟nın MDA 

seviyesini düĢürdüğü belirlenmiĢtir (Wang et al. 2003). Su stresi altındaki iki buğday 

çeĢidiyle yapılan bir çalıĢmada yapraklara püskürtülen SA‟nın LPO aktivitesini 

düĢürdüğü bulunmuĢtur (Agarwal et al. 2005). Fasulye ile yapılan çalıĢmada tek baĢına 

verilen SA lipid peroksidasyonunu etkilemezken, tuz verilmesiyle artan LPO miktarını 

SA uygulamasının önemli derecede düĢürdüğü bulunmuĢtur (Palma et al. 2009).SA‟nın 

SOD üzerine etkisini inceleyen çalıĢmalarda, SOD aktivitesinin SA uygulamasından 

önemli ölçüde etkilendiğini ortaya koymuĢtur. Örneğin, tuz stresi altındaki buğdaylarda 

hücresel SOD aktivitesinin eksogen (dıĢarıdan) SA uygulaması ile arttığı belirlenmiĢtir 

(Sakhabutdinova et al. 2004). Buna karĢılık, su stresi altındaki buğdaylarda SOD 

aktivitesi yükselirken, SA uygulaması ile düĢtüğü belirlenmiĢtir (Singh and Usha 2003). 

Muz fideleriyle yapılan diğer bir çalıĢmada ise SOD aktivitesi düsük sıcaklık ve SA 

uygulamasıyla artmıĢtır (Kang et al. 2003). Tuz stresi altındaki domateslerde, tuzlu 

koĢullar içsel (endojen) SA miktarını artırmıĢtır. Ancak, belirli bir süre tuza aklime 

edilmiĢ domateslerde içsel SA miktarı daha düĢük bulunmuĢtur. Aynı bitkilerde, hem 

tuz hem SA uygulaması SOD aktivitesini artırmıĢ fakat, yine tuza adapte edilmiĢ 

bitkilerde SOD aktivitesi daha düĢük bulunmuĢtur (Molina et al. 2002). Mısır ve havyar 

bitkisinde yapılan çalıĢmalarda, SA uygulaması POX‟un aktivitesini artırmıĢtır (Dat et 

al. 1998; Padu 1999; Horvath et al. 2002; Yee et al. 2002). Ancak, Cuscuta reflexa ve 

bezelye bitkisinde ise SA‟nın POX aktivitesini inhibe ettiği gözlenmiĢtir (Aebi 1974; 

Srivastava et al. 2001). Muz meyvesi olgunlaĢma süresince SA uygulanmıĢve POX 

aktivitesi ilk günlerde düĢmesine rağmen ilerleyen günlerde tekrar yükselmeye baĢladığı 
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gözlenmiĢtir (Srivastava et al. 2000). Soğuk Ģartlarda (2.5ºC) SA uygulanmıs salatalık 

ve mısır bitkisinde yaprak, kök ve kotiledonlarda POX aktivitesinin kontrol değerleri ile 

aynı olduğu bulunmuĢtur (Kang et al. 2002). Muz bitkisi soğukta yetiĢtirilip SA 

uygulandığında, soğuk ve SA kontrole göre POX aktivitesini artırmıĢtır (Kang et al. 

2003). KıĢlık buğdayla yapılan bir çalıĢmada soğuk stresi+SA uygulamasının apoplastik 

POX‟u artırdığı belirlenmiĢtir (TaĢgın et al.2006). Farklı iki buğday çeĢidiyle yapılan 

bir çalıĢmada ise tuzlu kosullar altında SA uygulaması, apoplastik POX aktivitesini 

dayanıklı çeĢitte artırırken, hassas çeĢitte değiĢtirmediği gözlenmiĢtir (Mutlu et al. 

2009).  

Nitrik oksit (NO) ile ilgili yapılan çalıĢmalarda; Eksojen olarak uygulanan NO patojen 

(Durner et al. 1998; Delledonne 1998), ıĢık (Beligni and Lamattina 2000), yerçekimi 

(Pedrosa and Durzan 2000) ve oksidatif strese (Beligni and Lamattina 1999a) karĢı bitki 

cevaplarını etkilemektedir. Durner et al. (1998) bitki aĢırı duyarlılık cevaplarının (ADC; 

Hypersensitive Response=HR) tetiklenmesi sürecinde, NO in anahtar sinyal rolüne dair 

kanıtlar elde etmiĢlerdir. AĢırı duyarlılık cevabına neden olan tütün mozaik virüsü 

(TMV) ile enfekte olmuĢ tütün bitkisinde NOS aktivitesi teĢvik olmuĢtur ve bu aktivite 

NOS inhibitörleri tarafından inhibe edilmiĢtir. Ayrıca, NO savunma ile ilgili PR-1 

geninin anlatımını ve salisilik asit (SA) biyosentezini teĢvik etmektedir (Draper, 1997). 

Patojen enfeksiyonu sırasında aĢırı duyarlılık cevabı ile ilgili maddelerden biri olan 

fitoaleksinlerin birikimi NO vericisi ile muamele edilmiĢ patates tuberlerinde artıĢ 

göstermektedir (Noritake et al. 1996). Bitki hücrelerinde çeĢitli türdeki yaralanmalar ile 

meydana gelen nekrozdan farklı, genetik olarak belirlenmiĢ ve bazı metabolik olayların 

sonucunda programlanmıĢ hücre ölümü (PHÖ; Programmed Cell Death=PCD) 

gerçekleĢmektedir. ProgramlanmıĢ hücre ölümünde NO in rolü ayrıntılı olarak 

incelenmiĢtir. Örneğin, P. syringae pv maculicola mantarı ile enfekte olmuĢ 

Arabidopsis (tere otu) hücrelerinde NO programlanmıĢ hücre ölümünü teĢvik 

etmektedir (Clarke et al. 2000). 

Çevresel stres koĢulları altında, düĢük konsantrasyonlarda NO uygulanması bitkilerde 

dayanıklılığın artmasına neden olmaktadır. Stres cevaplarında NO in birbirleriyle iliĢkili 
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iki farklı mekanizma ile etkili olduğu önerilmektedir. Bu mekanizmalardan birinde NO, 

farklı stres koĢulları tarafından oluĢturulan aktif oksijen türlerine karĢı doğrudan 

antioksidan etki göstermektedir. NO hızlı bir Ģekilde süperoksit radikalleri ile 

reaksiyona girerek peroksinitriti oluĢturmaktadır. Peroksinitrit ve peroksinitritin 

protonlanmıĢ formları okside edici ajanlar olmakla beraber, bu formlar peroksidlerden 

daha az toksiktir, böylece sınırlı sayıda hücre yaralanması gerçekleĢmektedir (Wink et 

al.1993).Bir baĢka Ģekilde, peroksinitrit H2O2 ile reaksiyona girerek ürün olarak nitrit 

iyonlarını ve oksijeni vermektedir (Martínez et al. 2000). Soya embriyonik süspansiyon 

kültürlerinde NO‟nun süperoksit oranını kayda değer ölçüde azalttığı gösterilmiĢtir 

(Caro and Puntarulo 1998) halindedir. NO tarafından lipid peroksidasyonunun 

inhibisyonu, NO in potansiyel antioksidan rolünü iĢaret etmektedir (Beligni and 

Lamattina 1999a,b). Ciddi kuraklık stresine karĢı toleransı arttıran NO in tek baĢına 

çalıĢmadığı, örneğin Arabidopsis‟ de stoma kapanmasında H2O2ile birlikte çalıĢtıkları 

bulunmuĢtur (Garcia-Mata and Lamattina 2001). Ayrıca yapılan çalıĢmalarda NO in 

sıcaklık ve soğuk stresindeki cevapları da rapor edilmiĢtir. Yonca bitkisinde kısa süreli 

sıcaklık stresi NO sentezinin artmasına, domates, buğday ve mısırda dıĢtan NO 

vericilerinin uygulanması soğuk direncinin oluĢmasına neden olmaktadır (Lamattina et 

al.2003; Leshem 1996). Bitkilerde abiyotik stres etmeni olan kadmiyumun (Cd) 

oluĢturduğu oksidatif strese karĢı ayçiçeği bitkisinde NO in koruyucu rol oynadığı 

Laspina et al. (2005) tarafından rapor edilmiĢtir.Soğuk ve sıcak stresini ardıĢık, NO 

uygulanması ile yüksek düzeyde aktif oksijen türlerinin birikiminin baskılanması, NO in 

antioksidan özelliğini göstermektedir (Neill et al.2002). Diğer Son yıllarda NO‟in 

buğday fidelerinde kuraklıktan kaynaklanan oksidatif strese karĢı koruyucu olduğu 

gösterilmiĢtir (Garcia Mata and Lamattina 2001). 

Putresin (Put)ile ilgili yapılan çalıĢmalarda; (Costa and Bagni 1983), 10
-4

M ve 10
-5

M 

konsantrasyonlarda putresin, spermin ve spermidinin meyve ağaçlarının üzerine 

püskürtüldükten 9 gün sonra meyve verimi ve ürünün attığını gözlemlemiĢlerdir. Bu 

çalıĢmada poliaminlerin hücre bölünmesini etkileyerek ürün artıĢını sağladığı 

belirtilmiĢtir. Bagni (1986), poliaminleri membranların fosfolipitlerine ayrıca nükleik 

asitlere sıkıca bağlanan ve sıcaklık denaturasyonuna karĢı DNA‟yı stabilize eden 
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organik maddeler olarak ifade etmiĢtir. Yine aynı araĢtırmacı Helianthus tuberosus L. 

(yer elması) dormant tuberlerinin labaratuar kültürüne 10-100μM düzeylerinde eksojen 

poliamin uygulandığında baĢka bir büyüme hormonuna ihtiyaç duyulmaksızın kültürde 

hücre bölünmesi ve büyümenin sağlandığını bildirmiĢtir. Sinska ve Lewandawska 

(1991), embriyonal dormansi gösteren Malus domestica (elma) tohumlarıyla yaptıkları 

çalıĢmada putresin ve spermidinin 0.1 ve 1 mMgibi düĢük konsantrasyonlarının 

çimlenmeyi stimüle ettiğini ancak 5 mM gibi yüksekdüzeylerinin çimlenmede etkisiz 

kaldığını ve hatta inhibe edici olduğunu belirtmiĢlerdir. Aynı çalıĢmada spermidinin ise 

bütün konsantrasyonlarda çimlenmeyi engellediği ve engüçlü inhibisyon etkisinin ise en 

yüksek konsantrasyonda olduğu kaydedilmiĢtir. Sharma et al. (1996), çalıĢmalarında 

patlıcan bitkisinin (Solanum melongela) kök geliĢimi ve farklılaĢmasına poliaminlerin 

etkisiyle ilgili yaptıkları çalıĢmalarında, bitkiye poliaminlerden baĢka dıĢsal fitohormon 

vermeksizin poliaminlerin etkisini araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢma sonucunda 0.5 ve 1 mM 

putresin konsantrasyonlarının bitkinin kök geliĢimini olumsuz yönde etkilediğini, 0.5 ve 

1 mM Spermidin uygulamalarının ise kök geliĢimini, kök boyunu ve lateral köklerin 

sayısını önemli derecede artırdıklarını bildirmiĢlerdir. 

Absisik asit (ABA) ile ilgili yapılan çalıĢmalarda; Bakır ve nikel kirliliğinin absisik asit 

seviyesini artırdığı rapor edilmiĢtir (Monniet al. 2001). Kobalt, nikel ve çinko stresi 

altındaki fasulye bitkilerinde absisik asit birikimi görülmüĢtür (Rauserand Dumbroff 

1981).Bitkilerde strese yol açan faktörlerin (düĢük sıcaklık, yüksek sıcaklık, kuraklık, 

tuzluluk) absisik asit üretimini artırdığı konusunda çok sayıda çalıĢma yapılmıĢtır. 

ABA, çeĢitli streslere karĢı bitkinin adaptasyonu arttırdığından dolayı bir stres hormonu 

olarak isimlendirilmiĢtir. Donma toleransının hem bitkilerin kendilerinde (Chen et al. 

1983; Lalk et al. 1985) hem de hücre kültürlerinde (Chen, et al. 1993) ABA tarafından 

arttırıldığı rapor edilmiĢtir. Ayrıca donma sertleĢmesi esnasında, bitkilerin ABA 

içeriğinde geçici bir artıĢ görüldüğü ve ABA'nın donma stresine karĢı adaptasyonunun 

bir endojen düzenleyicisi olabileceği ileri sürülmüĢtür (Chen et al. 1983). Strese girmiĢ 

yapraklarda absisik asit, prolin ve diğer stres metabolitlerinin biriktiği not edilmiĢtir 

(Stewardet al. 1987). Stresin meydana getirdiği absisik asit birikiminin temelde su 

eksikliğinden kaynaklandığı ve turgor eksikliğinin ABA biyosentezini baĢlatan hücre su 
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döngüsünün kritik parametreleri olduğu bilinmektedir. Su potansiyelindeki azalmanın 

stomaların kapanmasına sebep olduğu ve bu duruma maruz kalmıĢ bir yaprakta ABA 

içeriğinin 10 kat artabileceği (Jackson, M.B. and Hall, K.C, 1987) rapor edilmiĢtir. 

Plazmolizis (turgorun zaran)'in ABA üretimini kendiliğinden teĢvik ettiği konusunda 

çok sayıda rapor mevcuttur (Creelman, R.A. and Zeevaart, J.A.D, 1985).Kök ve 

gövdelerin büyümesinde ABA'nın karĢılıklı etkisi ile stres Ģartları altında bitkilerin 

hayatta kalma Ģanslarını arttırdığı kaydedilmiĢtir (Zeevaart, J.A.D. and Creelman, R.A. 

1988). 

Etafon (Etp) ile ilgili yapılan çalıĢmalarda; Ducker et al.(1991) kıĢlık kolzada 

ilkbaharda ethephon uygulamanın bitki boyunu %3.2-8.4 oranında azalttığını, hasatta 

tane kaybını azalttığını ve tane verimini önemsiz olmasına rağmen %1.0-3.4 artırdığını ; 

(Destro et al. 1993) ethephon ve gibberelik asidin ayçiçeğinde erkek kısırlığı üzerine 

etkilerini araĢtırdıkları çalıĢmalarında ethephonun gamet öldürücü özelliği 

bulunmadığını; (Scott 1990) pamukta %60 çiçeklenme döneminde uygulanan 

ethephonun ilk hasattaki kütlü verimini artırdığını; (Zade et al.1994) 50 ppm ethephon 

dozunun ayçiçeğinde dormansiyi kırmada etkili olduğunu ve tohumun çimlenme, çıkıĢ 

ve gücünü artırdığını; (Musnicki et al. 1996) 2It/ha ethephon dozunun ayçiçeğinin bitki 

boyunu azalttığını, tohum verimi, tabla çapını, bitkide tohum verimini, 1000 tohum 

ağırlığını değiĢtirmediğini ve ham yağ oranını azalttığını, (Tobola and Musnicki 

1998)ayçiçeğinde ethephonun etkinliğinin uygulama zamanı, dozu ve uygulamadan 

sonraki hava Ģartlarına bağlı olduğunu; ayrıca yüksek hava sıcaklığının ethephonun 

bitki boyunun kısaltmasındaki etkisini artırdığını; (Gregory et al. 1995) ethephon 

uygulamalarının iki sıralı arpada bitki boyunu kısalttığını, baĢaklanmayı geciktirdiğini, 

çeĢitlere göre verimi kurak Ģartlarda %15 oranında artırdığını ve 240 g/ha'dan fazla 

uygulanacak ethephonun özellikle verimi azalttığını bildirmiĢlerdir. (Takahashi and 

Jaffe 1984), hıyarlarda hormon kontrollü cinsiyet olusumunun rolünü saptamaya 

yönelik olarak yaptıkları çalısmada, AgNO3 (etilen sinyal inhibitörü)‟ ün, IAA, ACC 

(etilen sentezi sırasında anahtar olan enzim) veya etafonun neden oldugu diĢi çiçek 

oluĢumunu kısmen veya tamamen engelledigini tespit etmiĢlerdir. Ceratoides lanata 

(Beyaz adaçayı) bitkisinin tohumları dormansi göstermeyip, tuzlu olmayan kontrollü 
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Ģartlarda %90 çimlenme gösterdikleri belirlenmiĢtir. Ortamda tuzluluğun artıĢıyla (900 

mmol/l NaCL) çimlenme oranının yaklaĢık olarak %10 azaldığı belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmada uygulanan GA‟nın tuzluluğun etkisini düzeltmediği ancak kinetin ve 

fusicoccin maddelerinin tuzluluğun etkisini önemli ölçüde hafiflettiği, etafon maddesini 

ise tuzluluğun olumsuz etkisini tamamen ortadan kaldırdığı saptanmıĢtır (Khan et al. 

2004). 

Östrojen (Öst) ile ilgili yapılan çalıĢmalarda; Dogra and Thukral (1991a), buğday 

tohumlarını 24 saat süresince 10
-4

ile 10
-8

M arasında hazırlanmıĢ farklı solüsyonlar 

içerisinde (östron, 17 β-östradiol, androstenedion, testosteron, 17 hidroksi progesteron, 

pregnenolon asetat, hidrokortizon, hidrokortizon asetat, indolasetik asit, gibberellik asit 

ve kinetin) çimlendirmiĢ ve daha sonra 10 gün sürekli ıĢığa maruz bırakarak, bu 10 

günlük periyodun sonrasında tohum çimlenmesinin, steroidler tarafından 10
-6

ve 10
-8

M 

konsantrasyonlarda önemli derecede artırıldığını, kök ve gövde uzunluklarının tüm 

solüsyonların 10
-6

M konsantrasyonları tarafından maksimum seviyeye ulaĢtığını ve 

çimlenme yüzdesinin indol asetik asit uygulanan tohumlarda en düĢük seviyede 

olduğunu belirlemiĢlerdir. Bu araĢtırmacılar elde ettikleri bulgulardan hareketle, 

steroidlerin bitki hormonlarından daha etkili olduklarını bildirmiĢlerdir. Aynı 

araĢtırmacılar baĢka bir çalıĢmada buğday fidelerinde bazı enzim aktiviteleri, protein ve 

nükleik asit içerikleri üzerine steroidlerin ve bitki hormonlarının etkilerini araĢtırmıĢlar 

ve 10
-6

-10
-8

M konsantrasyonlarda tüm hormonların protein içeriğini, nükleik asit 

içeriğini ve katalaz, peroksidaz, alkalin ve asit fosfataz aktivitelerini önemli oranda 

artırdıklarını bildirmiĢlerdir (Dogra and Thukral 1991). 

Dogra and Thukral bazı steroid hormonların (östron, testosteron, pregnenolon ve 

hidrocortizon) mısır (1994) ve buğday (1996) bitkilerinin protein içerikleri, nükleik asit 

içerikleri ve bazı enzim aktiviteleri (peroksidaz, katalaz, asit ve alkalin fosfataz) üzerine 

etkilerini araĢtırmıĢlar ve çalıĢılan parametrelerin bu hormonların tüm konsantrasyonlar 

tarafından artırılmakla birlikte, düĢük konsantrasyonların (10
-6

ve 10
-8

 M) daha etkili 

olduklarını rapor etmiĢlerdir. Dogra and Kaur (1994) çimlenen buğday tohumlarının 

bazı büyüme ve biyokimyasal parametreleri üzerine östron, progesteron ve 17-alfa-
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hidroksi progesteronun etkilerini araĢtırmıĢlar ve bu hormonların kök ve gövde 

uzunluğu, kök ve gövde kuru ağırlıkları, kök sayısı ve çimlenme yüzdesi gibi 

morfolojik parametreleri uyardıklarını, ayrıca protein içeriği, α-amilaz, peroksidaz ve 

katalaz aktivitelerini de artırdıklarını rapor etmiĢlerdir. Ayrıca bu araĢtırmacılar, 

uygulanan memeli cinsiyet hormonlarının düĢük konsantrasyonlarda (10
-6

ve 10
-8

M) 

yüksek konsantrasyonlara oranla daha iyi sonuç verdiklerini rapor etmiĢlerdir.  Janeczko 

(2000) östrojen ve progesteronun 1μM konsantrasyonda kıĢlık buğday fidelerinin kök 

ve yaprak büyümesini uyardığını, fakat aynı hormonların 10μM konsantrasyonda 

büyümeyi inhibe ettiğini bildirmiĢtir. ROT‟ların toksisitesinin giderilmesi için bitkiler 

hem enzimatik hem de enzimatik olmayan bileĢenlerden oluĢan antioksidan savunma 

sistemine sahiptirler. Optimal koĢullarda bu savunma sistemi yeterli korumayı 

sağlamasına karĢın, stres Ģartlarında organizmadaki serbest radikal oluĢumunun artıĢına 

veya antioksidan savunma sisteminin yetersizliğine bağlı olarak, oksidan-antioksidan 

dengesinin radikaller lehine bozulması sonucunda, hücre içerisinde biyomoleküller ile 

serbest radikaller kolaylıkla reaksiyona girmekte ve zincirleme reaksiyonları baĢlatarak 

yeni serbest radikallerin oluĢumuna neden olmaktadırlar (Augustin et al. 1997).  

OluĢan serbest radikallerin biyolojik sistemlerde çeĢitli anormalliklere sebep olduğu ve 

çok önemli biyokimyasal ve fizyolojik hasarlara neden olduğu bilinmektedir. Bu serbest 

radikaller proteinler, lipidler, karbohidratlar ve nükleik asitlerin doğal yapılarının 

bozulmasına sebep olabilmektedirler (Kuru 2007). Bu durum oksidatif stres olarak 

adlandırılmaktadır. Oksidatif strese karĢı bitkileri daha toleranslı hale getirmek veya 

oksidatif stresin meydana getirdiği olumsuz etkileri minimuma indirebilmek için yoğun 

çalıĢmalar yapılmaktadır. Bu çalıĢmaların bir kısmında antioksidan enzimler veya 

antioksidan maddeleri fazla miktarda oluĢturan transgenik bitkiler üretilirken, diğer 

çalıĢmalarda ise bitkilere büyümeyi düzenleyici maddeler gibi birtakım kimyasallar 

uygulanarak strese karĢı daha dirençli hale gelmeleri amaçlanmaktadır (Bowler et al. 

1992; Creissen et al. 1994). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEMLER 

3.1. ÇalıĢmada kullanılan alet ve cihazlar 

Buzdolabı : Arçelik, TÜRKĠYE, 8190NF 

Spektrofotometre : Shimadzu UVmini- 1240, JAPAN 

Derin Dondurucu (-30 
o
C ) :Arçelik, TÜRKĠYE 

Derin Dondurucu (-80 
o
C ) : Harris, ĠNGĠLTERE 

Ġklim dolabı : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, KORE 

Soğutmalı santrifüj  : Hettich Micro 22 R 

Masa santrifüjü  : Hettich EBA 21 

Elektroforez 

Otomatik pipetler 

: Thermo Scientific, OWL Easycast B1 

: Socorex ve Nichipet EX  

Otoklav : Hirayama, HVE 5, JAPAN 

Saf Su Cihazı  

Manyetik karıĢtırıcı 

: GFL mbh D-30938, GERMANY 

: Chiltem HS31 

Sıcak Su Banyosu 

Vakum pompası 

: Dedeoğlu, TURKEY 

: Edwards, ĠNGĠLTERE 

Hassas terazi : Shimadzu AY220, JAPAN 

Çalkalayıcı : Gallenkamp 

pH Metre : WTW unilab  

KarıĢtırıcı 

 

 

: Fisons Whırlımixer 
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3.2. Kullanılan Çözeltiler ve HazırlanıĢ ġekiller 

AraĢtırma süresince kullanılmıĢ çözeltilerin kullanıldığı yerler ve hazırlanıĢ Ģekilleri 

aĢağıda sunulmuĢtur.ÇalıĢmalarımızda kullandığımız kimyasal maddeler Fuluka ve 

Sigma Ģirketlerinden temin edilmiĢtir. 

1. 0,1 mM salisilik asit çözeltisi: 0.01381 g salisilik asit 900 ml saf suda çözülmüĢ, 1 N 

NaOH ile pH: 5.5‟e kadar titre edilmiĢ ve son hacim saf su ile 1L‟ye tamamlanmıĢtır. 

2. 1mM salisilik asit çözeltisi: 0.1381g salisilik asit 900 ml saf suda çözülmüĢ, 1 N 

NaOH ile pH: 5.5‟e kadar titre edilmiĢ ve son hacim saf su ile 1L‟ye tamamlanmıĢtır. 

3. 0.1 mM nitrik oksit çözeltisi: 1 mM NO çözeltisinden 100 ml alınıp hacim saf su ile 

1 L‟ye tamamlanmıĢtır. 

4. 1 mM nitrik oksit çözeltisi: 0,29795 gr nitrik oksit tartılıp bir miktar alkolde 

çözüldükten sonra hacmi 1L‟ye tamamlanmıĢtır. 

5. 0.1 mM putresin çözeltisi: 1mM putresin çözeltisinden 100 ml alınıp toplam hacim 

1L‟ye tamamlanmıĢtır. 

6. 1 mM putresin çözeltisi: 0,08815 g putresin tartıldıktan sonra hacmi 1L olacak 

Ģekilde saf suda çözülmüĢtür.  

7. 50 µM absisik asit çözeltisi: 0,013215 g Absisik asit bir miktar asetonda çözüldükten 

sonra hacmi saf su ile 1L‟ye tamamlanmıĢtır.  

8. 100 µM absisik asit çözeltisi: 0,02643 g Absisik asit bir miktar asetonda çözüldükten 

sonra hacmi saf su ile 1L‟ye tamamlanmıĢtı. 

9. 10
-4

 Möstrojen çözeltisi: 0,0287 g β-östradiol tartılıp küçük bir miktar metanolde 

çözüldükten sonra üzeri saf su ile 1 L‟ ye tamamlanmıĢtır. 

10. 10
-6 

 M östrojen çözeltisi: 10
-4

 M‟ lık β-östradiol çözeltisinden 10 ml alınıp üzeri saf 

su ile 1 L‟ ye tamamlanmıĢtır. 

11. 10
-8

 M östrojen çözeltisi: 10
-6

 M‟ lık β-östradiol çözeltisinden 10 ml alınıp üzeri saf 

su ile 1 L‟ ye tamamlanmıĢtır. 

12. 50 ppm etafon çözeltisi: 0.05 gr etafon suda çözündükten sonra hacmi saf su ile 1 L 

ye tamamlanmıĢtır.  
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13. 100 ppm etafon çözeltisi: 0.1 g etafon da çözündükten sonra hacmi saf su ile 1 L ye 

tamamlanmıĢtır.  

14. 20 mM Askorbik asit+20 mM CaCl2 çözeltisi (Total apoplastik proteinlerin 

ekstraksiyonu için kullanılan çözelti): 7.4 g askorbik asit ve 5.28 g CaCl2 bir miktar saf 

suda çözülmüĢ ve hacim saf su ile 2 L‟ye tamamlanarak hazırlanmıĢtır.  

15.  0.1 M KH2PO4(pH: 7.0), %1 PVP, 1mM EDTA (Simplastik antioksidan 

enzimlerin homojenizasyon tamponu): 2.72 g KH2PO4 180 ml saf suda çözülmüĢ,1 N 

NaOH ile pH 7.0‟ye kadar titre edildikten sonra saf su ile 200 ml‟ye tamamlanmıĢ ve 

0.5 g PVP ve 0.04 g EDTA ilave edilerek hazırlanmıĢtır. 

16. 103.5 mM KH2PO4, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi ölçümünde kullanılan tampon): 1.4 

g KH2PO4, 80 mL saf suda çözülmüĢ, 1 N NaOH ile pH: 7.5‟e kadar titre edilmiĢ ve son 

hacim saf su ile 100 mL'ye tamamlanmıĢtır. 

17. 40 mM H2O2 çözeltisi (Katalaz aktivitesi ölçümünde kullanılan substrat çözeltisi): 

408 µL %30‟luk H2O2 hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak hazırlanmıĢtır. 

18. 5 mM H2O2 çözeltisi (Katalaz aktivitesi ölçümünde standart grafik hazırlamak için 

kullanılan): 41 µL %30‟luk H2O2 hacmi saf su ile 100mL'ye tamamlanarak 

hazırlanmıĢtır. 

19. 0.1 M Na2HPO4, pH: 5.5 (Peroksidazın aktivitesi ölçümünde kullanılan tampon 

çözeltisi): 3.55 g Na2HPO4 alınarak 200 mL saf suda çözülmüĢ ve pH: 5.5„e 

ayarlandıktan sonra toplam hacim 250 mL'ye tamamlanmıĢtır. 

20. Peroksidaz aktivitesi ölçümünde kullanılan substrat çözeltisi: 54 µL quaikol ve 15 

µL H2O2‟dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak Ģekilde 100 mL 0.1 M fosfat tamponu (pH: 

5.5) içinde çözülerek hazırlanmıĢtır. 

21. 50 mM K2HPO4 (pH: 7.8) (Süperoksit dismutaz aktivitesi ölçümünde kullanılan 

tampon): 2.9 g K2HPO4 200 mL saf suda çözülmüĢ ve son hacmi 250 mL‟ye 

tamamlanmıĢtır. 

22. %5 lik TCA(trikloroasetik asit)(Lipid peroksidasyon aktivitesi homojenat 

çözeltisi): 100 mL saf su içerisine 5 g TCA ilave edilir. TCA tam olarak çözünene 

kadarkarıĢtırılırak hazırlanır. 

23. %0.5 lik TBA(tiobarbutirik asit) (Lipid peroksidasyon aktivitesi reaksiyon 

çözeltisi): 100 mLsaf su içine 20 gram TCA çözülür ve içerisine % 0.5 g TBA ilave 

edilir ve iyicekarıĢtırılarak hazırlanır. 
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24. %5‟lik Ti(SO4)2 (titanyum disülfat çözeltisi) (H2O2 miktarının belirlenmesinde 

kullanılır): 1 gram Ti(SO4)2 20 mL saf suda çözülerek hazırlamıĢtır. 

25. %19‟luk NH4OH (H2O2 miktarının belirlenmesinde kullanılır): 4.16 mL NH3 20 mL 

saf suda çözülmesiyle hazırlanmıĢtır. 

26. 2 M‟lık H2SO4 (H2O2 miktarının belirlenmesinde kullanılır): 40 mL %98‟lik H2SO4 

alınmıĢ 160 mL saf su içerisine ilave edildikten sonra 200 mL‟ye tamamlanarak 

hazırlanmıĢtır. 

27. 13 mM metionin çözeltisi (Süperoksit dismutaz aktivitesi ölçümünde kullanılır): 

0.485 g metionin, 250 mL, 50 mM K2HPO4 (pH:7.8) tamponu içerisinde çözülerek 

hazırlanmıĢtır. 

28. 75 µM NBT (Nitroblue Tetrazolium Klorür) (Süperoksit dismutaz aktivitesi 

ölçümünde kullanılır): 0.015 g NBT, 250 mL, 50 mM K2HPO4 (pH: 7.8) tamponu 

içerisinde çözülerek hazırlanmıstır. 

29. 0.1 mM EDTA (Etilen Daimin Tetra Asetik asit) (Süperoksit dismutaz aktivitesi 

ölçümünde kullanılır): 0.075 g EDTA, 250 mL, 50 mM K2HPO4 (pH: 7.8) tamponu 

içerisinde çözülerek hazırlanmıĢtır. 

30. 2 mM riboflavin(Süperoksit dismutaz aktivitesi ölçümünde kullanılır): 0.038 g 

riboflavin, 1 L saf suda çözülmüĢ, bu çözeltiden 2 mM oluĢturmak için, bundan 60 mL 

alınmıĢ ve 3 mL‟lik reaksiyon karıĢımına pipetlenmistir. 

31.  65 mM K2HPO4, pH: 7.8  (Süperoksit anyonu miktarının belirlenmesinde 

kullanılan tampon): 1,132 g K2HPO4 70 mL saf su da çözülmüĢ pH: 7.8‟e ayarlandıktan 

sonra saf su ile 100 mL‟ye tamamlanarak hazırlanmıĢtır. 

32. 10 mM Hydroxilamine (Süperoksit anyonu miktarının ölçülmesinde kullanılır): 

0,0069 g hydroxilamine alınmıĢ 10 ml saf suda çözdürülerek hazırlanmıĢtır. 

33.  17 mM amonyum benzono sülfonik asit (ABSA) (Süperoksit anyonu miktarının 

ölçülmesinde kullanılır): 0,1472 g alınmıĢ ve 50 ml saf suda çözündürülerek 

hazırlanmıĢtır. 

34. 17 mM 1-Naftilamine (Süperoksit anyonu miktarının ölçülmesinde kullanılır): 

0,243 g 1- Naftilamine alınmıĢ 10 ml asetonda çözülmüĢ ve son hacmi saf su ile 100 ml 

ye tamamlanarak hazırlanmıĢtır. 
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35. 1 M Tris-HCl (pH:6.8) (Elektrforezde jel hazırlamak için kullanılan tampon): 12.1 

g Tris bir miktar saf suda çözüldükten sonra pH‟sı 6.8‟e ayarlanmıĢ ve toplam hacim saf 

su ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

36. 1 M Tris-HCl (pH: 8.8) (Elektrforezde jel hazırlamak için kullanılan tampon): 12.1 

g Tris bir miktar saf suda çözüldükten sonra pH‟sı 8.8‟e ayarlanmıĢ ve toplam hacim saf 

su ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

37. %10‟luk SDS (Elektrforezde jel hazırlamak için kullanılan çözelti): 1 g SDS 

üzerine 9 ml saf su ilave edilerek çok hafif ısıtmak suretiyle, ĢeffaflaĢıncaya kadar 

karıĢtırılmıĢtır. 

38. %30‟luk akrilamid çözeltisi (Elektroforez ayırma jelinin hazırlanmasında 

kullanılan): 30g akrilamid ve 0.8 g bis-akrilamid saf su ile iyice çözüldükten toplam 

hacim 100 mL‟ye tamamlanmıĢ, kullanım dıĢında renkli ĢiĢede 4
o
C‟de saklanmıĢtır. 

39. %10‟luk akrilamid çözeltisi (Elektroforez yığma jelinin hazırlanmasında 

kullanılan): 10 g akrilamid ve 2.5 g bis-akrilamid saf su ile iyice çözüldükten sonra 

üzerine 87.5 ml saf su ilave edilmiĢ, kullanım dıĢında renkli ĢiĢede 4oC‟de saklanmıĢtır. 

40. SDS-PAGE‟de kullanılan yürütme tamponu: 1.5 g Tris ile 7.2 g glisin yaklaĢık 50 

mL saf suda iyice çözülmüĢ ve üzerine 5 mL % 10‟luk SDS ilave edilerek hacmi saf su 

ile 500 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

41. %0.1‟lik brom timol mavisi: 0.1 g indikatör boya, 16 ml 0.1 N NaOH içerisinde 

çözüldükten sonra su ile hacmi 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

42. SDS-PAGE‟de kullanılan numune tamponu: 0.65 mL 1 M Tris-HCl pH: 6.8, 3 mL 

%10‟luk SDS, 1mL %100‟lük gliserin ve 1 mL %0.1‟lik brom timol mavisinden 

karıĢtırılarak toplam hacimleri 10 mL‟ye tamamlanarak hazırlanmıĢ ve bu tampona 

kullanmadan hemen önce 50 µL β-merkaptoetanol ilave edilmiĢtir. 

43. Fixing çözeltisi (Jeldeki proteinleri, boyama öncesi sabitleĢtirmek için kullanılan): 

40ml saf su üzerine 10 g TCA ilave edilerek iyice çözüldükten sonra, 50 ml izopropil 

alkolün yavaĢ yavaĢ ilavesiyle 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

44. Boyama çözeltisi (Elektroforez sonrası jeldeki proteinlerin boyanmasında 

kullanılan): 10 g TCA 58 mL saf suda iyice çözüldükten sonra üzerine 15 g amonyum 

sülfat ilave edilerek bununda çözünmesi sağlanmıĢ ve daha sonra bu karıĢımın üzerine 

15 ml izopropil alkol konulduktan sonra ĢeffaflaĢıncaya kadar magnetik karıĢtırıcıda 

karıĢtırılmıĢtır. Daha sonra ayrı bir beherde 6 ml fosforik asit üzerine 0.6 g Coomassie 
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G-250 azar azar eklenerek iyice çözülmüĢ üzerine daha önce hazırlanan çözelti yavaĢ 

yavaĢ ilave edilerek karıĢtırılmıĢ ve toplam hacim saf su ile 100 ml‟ye tamamlanmıĢtır. 

45. Yıkama çözeltisi (Boyama sonrası jeldeki fazla boyayı uzaklaĢtırmak için 

kullanılan): 100 ml asetik asit üzerine 500 mL metanol 400 saf su ilave edilerek toplam 

hacim 1L‟ye tamamlanmıĢtır. 

3.3. Yöntemler 

3.3.1. Bitkilerin büyütülmesi 

AraĢtırmamızda her türlü iklim ve toprak koĢullarında yetiĢebilecek çok sayıda  

çeĢitlere sahip, gerek dünyada gerekse ülkemizde en fazla yetiĢtirilen tarım ürünü olan 

ve  bölgemizde ekimi yapılan, monokotil bir bitki olan buğdayın (Triticum aestivum)  

soğuğa dirençli bir varyetesi (Doğu-88) kullanılmıĢtır. Buğday tohumları Doğu Anadolu 

Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü‟nden temin edilmiĢtir. Tohum sterilizasyonu için, kuru 

tohumlar çeĢme suyu ile birkaç kez yıkandıktan sonra %10‟luk ticari çamaĢır suyunda 

10 dk bekletilmiĢ ve son olarak saf su ile iyice yıkanmıĢtır. Bitkimiz (1/1) oranında kum 

+ torf kültüründe yetiĢtirilmiĢtir. YetiĢtirme aĢamaları için, farklı gruplarda ve aynı 

Ģartlar sağlanarak, her bir saksıya eĢit miktarda 1/1 oranında kum + torf konularak, her 

bir saksı için 20 gr buğday tohumu ekilmiĢtir. Temin edilen kum önce musluk suyuyla 

birkaç kez daha sonra saf suyla 5 kez yıkanmıĢtır. Torf (nemli ve çok yağıĢ alan yaz 

sıcaklarının düĢük olduğu yörelerde bataklık ve benzeri su altındaki arazilerde yetiĢen 

bitkilerin kısmen çürümesi ve kalın yataklar meydana getirmesi sonucu oluĢur. Asit 

reaksiyonludur. Ph'sı 3.5-4.5 tur. Azot dıĢında besin maddelerince fakirdir. Su tutma 

kapasitesi çok yüksektir). Bitkiler bir iklim dolabında 22/20 
o
C ve 16/8 saat ıĢık-

karanlık periyodunda (20.000 lüks, %70 nem) hazır temin edilmiĢtir. Her saksı on 

beĢinci güne kadar günlük eĢit miktarda çeĢme suyu ile sulanmıĢtır. On ikinci gün 

konsantrasyonları belirlenmiĢ ve hazırlanmıĢ her bir sinyal bileĢiği bir atomizer 

yardımıyla yapraklara püskürtülmüĢtür (onikinci gün bitkilerin ihtiyacına göre su 

verimine ara verilmiĢtir). ĠĢleme bütün yaprakların yıkandığından emin oluncaya kadar 

devam edilmiĢtir. On beĢinci gün yapraklar deney materyali olarak kullanılmıĢtır; 
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a) yapraklardan elde edilen apoplastik proteinlerden antioksidan enzim aktiviteleri, 

b) yapraklardan elde edilen hücresel proteinlerden antioksidan enzim aktiviteleri, 

c) yapraklarda lipid peroksidasyon seviyesinin belirlenmesi (LPO), 

d) yapraklarda hidrojen peroksit (H2O2) miktarı, 

e) yapraklarda süperoksit anyonu(O2
.-
) miktarı, 

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

yapraklardan elde edilen apoplastik proteinlerin çeĢitliliği belirlenmiĢtir.  

g) Hücresel proteinlerin sodyum dodesilsülfat jel elektroforezi (SDS- PAGE) ile 

yapraklardan elde edilen hücresel proteinlerin çeĢitliliği belirlenmiĢtir.  

Yukarıdaki deneylerde ilk önce en etkili sinyal bileĢiği konsantrasyonları belirlenmiĢ ve 

diğer uygulamalarda belirlenen bu kosantrasyonlarda çalıĢmalar yürütülmüĢtür. 

3. 3. 2. Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu ve izolasyonu 

Apoplastik proteinlerin ekstraksiyonu için buğday yapraklarından bir bisturiyle yaklaĢık 

1 cm uzunlukta dikkatlice kesilerek oluĢturulan yaprak kesitleri (7g), kesilen 

bölgelerinden gelebilecek hücresel protein kontaminasyonunu önlenlemek için en az 6 

kez bol su ile iyice yıkanmıĢtır (Hon et al. 1994; Atıcı and Nalbatoğlu 1999a,b). 

Hazırlanan 7 g yaprak kesiti, içerisinde 20 mM askorbik asit ve 20 mM CaCl2 çözeltisi 

bulunan vakumlanabilir bir desikatöre yerleĢtirilmiĢ ve desikatör bir vakum pompası ile 

20 dakika vakumlanmıĢtır. Vakumlanan yapraklar 20 mL„lik enjektörlere dikkatlice 

yerleĢtirildikten sonra, enjektörler birer santrifüj tüpüne konulmuĢ ve 2000 ҳg„de 15 

dakika santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj iĢleminin bitiminde, tüplerin dip kısmında biriken 

apoplastik ekstrakt, apoplastik proteinlerin elde edilmesi için kullanılmıĢtır (Atıcı and 

Nalbatoğlu 1999a,b; Mutlu 2005). Enjektörde kalan ve apoplastik sıvısı uzaklaĢtırılan 

yapraklar ise, simplastik antioksidan enzim aktivitelerini belirlemek için -28
o
C‟de 

saklanmıĢtır. 

Apoplastik proteinlerin izolasyonu için, apoplastik ekstraktlara hacimlerinin 1.5 katı 

soğuk (-28
o
C aseton ilave edilmiĢ ve karıĢım -28

o
C‟de 1 gece bekletilmiĢtir. Ġkinci gün, 
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örnekler 3500 ҳg‟de 20 dakika santrifüj edilmiĢ ve süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra 

apoplastik protein peleti elde edilmiĢtir. Pelet, önce %96‟lık sonra %70‟lik etanol ile 

birer kez dikkatlice yıkanarak oda sıcaklığında kurumaya bırakılmıĢtır. Tamamen 

kurumuĢ pelet, apoplastik enzim aktivitelerinin belirleneceği zamana kadar, -28
o
C‟de 

saklanmıĢtır (Griffith et al. 1992; Hon et al. 1994; Atıcı and Nalbatoglu 1999a, b; 

TaĢgın et al. 2003). 

Enzim aktivitesi ölçümü yapılacağı zaman, apoplastik protein peletleri, 1 mL 0.2 M 

(pH: 7.5) sodyum fosfat tamponu içinde iyice çözülmüĢ ve apoplastik antioksidan 

enzim aktiviteleri ölçümü için hazır hale getirilmiĢtir. 

3.3.3. Hücresel proteinlerin ekstraksiyonu 

Hücresel proteinlerin ekstraksiyonu için, yapraklardan 1 g alınıp soğuk bir havan içine 

konulmuĢ ve üzerine sıvı azot ilave edilerek toz haline gelinceye kadar öğütülmüĢtür. 

Sonra üzerine 5 mL soğuk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden 

0.1 M KH2PO4pH: 7.0) ilave edilmiĢ ve karıĢım bir sanstrifüj tüpüne aktarılarak 15000 

ҳg ve +4
o
C‟de 15 dakika santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj iĢlemi sonucunda elde edilen 

süpernatant hücresel antioksidan enzimlerin aktivite ölümleri için kaynak olarak 

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

3.3.4. Yapraklarda Apoplastik ve hücresel antioksidan enzim aktivitelerinin 

belirlenmesi 

Yukarıda belirtildiği gibi elde edilen apoplastik proteinler fosfat tamponunda (pH: 6.5) 

çözünerek spektrofotometrik yöntemlerle enzimlerin aktiviteleri belirlenmiĢtir. Her bir 

antioksidan enzim için kullanılan kimyasallar ve yöntemler farklıdır. 
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3.3.4.a. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi 

Katalazın (CAT) aktivite tayini için kullanılan yöntem, Havir ve Mchale‟nin (1987) 

Luck‟e (1965) dayandırarak uyguladığı yöntemdir. Bu metotla aktivite ölçümü, CAT 

aktivite ölçüm ortamındaki H2O2‟nin O2 ve H2O‟ya dönüĢümünü sağlarken meydana 

gelen absorbans azalmasının 240 nm‟de izlenmesi esasına dayanır (Havir et al. 1987). 

Reaksiyonda azalan H2O2 miktarını belirlemede kullanılan olan H2O2 standart grafiği 

önceden hazırlanmıĢtır. Bunun için, 5 mM H2O2 çözeltisinden 3 mL'lik 

spektrofotometre tüpüne sırasıyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 

mL konulmuĢtur. Tüpün hacmi saf su ile 1.5 mL'ye tamamlanmıĢ ve her tüpe 1.47 mL, 

103.5 mM KH2PO4 ve 30 µL su ilave edilmiĢtir. Küvet spektrofotometreye 

yerleĢtirildikten sonra 240 nm‟de absorbans köre karĢı okunmuĢtur. Absorbans 

değerlerine karĢılık gelen µM H2O2 değerleri kullanarak standart grafik elde edilmiĢtir. 

Aktivite ölçümü için 3 mL„lik spektrofotometre küvetine, 103 mM KH2PO4 

tamponundan 1.475 mL ve 40 mM„lık H2O2 substrat çözeltisinden 1.5 mL konulduktan 

sonra, 25 µL enzim ekstraktı ilave edilmiĢtir. Küvet spektrofotometreye yerleĢtirildikten 

sonra 240 nm‟de 3 dakika boyunca 1 dakika aralıklarla köre karĢı absorbansı 

okunmuĢtur. Ölçümlerde absorbansın doğrusal olarak azaldığı aralıktan dakika baĢına 

absorbans azalması hesaplanmıĢtır. Bu ortalama absorbans değerleri, standart grafik 

yardımıyla µmol cinsinden H2O2 miktarına dönüĢtürülmüĢtür. 25 
o
Cde, 1 dakika içinde, 

absorbansı 1 µmol azaltan enzim miktarı 1 enzim ünitesi olarak kabul edilmiĢ ve 

sonuçlar g yaprak baĢına düĢen enzim ünitesi (EU/g yaprak) olarak sunulmuĢtur (Gong 

et al. 2001; Mutlu 2005). 
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ġekil 3.1. Katalaz aktivitesi ölçümünde kullanılan standart grafik.  

3.3.4.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi 

Peroksidaz (POX) aktivite tayini, guaikol ve H2O2‟nin substrat olduğu reaksiyonun 

ürünü olan renkli bilesiğin meydana getirdiği absorbans artısının 470 nm‟de izlenmesi 

esasına dayanmaktadır (Angelini et al. 1989). 

Aktivite ölçümü için spektrofotometre küvetine; 100 mL 0.1 M, NaH2PO4 (pH: 5.5) ve 

5 mM guaikol içeren substrat çözeltisinden 3 mL konulduktan sonra, üzerine 10 μL 

enzim ekstraktı ilave edilmiĢtir. 470 nm‟de 5 dakika boyunca absorbans artıĢı 1 dakika 

aralıklarla kaydedilmiĢ ve absorbansın doğrusal olarak arttığı kısımdaki absorbans artıĢı 

1 dakikaya oranlanmıĢtır. 25 
o
C‟de 1 dakikada, absorbansı 0.01 artıran enzim miktarı 1 

enzim ünitesi olarak kabul edilmiĢ ve sonuçlar g yaprak baĢına düĢen enzim ünitesi 

(EU/g yaprak) olarak sunulmuĢtur (Ye et al. 2002; Mutlu 2005). 
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3.3.4.c. Süperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi 

Süperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) süperoksit 

radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD 

enzimi tarafından engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi esasına 

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

Reaksiyon karıĢımı (3 mL); 50 mM KH2PO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 75 µM NBT, 

2µM riboflavin ve 0.1 mM EDTA içermektedir. Aktivite ölçümü için 3 mL 

spektrofotometre küvetine yukarıdaki riboflavin içermeyen reaksiyon karısımdan 2.84 

ml alınmıĢ ve üzerine 100 µL enzim ekstraktı pipetlenmiĢtir. Reaksiyon, tüp üzerine 

100 µM‟lık riboflavin çözeltisinden 60 µL pipetlenip karıĢtırıldıktan hemen sonra, 

beyaz bir ıĢık kaynağı önüne yerleĢtirmek suretiyle baĢlatılmıĢtır. Tüp, ıĢık kaynağının 

karĢısında 15 dk. tutulmuĢ ve reaksiyon ıĢık kaynağının kapatılmasıyla durdurulmuĢtur. 

15 dk. içerisinde NBT‟nin renk açılma yoğunluğu 560 nm‟de köre karĢı okunmuĢtur. 

Kör; aynı iĢlemin enzimsiz örneğinden oluĢmaktadır. SOD aktivitesinin 1 ünitesi, 560 

nm‟de gözlenen NBT indirgenmesinin % 50 inhibisyonuna neden olan enzim miktarı, 1 

enzim ünitesi olarak kabul edilmiĢ ve değerler EU/g yaprak olarak sunulmuĢtur (Mutlu 

2005). 

3.3.5. Lipid peroksidasyon aktivitesinin belirlenmesi 

Lipid peroksidasyonu için 0.5 g yaprak alınarak 5 mL %5‟lik TCA içinde homojenize 

edildikten sonra elde edilen homojenat 10.000 x g„de 15 dakika santrifüj edilmiĢtir. 

Tüpün süpernatant kısmından 4 mL alınarak üzerine 1 mL %0.5 lik TBA çözeltisi ilave 

edilmiĢtir. Reaksiyon karıĢımı kaynar suda 30 dakika inkübe edilmiĢ ve reaksiyon 

tüplerin buz banyosuna alınmasıyla durdurulmuĢtur. Örnekler tekrar 10000 xg„de 10 

dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant kısmı alınarak absorbansı 532 nm de okunmuĢ 

ve daha sonra 600 nm deki non-spesifik absorbsiyon için absorbans değeri 

belirlenmiĢtir. 
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Lipid peroksidasyonun hesaplanması için; 532 nm‟de ölçülen absorbans değerinden 600 

nm‟de belirlenen değeri çıkarılmıĢ ve 1 ml çözeltideki MDA (nmol/ml): [(A532-  

A600)/155000] X 10
6
formülüyle hesaplanmıĢtır. Sonuçlar MDA (nmol/gram doku) 

seklinde verilmiĢtir (Ananieva et al. 2002). 

3.3.6. Hidrojen peroksit (H2O2) miktarının belirlenmesi 

Hidrojen peroksit (H2O2) miktarının belirlenmesi için; 0.5 gram arpa yaprağı alınarak 

10 mL soğuk aseton içinde homojenize edildikten sonra homojenat 10.000 xg‟de 10 

dakika santrifüj edilmiĢtir. Daha sonra elde edilen süpernatantın 1.5 mL‟si 0.15 mL % 

5‟lik Ti(SO4)2 (titanyum disülfat) ve 0.3 mL %19‟luk NH4OH (amonyum hidroksit) ile 

karıĢtırılmıĢtır. Çökelek oluĢtuktan sonra karıĢım 10.000 xg‟de 10 dakika daha santrifüj 

edilmiĢtir. Tüpün süpernatant kısmı uzaklaĢtırıldıktan sonra elde edilen pelet 3 mL 2 

M‟lık H2SO4 (sülfürik asit) içinde çözülmüĢ ve 415 nm‟de absorbansı ölçülerek 

kaydedilmiĢtir. Bu ortalama absorbans değerleri, daha önceden hazırlanmıĢ standart 

grafik yardımıyla nanogram cinsinden H2O2 miktarına dönüĢtürülmüĢtür. Sonuçlar g 

yaprak basına düĢen H2O2 miktarı (ngram /g yaprak) olarak sunulmuĢtur. 

H2O2 miktarını belirlemede kullanılan H2O2 standartı için, %35‟lik H2O2 çözeltisinden 

hazırlanan 3mM‟lık stok çözeltiden epphendorf tüplerine sırasıyla; 3.6, 7.2, 10.8, 14.4, 

18, 21.6, 25.2, 28.8, 32.4 ve 36 nanogram olacak Ģekilde konulmuĢtur. Tüpün hacmi 

aseton ile 1.5 mL'ye tamamlanmıĢ ve her tüpe 0.15 mL %5‟lik Ti(SO4)2 ve 0.3mL 

%19‟luk NH4OH ilave edilmiĢtir. Çökelek oluĢtuktan sonra karıĢım 10.000 x g‟de 5 

dakika daha santrifüj edilmiĢtir. Tüpün süpernatant kısmı uzaklaĢtırıldıktan sonra elde 

edilen pelet 3 mL 2 M‟lık H2SO4 içinde çözülmüĢ ve küvet spektrofotometreye 

yerleĢtirildikten sonra 415 nm‟de absorbans köre karĢı okunmuĢtur. Absorbans 

değerlerine karĢılık gelen nanogram H2O2 değerleri kullanarak standart grafik elde 

edilmiĢtir. 
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ġekil 3.2. Hidrojen peroksit (H2O2) miktarını belirlemede kullanılan standart grafik. 

3.3.7. Süperoksit anyonu (O2 
-.
) miktarının belirlenmesi 

0.5 g yaprak sıvı azot ile toz haline getirildikten sonra üzerine 2 mL 65 mM (Ph: 7.8) 

fosfat tamponu ile homojenize edilir. Homojenat 5000 x g de 10dk + 4 ºC de santrifüj 

edilir. Süpernatantın 1 mL si 10 mM hydroxilaminenden 0.1 mL ve aynı fosfat 

tamponundan 0.9 mL alınır karıĢtırılır ve 25 ºC de 20 dk inkübe edilir. Ġnkübasyona 

bırakılan karıĢımın 1 ml alınır üzerine 1 mL 17 mM aminobenzene sülfonik asit ve 1 

mL 17 mM 1-naftilamin eklenir ve tekrardan 25 ºC de 20 dk inkübe edildikten sonra 

spektrofotometre de 530 nm‟de ölçülür. Sonuçlar NaNO2 standart grafiğine bakılarak 

değerlendirilir. 
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ġekil 3.3. Süperoksit anyonu (O2 
-.
)miktarını belirlemede kullanılan standart grafik. 

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

 Bu arastırmada yapraklardan elde edilen apoplastik ve hücresel proteinlerdeki değisim, 

Laemmli(1970) tarafından anlatıldığı sekilde elektroforezle kontrol edilmistir. 

Apoplastik proteinler 100 L numune tamponu içinde çözüldükten sonra elektroforeze 

hazırlanmıstır. Elektroforez için %4–14 kesikli sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jeli 

hazırlanmıstır. Ayırma jelini hazırlamak için, bir behere %30‟luk akrilamid-%0.8‟lik 

bisakrilamid çözeltisinden 25 mL alınmıs ve üzerine sırasıyla 1 M‟lık Tris-HCl 

(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 karıstırılmıstır. Bu karısımın üzerine en son olarak 15 mg (1.2 mL) 

amonyum persülfat hızlıca pipetlenmistir. Yığma jelini hazırlamak için, bir behere 

%30‟luk akrilamid-%0.8‟lik bisakrilamid çözeltisinden 2 mL alınmıs ve üzerine 

sırasıyla 0.5 M‟lık Tris-HCl (pH:6.8)‟den 2.48 mL, %10‟luk SDS‟den 0.2 mL, %5‟lik 5 

L TEMED ve 15.6 mL saf su konularak karıstırılmıstır. Bu karısımın üzerine günlük 
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hazırlanmıs %1.5‟luk amonyum persülfattan 0.4 mL ilave edilmistir. Elektroforez 

islemi su sekilde yapılmıstır. Elektroforez cam tabakaları önce saf su ve sonra alkol ile 

yıkanmıstır. Plakaları birlestiren aralık koruyucu mikalara, sızmayı önlemek için vazelin 

sürülüp iki cam plaka arasına lastik seritler konularak camlar birlestirilmistir. Daha 

sonra plastik elektroforez torbalarına konulan cam plakalar kıskaçlar ile tutturularak jel 

hazırlama cihazına monte edilmistir. Ayırma jeli hazırlandıktan hemen sonra ince bir 

pipet yardımıyla pipetlenmis ve bunun üzerine jelin üstünün pürüzsüz olması için 

hemen bütanol bir miktar dökülmüstür. 

Ayırma jeli katılasıncaya kadar yaklasık iki saat beklenmistir. Katılasma sonrası 

jelinüzerindeki izopropil dökülerek tekrar jelin üzeri saf su ile doldurulup, serin bir 

yerde 1 gece bekletilmistir. Đkinci gün yığma jeli hazırlanmıs ve ayırma jelinin üzerine 

dökülüp tarak yerlestirilirek yaklasık 2-3 saat sonra tarak jelden dikkatli bir sekilde 

çıkarılmıstır. 

Hazırlanan plakaların kuyuları önce saf su ile sonra yürütme tamponu ile yıkanıp, 

elektroforez tankına yerlestirilmistir (Tasğın 2004).Protein numuneleri, toplam hacim 

100 L olacak sekilde tüplerde hazırlanıp 3 dakikakaynar suda inkübe edilmis ve oda 

sıcaklığına kadar soğutulmustur. Nümuneler birmikroenjektörle jelin kuyularına tatbik 

edilmistir. Molekül ağılıkları bilinen standartproteinlerde 100 L tamponda çözülerek 

numunelerle birlikte jele yüklenmistir. Tankkapağı kapatılarak elektroforez tankının alt 

ve üst kısmına yeterince yürütme tamponukonulmus ve elektrik bağlantıları yapılmıstır. 

Daha sonra numuneler ayırma jelininhizasına kadar 80 voltta yürütülmüstür. Ayırma 

jelinden sonra 150 voltta yaklasık 4-5saat yürütmeye devam edilmistir. Yürüme islemi 

bittiğinde akım kesilerek jel, camlararasından dikkatlice çıkarılmıs ve sabitleme 

çözeltisinde hafif tempoda 45 dakikaçalkalanmıstır. Yürütme tamponu tekrar 

kullanılmak üzere özel kabına konulmustur. Daha sonra, jel boyama çözeltisine alınmıs 

ve iki saat tekrar çalkalamıs, daha sonraboyama çözeltisinden alınarak protein bantları 

iyice görülünceye kadar yıkamaçözeltisinde yıkanmıstır. Belirli zaman periyotlarında 

değistirilmek suretiyle jelin zeminrengi açılıp, protein bantları belirginlesinceye kadar 

bu çözelti içinde çalkalanmıstır. Yıkama çözeltisi aktif karbondan geçirilerek tekrar 
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kullanılmıstır. Jel, yıkamaçözeltisinden çıkarıldıktan sonra fotoğrafı çekilmistir (TaĢgın 

2004). 

3.4. Ġstatistik Analiz 

Tez içerisinde sunulan sonuçlar, her bir uygulamadan üç örnek (3 paralel) ve her bir 

örnekten 2 tekerrür yapıldıktan sonra elde edilen 3 değerin ortalamasıdır. Sonuçların 

karsılastırılması, SPSS 18.0 paket programı kullanılarak tek yönlü varyans analizi 

(ANOVA) ile yapılmıs ve istatistik anlamlar, 0.05 hata seviyesinde Duncan‟ın Çoklu 

Karsılastırma Testi kullanılarak belirlenmistir. 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

Bu kısımda kıĢlık buğdayın (Triticum aestivum cv. Doğu-88) yapraklarındaki apoplastik 

(peroksidaz ve süperoksit dismutaz enzim aktiviteleri, SDS elektroforezleri) ve hücresel 

(katalaz, peroksidaz ve süperoksit dismutaz enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu, 

hidrojen peroksitve süperoksit anyonu miktarı ve SDS elektroforezleri) proteinlere ait 

bulgular verilmiĢtir. Bitkilere ekim gününe göre 12. gün, 0.1 ve 1 mM salisilik asit 

(SA), sodyum nitroprussid (SNP) ve putresin (Put), 50 ve 100 µM absisik asit (ABA), 

50 ve 100 ppm etafon(Etp), 10
-6

 ve 10
-8

 M östrojen(Öst)  uygulanmıĢ ve uygulamadan 3 

gün sonra bitki yaprakları deney materyali olarak kullanılmıĢtır. Her parametre için elde 

edilen değerler kontrol bitkileriyle kıyaslanmıĢtır. Bulgular çizelgelerle ayrıntılı olarak 

verilmiĢ, ayrıca farklı yaklaĢımların ve değerlendirmelerin yapılabilmesi için Ģekillerle 

de sunulmuĢtur. 

4.1. Apoplastik Enzim Aktivitesi Sonuçları 

4.1.1. Peroksidaz Aktivitesi Sonuçları 

0,1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 µM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10
 -6

 ve 10 
-8

 

M Öst uygulanmıĢ bitki yapraklarında, apoplastik POX aktivitesinde kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında önemli sonuçlar elde edilmiĢtir (Çizelge 4.1, ġekil 4.1,2).Uygulanan 

tüm sinyal bileĢikleri değiĢken seviyelerde kontrole göre apoplastik POX aktivitesini 

artırmıĢtır.0.1 mM SA % 160, 1mM SA % 62, 0.1m NO %110, 1mM NO % 15, 0.1mM 

Put. % 45, 1mM Put. % 65, 50 µM ABA % 70, 100 µM ABA % 127, 50 ppm Etp % 

182, 100 ppm Etp % 197, 10
-6

 M Öst %167, 10
-8

 M Öst  % 350 oranlarında POX 

aktivitesini artırmıĢlardır. 1mM SA ile 1mM Put. Diğer taraftan 0,1 mM SA ile 10
-6

 M 

Öst POX aktivitesini birbirine yakın seviyelerde artırmıĢlardır. En fazla POX aktivitesi 

10
-8

 M Öst‟ de görülürken, en az aktivite 1mM NO‟ da görülmüĢtür. SA ve NO hariç 

diğer uygulamalarda düĢük konsantrasyonlar düĢük aktivite, yüksek konsantrasyonlar 

yüksek aktivite göstermiĢtir. 
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Çizelge 4.1. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, kontrol ve kesimden 3 gün önceSA, NO, Put, ABA, 

Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen apoplastik POX aktivitesi 

değerleri.  

*Aynı harfi bulunduran gruplar arasındaki fark önemsizdir (P<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
∆A/ 10µL EU/ 10µL  EU/ g yaprak    % Aktivite 

  

Kontrol 0,06 6 342,9
m

 100 

SA 
0,1 mM 0,156 15,6 891,5

e
 260 

1 mM 0,097 9,7 554,3
j
 162 

NO 
0,1 mM 0,126 12,6 720

g
 210 

1 mM 0,069 6,9 394,3
l
 115 

Put 
0,1 mM 0,087 8,7 497,1

k
 145 

1 mM 0,099 9,9 565,7
i
 165 

ABA 
50 µM 0,102 10,2 582,9

h
 170 

100 µM 0,136 13,6 777,1
f
 227 

Etp 
50 ppm 0,169 16,9 965,7

c
 282 

100 ppm 0,178 17,8 1017,1
b
 297 

Öst 
10 

-6
M 0,16 16 914,3

d
 267 

10 
-8

 M 0,27 27 1542,9
a
 450 
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ġekil 4.1. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, SA, NO ve Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen apoplastik POX aktivitesi 
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ġekil 4.2. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen, ABA, Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen apoplastik POX aktivitesi 
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4.1.2 Süperoksit Dismutaz Aktivitesi Sonuçları 

0,1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 µM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10
 -6

 ve 10 
-8

 

M Öst uygulanmıĢ bitki yapraklarında, apoplastik SOD aktivitesinde kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında önemli sonuçlar elde edilmiĢtir (Çizelge 4.2, ġekil 4.3,4). Uygulanan 

tüm sinyal bileĢikleri kontrole göre apoplastik SOD aktivitesini azaltmıĢtır. 0.1 mM SA 

% 15, 1 mM SA % 23, 0.1 mM NO % 38, 1mMSNP % 30, 0.1 mM Put % 25, 1mM Put 

% 35, 50 µM ABA % 59, 100 µM ABA % 40, 50 ppm Etp % 45, 100 ppm Etp % 36, 

10
-6

M Öst % 29, 10
-8

M Öst % 7 oranlarında SOD aktivitesini azaltmıĢlardır. 1mM SA 

0,1 mM Put, 0,1m NO-1mM Put-100 ppm Etp ve 1mM NO-10
-6

 M Öst aktiviteyi yakın 

seviyelerde azaltmıĢlardır. SOD aktivitesini en çok azaltan 50 µM ABA iken en az 

etkileyen 10 
-8

 M Öst‟dir. SA ve Put hariç diğer uygulamalarda düĢük konsantrasyonlar 

SOD aktivitesini yüksek konsantrasyonlara göre daha fazla düĢürmüĢtür.  
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Çizelge 4.2. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, kontrol ve kesimden 3 gün önce SA, NO, Put, ABA, 

Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen apoplastik SOD aktivitesi 

değerleri.  

  Ortalama 

Absorbans 

ArtıĢı ∆A/ 

100µL 

EU/ 100µL  
EU/ g yaprak   

(EU / 0,0175) 

% 

Aktivite 
  

  

Kontrol 0,222 1,2 6,86
a
 100 

SA 
0,1 mM 0,188 1,02 5,81

c
 85 

1 mM 0,171 0,92 5,3
d
 77 

NO 
0,1 mM 0,138 0,75 4,27

h
 62 

1 mM 0,156 0,84 4,82
f
 70 

Put 
0,1 mM 0,168 0,91 5,12

e
 75 

1 mM 0,144 0,78 4,45
g
 65 

ABA 
50 µM 0,09 0,49 2,78

k
 41 

100 µM 0,133 0,72 4,11
i
 60 

Etp 
50 ppm 0,123 0,66 3,8

j
 55 

100 ppm 0,143 0,77 4,42
g
 64 

Öst 
10 

-6
 M 0,157 0,85 4,85

f
 71 

10 
-8

 M 0,207 1,12 6,40
b
 93 

* Aynı harfi bulunduran gruplar arasındaki fark önemsizdir (P < 0.05). 
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ġekil 4.3. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen, SA, NO ve Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen apoplastik SOD aktivitesi 
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ġekil 4.4. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen ABA, Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen apoplastik SOD aktivitesi 
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4.2. Apoplastik Proteinlerin SDS–Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen, SA uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen 

apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, SA1:0.1 mM SA, SA2:1 mM SA). 

Sekil 4.13‟de KıĢlık buğday yapraklarının apoplastlarından elde edilen proteinlerin 

SDS-PAGE sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin 

büyüklüklerinin yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 14 ile 20 

kDa arasındaki, 24, 29 kDa civarındaki, kısmen 45 ile 60 kDa civarındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 14 ile 20 kDa arasındaki ve 24 ile 29 

kDa civarındaki bantların (kısmen daha Ģiddetli) 0,1mM SA uygulamasıyla siddetinin 

arttığı, 45 ile 60 kDa civarındaki bantlarda her iki SA uygulamalrında da kontrole göre 

bant Ģiddetinin azaldığı görülmektedir. Ayrıca 1 mM SA‟da bant siddetlerinin 

korunduğu görülmektedir.  
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ġekil 4.6. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen, NO uygulanmıĢ kıĢlık buğdayyapraklarından elde edilen 

apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, NO1:0.1 mM NO, NO2:1 mM NO). 

Sekil 4.6.‟da KıĢlık buğday yapraklarının apoplastlarından elde edilen proteinlerin SDS-

PAGE sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin 

büyüklüklerinin yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 14 ile 20 

kDa arasındaki, 24, 29 kDa civarındaki, kısmen 45 ile 60 kDa civarındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 14 ile 20 kDa arasındaki ve 24 ile 29 

kDa civarındaki bantların 1mM NO uygulamasıyla siddetinin arttığı, yine 14 ile 20 kDa 

arasındaki bantlarda 0.1 mM NO nun diğer konsantrasyona göre az kontrole göre daha 

çok Ģiddetli olduğu görülmektedir. 45 kDa civarındaki bantın ise her iki uygulmada 

kontrole göre kaybolduğu görülmektedir. 
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ġekil 4.7. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde 

edilen apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı(kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, Put1:0.1 mM Put, Put2:1 mM Put). 

Sekil 4.7.‟de KıĢlık buğday yapraklarının apoplastlarından elde edilen proteinlerin SDS-

PAGE sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin 

büyüklüklerinin yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 14 ile 20 

kDa arasındaki, 24, 29 kDa civarındaki ve 45 ile 60 kDa civarındaki polipeptidlerde 

belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 14 ile 20 kDa arasındaki ve 24 ile 29 kDa 

civarındaki bantların 0.1 mM Put uygulamasıyla Ģiddetinin arttığı. Yine 45 ile 50 kDa 

arasındaki bantlarda 0.1 mM Put‟ un daha Ģiddetli olduğu görülmektedir. 14 ile 20 kDa 

arasındaki ve 24, 29 kDa civarındaki polipeptidlerde bantların kontrole göre 1mM Put 

uygulmasıyla zayıfladığı ve 45 ile 60 kDa civarındaki bantların ise yine 1mM Put 

uygulmasıyla kaybolduğu görülmektedir. 
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ġekil 4.8. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, ABA uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde 

edilen apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, ABA1:50 µM ABA, ABA2:100 µM ABA). 

Sekil 4.8.‟de KıĢlık buğday yapraklarının apoplastlarından elde edilen proteinlerin SDS-

PAGE sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin 

büyüklüklerinin yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 45 ile 60 

kDa civarındaki polipeptidlerde 50 µM ABA uygulamasında Ģiddeti yüksek belirgin 

bantlar göze çarpmaktadır. 45 ile 60 kDa civarındaki bantların kontrole göre 100 µM 

ABA uygulamasıyla kaybolduğu görülmektedir. 24-29 kDa civarındaki bantlarda ise 

her iki ABA uygulmasında bantlarda bant Ģiddetinin azaldığı ve özellikle 100 µM ABA 

uygulamasında diğer uygulamaya göre bantĢiddette daha fazla azalma olduğu 

görülmektedir. 
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ġekil 4.9. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen Etp uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen 

apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, Etp1:50 ppm Etp, Etp2:100 ppm Etp). 

Sekil 4.9.‟de KıĢlık buğday yapraklarının apoplastlarından elde edilen proteinlerin SDS-

PAGE sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin 

büyüklüklerinin yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 14 ile 20 

kDa arasındaki, 24-29 kDa ve 45-60 kDa civarındaki polipeptidlerde belirgin bantlar, 

göze çarpmaktadır. 14 ile 20 kDa arasındaki,  24 ile 29 kDa ve 45-60 kDa civarındaki 

bantlarda 50 ppm Etp uygulamasıyla bant Ģiddetinin arttığı görülmektedir. Yine 45-60 

kDa civarındaki bantlarda 100 ppm uygulmasının diğer konsantrasyona göre bant 

Ģiddetini daha fazla artırdığı görülmektedir. 60 kDa civarındaki bandın her iki 

uygulamada da kontrole göre kaybolduğu, 14 ile 20 kDa arasındaki bantlarda 100 ppm 

Etp uygulamasının 50 ppm‟den daha zayıf bant ortaya çıkardığı ve yine 24-29 kDa 

civarındaki bantların 100 ppm Etp uygulamasıyla zayıfladığı görülmektedir. 
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ġekil 4.10. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğdayyapraklarından elde 

edilen apoplastik proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, Öst1:10
-6

 M Öst, Öst2:10
-8

 M Öst). 

Sekil 4.18‟de KıĢlık buğday yapraklarının apoplastlarından elde edilen proteinlerin 

SDS-PAGE sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin 

büyüklüklerinin yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 14 ile 20 

kDa arasındaki, 24, 29 kDa civarındaki, kısmen 45 ile 60 kDa civarındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 14 ile 20 kDa arasındaki ve 24 ile 29 

kDa civarındaki bantların 10
-6

 M Öst uygulamasıyla siddetinin arttığı, 10
-8

 M Öst 

uygulamasıyla daha da Ģiddetlendiği görülmektedir.  Yine 45 ile 60 kDa civarındaki 

bantların kontrole göre 10
-6

M Öst uygulamasıyla az derecede Ģiddetinin arttığı, özellikle 

60 kDa civarındaki bantta ise 10
-8

 M Öst uygulamasının bant Ģiddetini artırdığı 

görülmektedir. 45-55 kDa civarındaki bantların kontrole göre 10
-8

M Öst uygulamasıyla 

kaybolduğu görülmektedir. 
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4.3. Hücresel Enzim Aktivitesi Sonuçları 

4.3.1 Katalaz Aktivitesi Sonuçları 

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 µM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10
-6 

ve 10
-8 

M 

Öst uygulanmıĢ bitki yapraklarında, hücresel CAT aktivitesinde önemli sonuçlar elde 

edilmiĢtir (Çizelge 4.3, ġekil 4.11,12). 0.1 mM SA % 28, 1mM SA % 15, 0.1 mM Put 

% 28, 1 mM Put % 13, 10
-6

M Öst % 11, 10
-8

M Öst % 26 oranlarında hücresel CAT 

aktivitesini artırırken, 0.1 mM NO  % 30, 50 µM ABA % 7, 100 µM ABA % 23,50 

ppm Etp % 5, 100 ppm Etp % 19 oranlarında hücresel CAT aktivitesini azaltmıĢtır. 

Yine 50 ppm Etp, 10
-6

M Öst ve 10
-8

M Öst birbirine yakın aktiviteler göstermiĢlerdir. 

CAT aktivitesinde en fazla artıĢ birbirine yakın değerlerde olmakla beraber 0.1 mM SA, 

0.1 mM Put ve 10
-8

M Öst‟ de belirlenmiĢtir. Yine CAT aktivitesini en fazla azatan 

uygulama 0.1 mM NO iken, en az azaltan uygulamalar 50 ppm Etp ve 50 µM ABA 

olarak belirlenmiĢtir.  
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Çizelge 4.3. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, kontrol ve kesimden 3 gün önce SA, NO, Put, ABA, 

Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen hücresel CAT aktivitesi 

değerleri. 

*Aynı harfi bulunduran gruplar arasındaki fark önemsizdir(P <0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Ortalama 

Absorbans 

AzalıĢı 

 ( ∆A 240) 

25µL 

 

Ortalama 

EU/25µL 

 

    EU/ g 

yaprak 

 

% 

Aktivite 

Kontrol 0,043 2,58 1032
g
 100 

SA 
0,1 mM 0,055 1,26 1316

a
 128 

1 mM 0,049 1,74 1182
d
 115 

NO 
0,1 mM 0,03 1,8 720

l
 70 

1 mM 0,05 3 1200
c
 116 

Put 
0,1 mM 0,055 1,8 1320

a
 128 

1 mM 0,049 2,1 1168
e
 113 

ABA 
50 µM 0,04 2,4 960

i
 93 

100 µM 0,033 1,98 792
k
 77 

Etp 
50 ppm 0,041 2,45 976,8

h
 95 

100 ppm 0,035 2,1 840
j
 81 

Öst 
10 

-6
 M 0,048 2,34 1150

f
 111 

10 
-8

 M 0,054 2,46 1300
b
 126 
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ġekil 4.11. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen SA, NO ve Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen hücresel CAT aktiviteleri 
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ġekil 4.12. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen ABA, Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen hücresel CAT aktiviteleri 
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4.3.2 Peroksidaz Aktivitesi Sonuçları 

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 µM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10
-6

 ve 10
-8

 M 

Öst uygulanmıĢ bitki yapraklarında, hücresel POX aktivitesinde kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında önemli sonuçlar elde edilmiĢtir(Çizelge 4.4, ġekil 4.13,14).10
-6 

M 

Öst hariç diğer tüm uygulamalar hücresel POX aktivitesini artırmıĢtır. 0.1 mM SA % 

13, 1 mM SA % 5, 0.1 mM NO  % 20, 1 mM NO  % 9,  0.1 mM Put % 14, 1 mM Put % 

4, 50 µM ABA % 24, 100 µM ABA % 41, 50 ppm Etp % 42, 100 ppm Etp % 38 ve 10
-

8
M Öst % 75 oranlarında hücresel POX aktivitesini artırken, 10

-6 
M Öst uygulamasının 

% 15 oranında hücresel POX aktivitesini azalttığı belirlenmiĢtir. Hücresel POX 

aktivitesini en fazla 10
-8

M Öst uygulaması artırmıĢken, en az 1 mM Put ve 1mM SA 

uygulamaları artırmıĢtır. 0.1 mM Put ile 0.1 mM SA ve 100 µM ABA ile 50 ppm Etp 

uygulamalarının aktiviteyi birbirine yakın oranlarda etkilediği belirlenmiĢtir.  
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Çizelge 4.4. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, kontrol ve kesimden 3 gün önce SA, NO, Put, ABA, 

Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen hücresel POX aktivitesi 

değerleri. 

 

*Aynı harfi bulunduran gruplar arasındaki fark önemsizdir(P<0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

∆A/ 25µL 

 

EU/ 25µL 

 

EU/ g yaprak   

     % 

Aktivite 

 

Kontrol 0,135 13,5 13500
l
 100 

SA 
0,1 mM 0,153 15,3 15300

h
 113 

1 mM 0,141 14,1 14100
j
 105 

NO 
0,1 mM 0,162 16,2 16200

f
 120 

1 mM 0,147 14,7 14700
i
 109 

Put 
0,1 mM 0,154 15,4 15400

g
 114 

1 mM 0,14 14 14000
k
 104 

ABA 
50 µM 0,167 16,7 16700

e
 124 

100 µM 0,19 19 19000
c
 141 

Etp 
50 ppm 0,192 19,2 19200

b
 142 

100 ppm 0,186 18,6 18600
d
 138 

Öst 
10 -6 M 0,115 11,5 11500

m
 85 

10 -8 M 0,236 23,6 23600
a
 175 
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ġekil 4.13. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen SA, NO ve Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen hücresel POX aktivitesi 
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ġekil 4.14. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen, ABA, Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen hücresel POX aktivitesi 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

20000

0,0 µM 50 µM 100 µM

H
üc

re
se

l P
O

X 
 A

kt
iv

it
es

i (
EU

/g
 y

ap
ra

k)

ABA Konsantrasyonu

0,0 µM 50 µM 100 µM

0

5000

10000

15000

20000

25000

0,0 ppm 50 ppm 100 ppm

H
üc

re
se

l P
O

X 
 A

kt
iv

it
es

i (
EU

/g
 y

ap
ra

k)

Etp Konsantrasyonu

0,0 ppm 50 ppm 100 ppm

0

5000

10000

15000

20000

25000

0,0 M 10 -6 M 10 -8 M

H
üc

re
se

l P
O

X 
 A

kt
iv

it
es

i (
EU

/g
 y

ap
ra

k)

Öst Konsantrasyonu

0,0 M 10 -6 M 10 -8 M



68 

 

 

 

4.3.3 Süperoksit Dismutaz Aktivitesi Sonuçları 

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 µM Absisik asit, 50 ve 100 ppm Etp ve 10
-6 

ve 

10
-8 

M Öst uygulanmıĢ bitki yapraklarında, hücresel SOD aktivitesinde önemli sonuçlar 

elde edilmiĢtir (Çizelge 4.5, ġekil 4.15,16). 0.1 mM SA % 28, 1 mM SA % 18, 0.1 mM 

Put % 30, 1 mM Put % 13, 50 µM ABA % 16, 100 µM ABA % 5, 10 
-6

M Öst % 12, 10 

-8
M Öst % 26 oranlarında hücresel SOD aktivitesini artırıken, 50 ppm Etp % 64, 100 

ppm Etp % 78, 0.1 mM NO % 20, 1mM NO % 28 oranlarında hücresel SOD 

aktivitesini azalttıdığı belirlenmiĢtir. Hücresel SOD aktivitesini en fazla 0.1 mM Put, 

0.1 SA ve 10
-8

M Öst artırmıĢken, en az 100 µM ABA artırmıĢtır. 10
-6 

M Öst ve 1 mM 

Put hücresel SOD aktivitesini aynı oranda artırmıĢlardır. Yine hücresel SOD aktivitesini 

en fazla 100 ppm Etp azaltmıĢtır.  

 

Çizelge 4.5. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, kontrol ve kesimden 3 gün önce SA, NO, Put, ABA, 

Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen hücresel SOD aktivitesi 

değerleri.  

 

  Ortalama 

Absorbans 

ArtıĢı ∆A/ 

100µL 

EU/ 100µL  EU/ g yaprak  
% 

Aktivite 
  

  

Kontrol 0,314 1,697 169,7
h
 100 

SA 
0,1 mM 0,403 2,176 217,6

b
 128 

1 mM 0,371 2,004 200,4
d
 118 

NO 
0,1 mM 0,251 1,357 135,7

i
 80 

1 mM 0,226 1,222 122,2
j
 72 

Put 
0,1 mM 0,409 2,209 220,9

a
 130 

1 mM 0,353 1,908 190,8
f
 113 

ABA 
50 µM 0,363 1,962 196,2

e
 116 

100 µM 0,330 1,786 178,6
g
 105 

Etp 
50 ppm 0,112 0,605 60,5

k
 36 

100 ppm 0,069 0,373 37,3
l
 22 

Öst 
10

-6 
M 0,352 1,9 190

f
 112 

10
-8

 M 0,394 2,13 213
c
 126 

Aynı harfi bulunduran gruplar arasındaki fark önemsizdir(P<0.05). 
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ġekil 4.15. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen SA, NO ve Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen hücresel SOD aktivitesi 
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ġekil 4.16. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen ABA, Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen hücresel SOD aktivitesi 
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4.4.Hücresel Proteinlerin SDS–Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.17. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, SA uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde 

edilen hücresel proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, SA1: 0,1mM SA, SA2: 1mM SA). 

Sekil 4.17‟de kıĢlık buğday yapraklardan elde edilen hücresel proteinlerin SDS-PAGE 

sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin büyüklüklerinin 

yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 29 ile 36 kDa arasındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 0.1 mM SA‟nın 29 ile 36 kDa 

arasındaki bantlarda Ģiddeti oldukça artırdığı, yine 29 ile 36 kDa arasındaki bantlarda 1 

mM SA‟nın kontrole göre fazla diğer uygulamaya göre az Ģiddetle bant verdiği 

görülmektedir.  
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ġekil 4.18. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, NO uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde 

edilen hücresel proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, NO1:0.1 mM NO, NO2:1 mM NO). 

Sekil 4.18‟de kıĢlık buğday yapraklardan elde edilen hücresel proteinlerin SDS-PAGE 

sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin büyüklüklerinin 

yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 29 ile 36 kDa arasındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 1 mM NO‟nun 29 ile 36 kDa 

arasındaki bantlarda Ģiddeti oldukça artırdığı, yine 29 ile 36 kDa arasındaki bantlarda 

0.1 mM NO‟nun kontrole göre bantların Ģiddetini azalttığı görülmektedir.  
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ġekil 4.19. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde 

edilen hücresel proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, Put1:0.1 mM Put, Put2:1 mM Put). 

Sekil 4.19‟da kıĢlık buğday yapraklardan elde edilen hücresel proteinlerin SDS-PAGE 

sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin büyüklüklerinin 

yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 29 ile 36 kDa arasındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 1mM Put‟un 29 ile 36 kDa 

arasındaki bantlarda Ģiddeti artırdığı, yine 29 ile 36 kDa arasındaki bantlarda 0.1 mM 

Put‟un kontrole göre bant Ģiddetini azalttığı görülmektedir.  
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ġekil 4.20. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, ABA uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde 

edilen hücresel proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, ABA1:50 µM ABA, ABA2:100 µM ABA). 

Sekil 4.20‟ de kıĢlık buğday yapraklardan elde edilen hücresel proteinlerin SDS-PAGE 

sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin büyüklüklerinin 

yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 29 ile 36 kDa arasındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 50 µM ve 100 µM ABA‟nın 29 ile 

36 kDa arasındaki bantlarda Ģiddeti artırdığı görülmektedir.   
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ġekil 4.21. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, Etp uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde 

edilen hücresel proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart proteinler, 

K:Kontrol, Etp1:50 ppm Etp, Etp2:100 ppm Etp). 

Sekil 4.21‟ de kıĢlık buğday yapraklardan elde edilen hücresel proteinlerin SDS-PAGE 

sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin büyüklüklerinin 

yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 29 ile 36 kDa arasındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır. 50 ppm Etp‟un 29 ile 36 kDa 

arasındaki bantlarda Ģiddetinin oldukça artırdığı, yine 29 ile 36 kDa arasındaki bantlarda 

100 ppm Etp‟un kontrole göre fazla diğer uygulamaya göre az Ģiddetle bant verdiği 

görülmektedir.  
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ġekil 4.22. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğdayyapraklarından elde 

edilen hücresel proteinlerin SDS - PAGE fotoğrafı (kDa:Kilodalton, M:Standart  

proteinler, K:Kontrol, Öst1:10
-6

 M Öst, Öst2:10
-8

 M Öst). 

Sekil 4.22‟ de kıĢlık buğday yapraklardan elde edilen hücresel proteinlerin SDS-PAGE 

sonuçlarında standart proteinlerle kıyaslandığında, polipeptidlerin büyüklüklerinin 

yaklasık 6 ile 66 kDa arasında olduğu görülmektedir. Ayrıca 29 ile 36 kDa arasındaki 

polipeptidlerde belirgin bantlar göze çarpmaktadır10
-8

M Öst‟ün 29 ile 36 kDa 

arasındaki bantlarda Ģiddeti oldukça artırdığı, yine 29 ile 36 kDa arasındaki bantlarda 

10
-8

M Öst‟ün kontrole göre fazla diğer uygulamaya göre az Ģiddetle bant verdiği 

görülmektedir.  
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4.5. Lipid Peroksidasyonu (LPO) Seviyesi Sonuçları 

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 µM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10
-6

 ve 10
-8

 M 

Öst uygulanmıĢ bitki yapraklarında, Lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesinde kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında önemli sonuçlar elde edilmiĢtir(Çizelge 4.6, ġekil 4.23,24). 

0.1 mM SA % 10, 1mM SA % 8, 1mM Put % 9 ve 10
-8 

M Öst % 22 oranlarındaLPO 

seviyesini azalttığı, 0.1 mM NO % 34, 1mMNO % 96, 0.1 mM Put % 8, 50 µM ABA % 

48, 100 µM ABA % 50, 50 ppm Etp % 0.2, 100 ppm Etp % 0.3, 10
-6

M Öst % 32 

oranlarındaLPO seviyesini artırdığı belirlenmiĢtir. Etp uygulamasının LPO seviyesini 

istatistiksel açıdan önemli derecede etkilemediği belirlenmiĢtir. LPO seviyesini en fazla 

10
-8 

M Öst uygulaması azaltmıĢtır. Yine LPO seviyesini en fazla 1 mM NO uygulaması 

artırmıĢtır.  

Çizelge 4.6. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, kontrol ve kesimden 3 gün önce, SA, NO, Put, ABA, 

Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen hücresel lipid peroksidasyonu 

değerleri.  

 
  

A (532 - 600) 

A (532 - 

600)/155000 X 10
6
 

(1ml'deki) 

MDA/gram 
yaprak 

% 

DeğiĢim 
 

  

    

Kontrol 0,222 1,432 7,16
e
 100 

SA 
0,1 mM 0,199 1,284 6,42

f
 90 

1 mM 0,203 1,31 6,55
f
 92 

NO 
0,1 mM 0,297 1,916 9,58

c
 134 

1 mM 0,434 2,8 14
a
 196 

Put 
0,1 mM 0,24 1,548 7,74

d
 108 

1 mM 0,202 1,303 6,515
f
 91 

ABA 
50 µM 0,329 2,123 10,615

b
 148 

100 µM 0,332 2,142 10,71
b
 150 

Etp 
50 ppm 0,222 1,435 7,175

e
 100,2 

100 ppm 0,223 1,436 7,18
e
 100,3 

Öst 
10 -6 M 0,293 1,89 9,45

c
 132 

10 -8 M 0,172 1,112 5,56
g
 78 

*Aynı harfi bulunduran gruplar arasındaki fark önemsizdir(P<0.05). 
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ġekil 4.23. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen SA, NO ve Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen lipid peroksidasyonu seviyesi 
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ġekil 4.24. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen ABA, Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen lipid peroksidasyonu seviyesi 
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4.6. Hidrojen peroksit (H2O2) Miktarı Sonuçları 

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 µM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10
-6

 ve 10
-8

 M 

Öst uygulanmıĢ bitki yapraklarında, H2O2 miktarı kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

önemli sonuçlar elde edilmiĢtir (Çizelge 4.7, ġekil 4.25,26).H2O2miktarınının, 0.1 mM 

SA % 19, 1 mM SA % 36, 0.1 mM NO % 9, 1 mM NO % 39 0.1mM Put %32, 50 µM 

ABA % 6, 100 µM ABA % 29,  50 ppm Etp % 37, 100 ppm Etp % 45 ve 10
-8

M Öst % 

3 oranlarında azalttığı, 1mM Put % 3 ve 10
-6

M Öst % 1 oranlarındaarttığı 

belirlenmiĢtir.H2O2miktarını en fazla 100 ppm Etp uygulaması 

azaltmıĢtır.H2O2miktarını en fazla azaltan 100 ppm Etp iken, en az azaltan 10
-8

M Öst 

olmuĢtur. 1mM Put ve 10
-6 

M Öst uygulamaları H2O2miktarını istatistiksel açıdan 

önemsiz derecede artırmıĢlardır.  

 

Çizelge 4.7. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, kontrol ve kesimden 3 gün önce, SA, NO, Put, ABA, 

Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen hücresel H2O2 miktarı 

değerleri.  

 
  

ABS (415 nm) 

 

H2O2 miktarı (ng) 

1,5 ml deki (ABS 

x 200) 

H2O2 miktarı 

(ng/g yaprak) 
% DeğiĢim 

 
  

    

Kontrol 0,684 136,8 912
c
 100 

SA 
0,1 mM 0,556 111,2 741

g
 81 

1 mM 0,437 87,4 583
j
 64 

NO 
0,1 mM 0,624 124,8 832

f
 91 

1 mM 0,417 83,4 556
l
 61 

Put 
0,1 mM 0,464 92,8 619

i
 68 

1 mM 0,705 141 940
a
 103 

ABA 
50 µM 0,643 128,6 857

e
 94 

100 µM 0,483 96,6 644
h
 71 

Etp 
50 ppm 0,432 86,4 576

k
 63 

100 ppm 0,378 75,6 504
m

 55 

Öst 
10

-6
M 0,691 138,2 921

b
 101 

10
-8

M 0,664 132,8 885
d
 97 

*Aynı harfi bulunduran gruplar arasındaki fark önemsizdir(P<0.05). 
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ġekil 4.25. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen SA, NO ve Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen H2O2 miktarı 
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ġekil 4.26. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen ABA, Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen H2O2 miktarı 
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4.7. Süperoksit Anyonu (O2
-.
) Miktarı Sonuçları 

0.1 ve 1 mM SA, NO ve Put, 50 ve 100 µM ABA, 50 ve 100 ppm Etp ve 10
-6

 ve 10
-8

 M 

Öst uygulanmıĢ bitki yapraklarında, süperoksit anyonu (O2
-.
) miktarı kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında önemli sonuçlar elde edilmiĢtir (Çizelge 4.8, ġekil 4.27,28).Tüm 

uygulamalar düĢük oranlarda O2
-.
miktarını azaltmıĢtır. 0.1 mM SA % 18, 1 mM SA % 

21, 0.1 mM NO % 15, 1mMNO % 10, 0.1mM Put % 19, 1mM Put. % 21, 50 µM ABA 

% 1, 100 µM ABA % 21,  50 ppm Etp % 10, 100 ppm Etp % 15 ve 10
-6

M Öst % 8, 10
-

8
M Öst % 10 oranında birbirlerine yakın değerlerde O2

-.
miktarını azaltmıĢtır. O

-

.
Miktarını en fazla azaltan 1mM SA, 1 mM Putve 100 µM ABA iken en az azaltan 50 

µM ABA olmuĢtur.  

 

Çizelge 4.8. Normal Ģartlarda yetiĢtirilen, kontrol ve kesimden 3 gün önce, SA, NO, Put, ABA, 

Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday yapraklarından elde edilen Süperoksit anyonu miktarı 

değerleri.  

 

 

  

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

 

  

    

Kontrol 0,248 2,016 4,032
a
 100 

SA  
0,1 mM 0,204 1,658 3,316

e
 82 

1 mM 0,196 1,594 3,188
g
 79 

NO 
0,1 mM 0,211 1,715 3,430

d
 85 

1 mM 0,224 1,821 3,642
c
 90 

Put 
0,1 mM 0,201 1,634 3,268

f
 81 

1 mM 0,195 1,585 3,170
g
 79 

ABA 
50 µM 0,245 1,991 3,982

b
 99 

100 µM 0,195 1,585 3,170
g
 79 

Etp 
50 ppm 0,223 1,813 3,626

c
 90 

100 ppm 0,211 1,715 3,430
d
 85 

Öst 
10 -6 M 0,202 1,642 3,284

ef
 82 

10 -8 M 0,222 1,805 3,610
c
 90 

*Aynı harfi bulunduran gruplar arasındaki fark önemsizdir (P<0.05) 
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ġekil 4.27. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen, SA, NO ve Put uygulanmıĢ kıĢlık buğday  

yapraklarından elde edilen süperoksit anyonu miktarı 
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ġekil 4.28. Normal Ģartlarda yetiĢtirlen, ABA, Etp ve Öst uygulanmıĢ kıĢlık buğday 

yapraklarından elde edilen süperoksit anyonu miktarı 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Literatürde bitkilerdeki stres toleransını düzenleyen ve bu araĢtırmada kullanılan sinyal 

bileĢiklerle yapılan birçok çalıĢmada, bu bileĢiklerinin hücrede etkili oldukları sinyal 

iletim yolları hakkında net bir bilgi alınamamaktadır. Kısacası bu bileĢikler, benzer veya 

aynı sinyal iletim yollarını mı? Yoksa farklı biyokimyasal prosesleri etkileyerek farklı 

sinyal yollarını mı? Kullandıkları tam olarak bilinmemektedir. Birçok çalıĢmada aynı 

sinyal bileĢiğin aynı biyokimyasal süreçler üzerinde zıt etkilerine ulaĢılabilmektedir. 

Örneğin nitrik oksit ile ilgili çalıĢmalara baktığımızda, pirinçle yapılan bir çalıĢmada 

nitrik oksit, CAT, POX ve SOD enzimlerinin aktivitelerinde düĢmeye sebep olurken 

(Hsu et al. 2004), aynı bileĢik ayçiçeğinde ise üç enzimin aktivitesini artırmıĢtır 

(Laspina et al. 2005). Buna benzer sonuçların ortaya çıkmasında en önemli 

sebeplerinden birisinin her bir sinyal bileĢiğinin farklı Ģartlarda, farklı 

konsantrasyonlarda ve farklı bitkiler üzerinde çalıĢılmasından kaynaklanabileceği ileri 

sürülmüĢtür (Gratao et al. 2005). Çünkü farklı bitkilerin sinyal bileĢiklerine verdikleri 

tepkiler farklı farklı olabilmektedir. Bu problemin çözümüne yapılacak en önemli 

katkılardan birisinin, tek bir bitkide bu sinyal bileĢiklerinin çalıĢılması ve belirlenen 

biyokimyasal etki mekanizmalarını karĢılatılarak, sinyal bileĢiklerinin sinyal iletim 

yolları hakkında daha detaylı bilgi elde edilebileceğidir. Bu sebeplerden çalıĢmamızda, 

bitkilerde stres toleransını düzenleyen bileĢiklerden absisik ait (ABA), etafon olarak 

uygulanmıĢ etilen (Eth), sodyum nitroprussid (SNP) olarak uygulanmıĢ nitrik oksit 

(NO), putresin (Put), salisilik asit (SA) ve östradiol (Öst), buğday yapraklarına 

uygulanarak, bu bileĢiklerin apoplastik ve simplastik olmak üzere antioksidan sistem 

elamanlarının değiĢimi ve proteinlerin profilleri üzerindeki düzenleyici rolleri 

araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla kontrollü Ģartlarda yetiĢtirilmiĢ buğday (Triticum aestivum cv. 

Doğu-88) fidelerine her seferinde farklı bir sinyal bileĢik uygulandıktan sonra, bitki 

yapraklarında apoplastik ve hücresel antioksidan enzimlerin aktiviteleri, lipid 

peroksidasyonu, içsel süperoksid anyonunu ve hidrojen peroksit içeriği ile apoplastik ve 

simplastik proteinlerin elektroforezi (SDS-PAGE) çalıĢılmıĢ ve elde edilen bulgular 

kontrolleri ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Böylece çalıĢmada kullanılan sinyal bileĢiklerin sinyal 

iletim yolları hakkında edinilen bulgulara göre, ortak sinyal iletim yolu kullananlar ve 
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farklı sinyal iletim yolu kullananlar belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmadan elde edilen 

bulguların büyük bir çoğunluğu literatür için yeni olduğundan çalıĢma özgün ve 

literatürde önemli bir boĢluğu dolduracağı düĢünülmektedir.   

5.1. SA uygulamalarından elde edilen sonuçların değerlendirilmesi 

ÇalıĢmalarımızda buğday yapraklarına uygulanan SA, her iki konsantrasyonda da (0.1 

ve 1 mM) apoplastik POX aktivitesini artırırken, SOD aktivitesini ise azaltmıĢtır (ġekil 

4.1,3). Apoplastik CAT enzimi ise yapraklarda çalıĢılmasına rağmen, aktivitenin 

belirlenebilecek ve değerlendirilebilecek seviyelerden çok düĢük olmasından dolayı 

bütün uygulamalarda değerlendirilmeye alınmamıĢtır. Bazı araĢtırıcılar da apoplastik 

CAT aktivitesini belirleyemediklerini rapor etmiĢlerdir (Frugoli et al. 1996; Garc-a-

Limones et al. 2009). Aynı enzimlerin hücresel aktivitelerine bakıldığında, SA 

uygulamaları üç enzimin aktivitesini de artırmıĢtır (ġekil 4.11,13,15). Görüldüğü gibi, 

SA özellikle POX aktivitesini hem apoplast hem de hücreselde artırırken, SOD 

enziminde ise farklı olarak apoplastik POX‟u düĢürmüĢ, hücresel POX‟u artırmıĢtır. 

Buğdayla yapılan bir çalıĢmada SA uygulaması yapılmıĢ iki buğday varyetesi (tuz 

stresine tolerant ve hassas) arasında apoplastik enzimlerin aktivitesinde farklılıklar 

belirlenmiĢtir (Mutlu et al. 2009). ÇalıĢmada, tuza tolerant varyetede SA, POX ve SOD 

enzimlerin aktivitelerinde düĢüĢlere neden olabilirken, aksine tolerant varyetede her iki 

enzim aktivitesi de artmıĢtır. Bu sonuçlar gösteriyor ki farklı tür bitki değil, aynı türün 

varyeteleri arasında bile sinyal bileĢikleri farklı etkilere sebep olabilmektedirler. 

Arpayla yapılan bir çalıĢmada ise bitkiye uygulanan SA‟nın hücresel SOD, POX ve 

CAT aktivitelerini artırdığı ve bu artıĢa bağlı olarak bitkinin antioksidan sistemini 

yükselttiği ileri sürülmüĢtür (Janda et al. 1999; Shim et al. 2003; Ananieva et al. 2004). 

Bu sonucun çalıĢmamızla uyumlu olduğu görülmektedir. SA uygulamasıyla bu 

antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttığı ile ilgili baĢka kaynaklar da bulmak 

mümkündür (Singh and Usha 2003; Sairam et al. 2004; Imran et al. 2007).Bu sonuçlara 

göre SA‟nın buğdayda özellikle hücresel antioksidan enzimlerin aktivitelerini artırdığı 

ileri sürülebilir.  Diğer taraftan SA uygulamalarının hücrelerde oksidatif hasara yol açan 

reaktif oksijen bileĢikleri (ROT) üzerindeki etkileri incelendiğinde, SA, H2O2 ve O2
-.
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anyonu içsel seviyelerini düĢürmüĢ (ġekil 4.25,27), buna paralel olarak da hücrelerde 

lipid peroksidasyonunun (LPO) bir göstergesi olan malondialdehid (MDA) miktarının 

azaldığı tespit edilmiĢtir (ġekil 4.23). ROT bileĢiklerinin hücrelerde düĢürülmesi ve 

buna paralel olarak MDA miktarının azalması, SA‟nın antioksidan enzimler üzerindeki 

etkilerini desteklemektedir. Çünkü ROT bileĢiklerinin hücre ortamında 

temizlenmesinde antioksidan enzimlerin büyük rolleri bulunmaktadır (Gratao et al. 

2005). SA uygulamasıyla ROT bileĢiklerinin içsel miktarında düĢüĢ olduğunu 

destekleyen bazı çalıĢmalar bulabilmek mümkündür (Kang et al. 2003; Larkindale and 

Huang 2004; Imran et al. 2007).  

Aynı uygulamanın SDS-PAGE ile apoplastik ve hücresel proteinlerin profilleri 

incelendiğinde (ġekil 4.5,17); 0.1 mM SA uygulamasının, kontrole göre,  yaklaĢık 17, 

23 ve 30 kDa büyüklüğündeki apoplastik polipeptidlerin miktarını artırdığı, buna 47 ve 

49 kDA‟luk iki polipeptidin miktarını ise düĢürdüğü belirlenmiĢtir. 1 mM SA ise bütün 

polipeptidlerin miktarını düĢürmüĢtür(ġekil 4.5). KıĢlık buğdayla yapılan bir çalıĢmada, 

bu sonuçlarımızı destekler nitelikte sonuçlar elde ediĢmiĢ ve sonuçta 0.1 mM SA‟nın 

apoplastik polipeptidleriden bazılarını artırdığı belirlenmiĢtir (TaĢgın et al. 2006). 

Görüldüğü gibi SA‟nın düĢük seviyesi apoplastik proteinlerin birikimi üzerinde olumlu 

etki yapmaktadır. Hücresel proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonuç gözlenmesinin 

yanında çok az sayıda bant belirlenmesi değerlendirmenin sağlıklı olmayacağını ortaya 

koymaktadır (ġekil 4.17). 

5.2. NO uygulamalarından elde edilen sonuçların değerlendirilmesi 

NO gaz halinde bir sinyal bileĢik olduğu için bitkiye uygulamasında karĢılaĢılan 

zorluklardan dolayı, bitki tarafından alındığında parçalanarak NO üreten bir bileĢik olan 

sodyum nitroprussid (SNP), NO yerine kullanılmıĢtır. Literatürde de NO çalıĢmalarında 

SNP‟nin tercih edildiğini görmekteyiz (Laspina et al. 2005). ÇalıĢmalarımızda buğday 

yapraklarına uygulanan SNP (bir NO donörü), her iki konsantrasyonda da (0.1 ve 1 

mM) apoplastik POX aktivitesini artırırken, SOD aktivitesini ise azaltmıĢtır (ġekil 4.1-

3). Hücresel antioksidan aktivitelerde, aynı SNP uygulamaları POX aktivitesini 
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artırmıĢtır, ancak SOD aktivitesini ise düĢürmüĢtür. CAT aktivitesi ise SNP‟nin düĢük 

konsantrasyonunda düĢerken, yüksek konsantrasyonunda yükselmiĢtir (ġekil 

4.11,13,15). Görüldüğü gibi, NO özellikle POX aktivitesini hem apoplast hem de 

hücreselde artırırken, SOD enziminde ise farklı olarak her iki bölgede de düĢürmüĢtür. 

Ayçiçeği ile yapılan bir çalıĢmada bu sonucu destekleyecek veriler belirlenmiĢtir 

(Laspina et al. 2005). Diğer taraftan NO uygulamalarının hücrelerde oksidatif hasara 

yol açan reaktif oksijen bileĢikleri (ROT) üzerindeki etkileri incelendiğinde, NO, H2O2 

ve O2
-. 

anyonu içsel seviyelerini düĢürmüĢ (ġekil 4.25,27), fakat hücrelerde LPO‟nun bir 

göstergesi olan MDA miktarının SNP‟nin her iki konsantrasyonu ile arttığı 

belirlenmiĢtir (ġekil 4.23). ROT bileĢiklerinin hücrelerde düĢürülmesi ve buna paralel 

olarak MDA miktarının azalması, literatüre göre beklenen bir sonuçtur (Wang and 

Higgins 2006) Bu çalıĢmada ise NO, LPO seviyesini artırmıĢtır. Bunun olası en önemli 

sebebinin bitki farklılığı veya uygulanan SNP‟nin konsantrasyonu olabilir. SNP‟nin bu 

seviyelerinin buğday için yüksek geldiğini düĢünüyoruz. Bitki büyümesi üzerine 

NO‟nun etkilerinde konsantrasyonun son derece önemli olduğu vurgulanmıĢtır (Pedroso 

et al. 2000; Zottini et al. 2002). NO‟nun yüksek konsantrasyonlarının (40-80 pphm) 

domates, marul ve bezelye bitkisinde büyümeyi inhibe ettiği, düĢük 

konsantrasyonlarının (0-20 pphm) ise büyümeyi teĢvik ettiği ileri sürülmüĢtür (Hufton 

et al. 1996; Leshem and Haramaty 1996).  

 Aynı uygulamanın SDS-PAGE ile apoplastik ve hücresel proteinlerin profilleri 

incelendiğinde (ġekil 4.6,18); 0.1 ve 1 mM SNP uygulamaları, kontrole göre,  yaklaĢık 

17, 23, 30 ve 47 kDa büyüklüğündeki apoplastik polipeptidlerin miktarını artırdığı 

belirlenmiĢtir. SNP konsantrasyonları kendi aralarında karĢılaĢtırıldığında, 1 mM SNP 

bu polipeptidlerin miktarını artırmada 0.1 mM SNP‟den daha etkili olmuĢtur (ġekil 4.6). 

Literatürde NO ile bu paralelde yapılan bir araĢtırma belirlenememiĢtir. Ancak bizim 

çalıĢmamızda NO‟nunn apoplastik proteinlerin birikimi üzerinde olumlu etki açıktır. 

Hücresel proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonuç gözlenmesinin yanında çok az 

sayıda bant belirlenmesi değerlendirmenin sağlıklı olmayacağını ortaya koymaktadır 

(ġekil 4.18). 
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5.3. Put uygulamalarından elde edilen sonuçların değerlendirilmesi: 

ÇalıĢmalarımızda buğday yapraklarına uygulanan Put, her iki konsantrasyonda da (0.1 

ve 1 mM) apoplastik POX aktivitesini artırırken, SOD aktivitesini ise düĢürmüĢtür 

(ġekil 4.1-3). Aynı enzimlerin hücresel aktivitelerine bakıldığında, Put uygulamaları üç 

enzimin aktivitesini de artırmıĢtır.(ġekil 4.11,13,15). Put uygulamalarının hücrelerde 

oksidatif hasara yol açan ROT bileĢikleri üzerindeki etkileri incelendiğinde, Put 

uygulamalarının her ikisi deO2
.- 

anyonu içsel seviyelerini düĢürmüĢtür (ġekil 4.25,27). 

Ġlave olarak, 0.1 mM Put uygulamasının H2O2 miktarını düĢürdüğü fakat 1 mM Put bu 

bileĢik üzerinde artırma yönünde bir etki yapılmıĢtır. MDA seviyesi ise özellikle 1 mM 

Put‟ta düĢürülmüĢtür (ġekil 4.23). Genel olarak değerlendirildiğinde Put 

uygulamalarının bu parametreleri düĢürdüğü ileri sürülebilir. ROT bileĢiklerinin 

hücrelerde düĢürülmesi ve buna paralel olarak MDA miktarının azalması, Put‟un 

antioksidan enzimler üzerindeki etkilerini desteklemektedir. Put tütün bitkisi 

tohumlarına uygulandığında, CAT, POX ve SOD aktivitelerinin arttığı, H2O2 miktarının 

azaldığı ve LPO seviyesinin kontrole yakın değere çekildiği belirlenmiĢtir (Shengchun 

Xu et al. 2010).  Pinus virginiana‟da osmotik streste antioksidanların rolüne yönelik 

çalıĢmada kallus kültürlerinde farklı poliamin uygulamaları sonucunda putresin‟in POX, 

glutatyon redüktaz (GR) ve SOD aktivitelerinin artmasında spermidin (Spd) ve spermin 

(Spm)‟den daha etkili olduğu belirtilmiĢtir. Buna ilave olarak, Put, Spd ve Spm 

uygulamaları sonucunda yapılan deneylerde Put‟un uygulamasının ortamdaki H2O2 

miktarının azalmasında önemli rolü olduğu belirtilmiĢtir (Weiguan et al. 2009).  

Aynı uygulamanın SDS-PAGE ile apoplastik ve hücresel proteinlerin profilleri 

incelendiğinde (ġekil 4.7,19); 0.1 mM Put uygulamasının, kontrole göre,  yaklaĢık 17, 

23 ve 30 ve 47 kDa büyüklüğündeki apoplastik polipeptidlerin miktarını artırdığı 

belirlenmiĢtir. 1 mM Put ise bütün polipeptidlerin miktarını düĢürmüĢtür (ġekil 4.7). 

Literatürde Put ile bu paralelde yapılan bir araĢtırma belirlenememiĢtir. Ancak bizim 

çalıĢmamızda Put‟nun apoplastik proteinlerin birikimi üzerinde olumlu etki açıktır. 

Hücresel proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonuç gözlenmesinin yanında çok az 
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sayıda bant belirlenmesi değerlendirmenin sağlıklı olmayacağını ortaya koymaktadır 

(ġekil 4.19). 

5.4. ABA uygulamalarından elde edilen sonuçların değerlendirilmesi 

ÇalıĢmalarımızda buğday yapraklarına uygulanan ABA, her iki konsantrasyonda da (50 

µM ve 100 µM) apoplastik POX aktivitesini artırırken, SOD aktivitesini ise 

düĢürmüĢtür (ġekil 4.2,4). Bitkilerde ABA‟nın apoplastik antioksidan enzimleri üzerine 

etkileri çalıĢılmamıĢtır. Aynı enzimlerin hücresel aktivitelerine bakıldığında, ABA, 

CAT aktivitesini düĢürürken, POX ve SOD aktivitesini artırmıĢtır (ġekil 4.12,14,16). 

Buğdayda yapılan bir çalıĢmada buğdayda SOD, POX, CAT aktivitelerinin ABA 

uygulamalarıyla arttığı belirtilmiĢtir (Sairam et al. 2004). Bizim çalıĢmamızda bu 

çalıĢmadan farklı olarak ABA‟nın CAT‟ı düĢürdüğü belirlenmiĢtir. Diğer taraftanABA 

uygulamalarının hücrelerde oksidatif hasara yol açan reaktif oksijen bileĢikleri (ROT) 

üzerindeki etkileri incelendiğinde, ABA uygulaması, H2O2 ve O2
-. 

anyonu içsel 

seviyelerini düĢürmüĢ (ġekil 4.26,28), fakat hücrelerde LPO‟nun bir göstergesi olan 

MDA miktarının ABA‟nın her iki konsantrasyonu ile arttığı belirlenmiĢtir (ġekil 4.24). 

ROT bileĢiklerinin hücrelerde düĢürülmesi ve buna paralel olarak MDA miktarının 

azalması, literatüre göre beklenen bir sonuçtur (Wang and Higgins 2003). Bu çalıĢmada 

ise ABA, MDA düzeyinde bakıldığında LPO seviyesini artırmıĢtır. Bunun olası en 

önemli sebebinin bitki farklılığı veya uygulanan ABA‟nın konsantrasyonu olabilir. Bazı 

çalıĢmalarda bulgularımızı destekleyen verilere ulaĢılmıĢlardır. Örneğin, Roychoudhury 

et al. (2009) pirinç bitkilerine 48 saat süresince uygulanan 100 µM ABA‟nın MDA 

düzeylerini arttırdığı rapor etmiĢtir. Diğer bir çalıĢmada ise, Jiang and Zhang (2001) 

mısır bitkilerinde, ABA uygulamasının 12. saatinde lipid peroksidasyon düzeyinde 

önemli bir değiĢime neden olmadığını, ancak 24. saatinde lipid peroksidasyonun arttığı 

saptanmıĢtır. BaĢka bir çalıĢmada sıcaklık stresi altındaki kamıĢ (Phragmites communis) 

bitkisinin iki çeĢidine ABA uygulamasının SOD, CAT ve POX aktivitelerini artırdığı, 

H2O2 miktarı ve MDA seviyesini azalttığı belirtilmiĢtir (Ding et al. 2010). Bu veriler 

topluca değerlendirildiğinde, ABA‟nın konsantrasyona bağlı kalmak koĢulu ile 
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antioksidan enzimlerin aktivitelerini artırdığı ve bu paralelde artan içsel ROT 

bileĢiklerinin miktarının düĢürüldüğü ileri sürülebilir. 

 Aynı uygulamanın SDS-PAGE ile apoplastik ve hücresel proteinlerin profilleri 

incelendiğinde (ġekil 4.8,20); özellikle 100 M ABA uygulamasının, kontrole göre, 

yaklaĢık 46 ve 47 kDa büyüklüğündeki apoplastik polipeptidlerin miktarını artırdığı 

belirlenmiĢtir. 17, 23 ve 30 kDa büyüklüğündeki polipeptidlerin miktarını ise 

düĢürmüĢtür (ġekil 4.8). Görüldüğü gibi ABA apoplastik proteinler üzerinde SA, NO ve 

Put‟tan farklı bir etki sergilemiĢtir. Bu ABA‟nın aynı proteinler üzerinde farklı etkileri 

olduğunu gösterebilir. Literatürde ABA‟nın apoplastik proteinler üzerinde etkisini 

paralelde çalıĢan bir araĢtırma belirlenememiĢtir. Ancak bizim çalıĢmamız ABA‟nın 

apoplastik proteinlerin birikimi üzerinde düzenleyici bir etkisine iĢaret eder. Hücresel 

proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonuç gözlenmesinin yanında çok az sayıda bant 

belirlenmesi değerlendirmenin sağlıklı olmayacağını ortaya koymaktadır (ġekil 4.20). 

5.5. Etp uygulamalarından elde edilen sonuçların değerlendirilmesi 

Etilen gaz halinde bir hormon olduğu için bitkiye uygulamasında karĢılaĢılan 

zorluklardan dolayı, bitki tarafından alındığında parçalanarak etilen üreten bir bileĢik 

olan etafon (Etp) etilen yerine kullanılmıĢtır. Literatürde de etilen çalıĢmalarında 

etafonun tercih edildiğini görmekteyiz (Nandwal 2005). ÇalıĢmalarımızda buğday 

yapraklarına uygulanan Etp, her iki konsantrasyonda da (50 ve 100 ppm) apoplastik 

POX aktivitesini artırırken, SOD aktivitesini ise düĢürmüĢtür (ġekil 4.2,4). Bitkilerde 

Etp‟nin apoplastik antioksidan enzimleri üzerine etkileri çalıĢılmamıĢtır. Aynı 

enzimlerin hücresel aktivitelerine bakıldığında, Etp uygulaması CAT ve SOD 

aktivitesini düĢürürken, POX aktivitesini artırmıĢtır (ġekil 4.12,14,16). Bir çalıĢmada 

yapılan uygulama çalıĢmamızla birebir örtüĢmese de sonuçlarımızı destekleyen bulgular 

belirlenmiĢtir (Larkindale and Huang 2004). Etp uygulaması, H2O2 ve O2
-. 

anyonu içsel 

seviyelerini düĢürmüĢ (ġekil 4.26,28), fakat hücrelerde LPO‟nun bir göstergesi olan 

MDA miktarında Etp‟nin her iki konsantrasyonu ile istatistiksel anlamda önemli 

(P<0.05) bir değiĢim belirlenememiĢtir (ġekil 4.24). ROT bileĢiklerinin hücrelerde 
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düĢürülmesi ve buna paralel olarak MDA miktarının azalması, literatüre göre beklenen 

bir sonuçtur (Wang and Higgins 2006). Bu çalıĢmada ise Etp, MDA düzeyinde 

bakıldığında LPO seviyesi üzerinde etkili olamamıĢtır.  

Aynı uygulamanın SDS-PAGE ile apoplastik ve hücresel proteinlerin profilleri 

incelendiğinde (ġekil 4.9,21); 50 ve 100 ppm Etp uygulamaları, kontrole göre,  yaklaĢık 

17, 23, 30 ve 47 kDa büyüklüğündeki apoplastik polipeptidlerin miktarını artırdığı 

belirlenmiĢtir. Etp konsantrasyonları kendi aralarında karĢılaĢtırıldığında, 50 ppm Etp 

bu polipeptidlerin miktarını artırmada 100 ppm‟den daha etkili olmuĢtur (ġekil 4.9). 

Literatürde Etp ile bu paralelde yapılan bir araĢtırma belirlenememiĢtir. Ancak bizim 

çalıĢmamızda Etp‟nin apoplastik proteinlerin birikimi üzerinde olumlu etki açıktır. 

Hücresel proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonuç gözlenmesinin yanında çok az 

sayıda bant belirlenmesi değerlendirmenin sağlıklı olmayacağını ortaya koymaktadır 

(ġekil 4.21). 

5.6. Öst uygulamalarından elde edilen sonuçların değerlendirilmesi 

ÇalıĢmalarımızda buğday yapraklarına uygulanan Öst, her iki konsantrasyonda da (10
-

6
ve 10

-6
 M ) apoplastik POX aktivitesini artırırken, SOD aktivitesini ise düĢürmüĢtür 

(ġekil 4.2,4). Bitkilerde Öst‟ün apoplastik antioksidan enzimleri üzerine etkileri 

çalıĢılmamıĢtır. Aynı enzimlerin hücresel aktivitelerine bakıldığında, Öst‟ün her iki 

uygulaması da CAT aktivitesini artırmıĢtır. POX aktivitesini 10
-6

 M azaltmıĢken, 10
-8

 M 

artırmıĢtır ve SOD aktivitesini her iki uygulama artırmıĢtır (ġekil 4.12,14,16). Bitkilerde 

antioksidan enzim aktiviteleri üzerine memeli cinsiyet hormonlarının etkileri ile ilgili 

sınırlı sayıda bir literatür bilgi mevcuttur; Dogra and Thukral (1991a) steroid 

hormonların buğday fidelerinin antioksidan enzim aktiviteleri üzerine etkilerini çalıĢmıĢ 

ve bu hormonların düĢük konsantrasyonlarda (10
-6 

- 10
-8

 M) uygulandıkları zaman CAT 

ve POX aktivitelerini artırdıklarını belirlemiĢlerdir. Aynı araĢtırmacılar farklı 

çalıĢmalarında östron, testosteron ve progesteronun mısır ve buğday bitkilerinde düĢük 

konsantrasyonlarda POX ve CAT enzim aktivitelerini uyarıp, yüksek 

konsantrasyonlarda (10
-4

) ise inhibe ettiklerini ve maksimum aktivitelerin 10
-6

 ve 10
-8

 M 
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konsantrasyonlarda elde edildiğini bildirmiĢlerdir (Dogra and Thukral 1994,1996). 

Bizim çalıĢmamızda POX aktivitesinde düĢük konsantrasyonun aktiviteyi azaltması 

dıĢında örtüĢmektedir. Diğer taraftan Öst uygulamalarının hücrelerde oksidatif hasara 

yol açan reaktif oksijen bileĢikleri (ROT) üzerindeki etkileri incelendiğinde, Öst 

uygulaması, 10
-6

 M H2O2 içsel seviyesini artırmıĢken, 10
-8

 M ÖstazaltmıĢtır ve yine 

Öst‟ün her iki konsantrasyonu O2
-.
anyonu içsel seviyelerini düĢürmüĢtür (ġekil 

4.26,28). Hücrelerde LPO‟nun bir göstergesi olan MDA miktarının Öst‟ün 10
-6

 M 

konsantrasyonu ile arttığı, 10
-8

 M konsantrasyonu ile azaldığı belirlenmiĢtir (ġekil 4.24).  

Aynı uygulamanın SDS-PAGE ile apoplastik ve hücresel proteinlerin profilleri 

incelendiğinde (ġekil 4.10,22); Öst‟ün her iki konsantrasyonunun, kontrole göre,  

yaklaĢık 17, 23 ve 30 kDa büyüklüğündeki apoplastik polipeptidlerin miktarını artırdığı, 

17 kDa büyüklüğündeki polipeptitlerde 10
-8

 M Öst‟nin miktarı aha fazla artırdığı 

belirlenmiĢtir. Yine 10
-8

 M Öst 47 kDa luk bantlarda polipeptitlerin Ģiddetini artırmıĢtır 

(ġekil 4.10). Literatürde Öst ile bu paralelde yapılan bir araĢtırma belirlenememiĢtir. 

Ancak bizim çalıĢmamızda Öst‟ün her iki konsantrasyonunun, özellikle düĢük 

konsantrasyonu apoplastik proteinlerin birikimi üzerinde olumlu etkisi açıktır. Hücresel 

proteinlerin profillerinde ise benzer bir sonuç gözlenmesinin yanında çok az sayıda bant 

belirlenmesi değerlendirmenin sağlıklı olmayacağını ortaya koymaktadır (ġekil 4.22). 

Bu çalıĢmadan elde edilen önemli Sonuçlar ve Öneriler 

1. Apoplastik peroksidaz (POX) aktivitesinin, tüm uygulamalar ile arttığı, apoplastik 

süperoksid dismutaz (SOD) aktivitesininin ise tüm uygulamalar ile azaldığı,  

2. Hücresel katalaz (CAT) aktivitesini, SA, Put, 1 mM NO ve Öst uygulamalarının 

artırdığı, ABA ve Etp uygulamalarının azalttığı, hücresel SOD aktivitesini SA, Put, 

ABA ve Öst uygulamalarının artırdığı, NO ve Etp uygulamalarının azalttığı, hücresel 

POX aktivitesini 10
-6

 M Öst hariç diğer tüm uygulamalarının artırdığı,  
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3. Reaktif oksijen türlerinden hidrojen peroksit (H2O2) içsel seviyesini, SA, NO, 0.1 

mM Put, ABA, Etp, 10
-8

 M Öst uygulamalarının düĢürdüğü, 1 mM Put ve 10
-6

 M Öst 

uygulamalarının arttırdığı ve süperoksit anyonu (O
-.
) miktarını tüm uygulamaların, 

azalttığı belirlenmiĢtir. Lipid peroksidasyonu (LPO)‟nun bir göstergesi olan 

malondialdehit (MDA) miktarının, SA, 1 mM Put ve 10
-8

 M Öst uygulamalarının 

azalttığı, NO, 0.1 mM Put, ABA ve 10
-6

 M Öst uygulamalarınınartırdığı, Etp 

uygulamasının ise istatistiki anlamda önemli bi Ģekilde değiĢtirmediği belirlenmiĢtir. 

4. Apoplastik ve hücresel proteinlerin polipeptid profilleri SDS-PAGE‟de, 0.1 mM SA, 

1 mM NO, 0.1 mM Put, 50 ppm Etp, 10 
-6

 ile 10 
-8 

M Öst uygulamalarında 17, 23 ve 30 

kDa‟luk apoplastik polipeptidlerin miktarının kontrole göre arttığı, ancak 1 mM Put ve 

100 µM ABA‟da ise azaldığı belirlenmiĢtir.  45 ve 60 kDa‟luk polipeptidlerin miktarı 

0.1 ve 1 mM SA ile azaldığı ancak 0.1 mM Put, 50 µM ABA, 50 ile 100 ppm Etp ve 10 

-6
 ile 10 

-8 
M Öst uygulamalrında arttığı belirlenirken, aynı bantların 1 mM Put ve 100 

µM ABA‟da kaybolduğu belirlenmiĢtir. Ġlave olarak, 45 ve 55 kDa‟luk polipeptidlerin 

10 
-8

 M Öst‟de, 45 kDa‟luk olanın ise 0.1 ve 1 mM NO‟da kaybolduğu ve 24 kDa 

ağırlğındaki polipeptidin 100 ppm Etp‟da azaldığı belirlenmiĢtir. Hücresel SDS-

PAGE‟de; 29 ile 36 kDa arasındaki polipeptidlerin, 0.1 mM SA, 1 mM NO, 1 mM Put, 

50 ile 100 µM ABA, 50 ile 100 ppm Etp ve 10 
-6

 ile 10
-8 

M Öst‟de arttığı, buna karĢılık 

0.1 mM NO ve Put uygulamalarında azaldığı belirlenmiĢtir 

Antioksidan enzim aktivileri, reaktif oksijen türlerindeki miktar değiĢiklikleri ve SDS- 

PAGE analizlerinin genel incelenmesi ıĢığında, konsantrasyonları göz önünde 

bulundurularak, Etp ile ABA‟nın bitkide biyokimyasal süreçte aynı sinyal iletim yolunu 

kullandıkları, yine konsantrasyonlar göz önünde tutularak SA, NO, Put, Etp ve Öst‟ ün 

birbirine yakın veya benzer sinyal iletimi yollarında sürece katıldıkları 

düĢünülmektedir.   
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