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OZET

MANGANIN, C; BITKISI Cleome spinosa VE C, BITKIiSI Cleome
gynandra’ DA FOTOSENTEZ VERIMI VE STOMA ILETKENLIiGi
UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

DINC, Ahmet

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji A.B.D
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. ismail TURKAN
Haziran 2012, 75 sayfa

Farkli karboksilasyon yolaklarina sahip (C3 ve C4) tiirlerin Mangan (Mn)
uygulamasina bagli olarak fotosentez mekanizmasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS),
antioksidant sistem tlizerine etkilerinin arastirilmasi ile ilgili ¢aligmalar litaretiirde
smirhdir. Ozellikle ayn1 cinse ait, karboksilasyon yolaklar1 farkli olan tiirler ile
ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Bu amagla Cleome spinosa ve Cleome gynandra
farkli Mn konsantrasyonlarina (0, 10, 50, 100 pM) maruz birakilmig; ROS
olusumu (H,0, miktar1), antioksidant savunma sistemi (Siiperoksit Dismutaz
(SOD), Askorbat Peroksidaz (APX), Glutatyon Rediiktaz (GR), Monodehidro
Askorbat Rediiktaz (MDHAR), Dehidro Askorbat Rediiktaz (DHAR) enzimleri
ile izoenzimleri) ve lipit peroksidasyonu karsilastirmali olarak incelenmistir.
C.gynandra’ nin Mn igeriginin C. spinosa’ ya gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Her iki bitkide Mn uygulamasina bagl olarak 100 uM’ da 6lgiilen
tiim fotosentetik parametrelerde (Fotosentez Hiz1 (A), Stomatal iletkenlik (gs),
Fotokimyasal Olmayan Sondiirme (NPQ), Elektron Transfer Oran1 (ETR)) diisiis
gozlenmistir. Uygulanan Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak en yliksek
SOD aktivitesinin goriilldigiic 10 uM’ a gore her iki bitkinin total SOD
aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Ayrica Uygulanan Mn konsantrasyonunda ki
artisa bagh olarak H,O, APX, DHAR ve MDHAR aktivitesinde diisiis
belirlenmistir. C. spinosa’ da 100 uM Mn GR aktivitesinin artmasina, TBARS
miktarinda ise diisiise neden olmustur. C. gynandra’ da ise GR aktivitesi
azalirken, TBARS miktar1 azalmistir. Bu sonuglar 100 uM Mn uygulamasinin her
iki bitkide de toksik diizeyde etki yaptigini ve metabolizmasini olumsuz

etkiledigini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler:Cleome gynandra, Cleome spinosa, C; ve C4, Antioksidant
Enzimler, H,O,, Fotosentez.
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ABSTRACT

EFFECT OF Mn ON YiELD OF PHOTOSYNTHESIS AND
STOMATAL CONDUCTANCE OF Cleome spinosa (C3) AND Cleome
gynandra (C,)

DINC, AHMET

MSc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ismail TURKAN
June 2012, 75 pages
There are a few studies that investigate the effects of Manganese (Mn) treatment
on plants which differ in carboxylation pathways, especially in the same genus.
For this aim, different Mn concentrations (0, 10, 50, 100 uM) were applied to C.
spinosa and C. gynandra and production of reactive oxygen species (ROS) (H20-
production), antioxidant defence system (superoxide dismutase (SOD), ascorbate
peroxidase (APX), glutathione reductase (GR), monodehydroascorbate reductase
(MDHAR), dehydroascorbate reductase (DHAR) enzymes and isoenzymes) and
lipid peroxidation were determined in all treatment groups. In this study, Mn C.
gynandra accumulated more Mn as compared to C. spinosa. 100 uM Mn
application negatively effected the all measured photosynthetic parameters (A, gs,
NPQ, ETR). Excess Mn accumulation also decreased the total activity of SOD,
H,O,, GR, APX, DHAR and MDHAR and increased the content of TBARS. This
results showed that 100 pM Mn application has toxic effects on the metabolism

of C. spinosa and C. gynandra.

Keywords: Cleome gynandra, Cleome spinosa, Cs ve C4, Antioksidant Enzimler,
H,0,, Fotosentez
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1. GIRIiS

Mangan (Mn), bitkilerin biiylimesi ve iirlin vermesi i¢in gerekli temel yap1
taglarindan biridir ve bitkiler tarafindan Mn®" olarak emilir (Marshner, 1995).
Bununla birlikte, yliksek konsantrasyonlarda Mn’ nin varligr metabolik siireclere
miidahale ederek bitkinin biliylime ve gelismesini yavaslatir (Lidon, 2001).
Mangan, c¢esitli bitki fonksiyonlariyla da yakindan iliskilidir. Fotosentezle
iliskisinin haricinde ATP sentezinde (Pfeffer et al., 1986), rubisko karboksilaz
reaksiyonlarinda (Houtz et al., 1988) ve yag asitleri ve protein sentezinde dnemli
roller Ttstlenmektedir (Constantopoulus, 1970). Mn, fotosentez ve farkli
enzimlerin aktivasyonu ile yakindan iligkilidir. Mn eksikligi sonucunda hiicre
bliylimesinin yavaslamasi ve verim azalmasi gibi olumsuzluklar goriilebilir
(Mukhopadhyay et al., 1991). Bu durumdan bitkinin st kisimlar1 koklere nazaran
daha fazla etkilenir. Ayrica, bitki hiicrelerinde Mn eksikliginden en fazla etkilenen
kistm kloroplastlardir. Bu yiizden fotosentez Mn eksikliginden olumsuz

etkilenmektedir.

Kering et al., (2008)’ e gore, farkli cinslere ait C4 bitkilerinin demet kini
hiicrelerinde Mn bagimli NAD malik enzim (NAD-ME) enzim aktivasyonunun
artmasi sonucu fotosentez hizininda arttig1 belirlenmistir. Ancak ayni cinse ait Cs3
ve C4 bitkilerinin, uygulanan Mn konsantrasyonunda ki azalmaya veya artisa bagli
olarak fotosentetik parametrelerinde ne tiir degisliklikler oldugu daha 6nce detayli
olarak calisilmamistir. Bu amagla, Cleome cinsine ait Cleome spinosa (C3) ve
Cleome gynandra (C,) tiirlerinin 0, 10, 50 ve 100 uM Mn uygulamasina verdigi
yantlar karsilastirmali  olarak c¢alisilmistir.  Cleome cinsi  Capparaceae
familyasindan Brassicaceae’ nin kardes taksonu olan alt familya Cleomoideae’
den tek yillik otsu bir bitkidir (Hall et al., 2002). Bu genus ayni cins i¢inde hem
Cs hemde C, karboksilasyon yollarina sahip bitki tiirlerini barindirmaktadir.
Cleome cinsinin bu 6zelligi C3 ve C4 mekanizmalarini karsilastirmayr amaclayan

caligmalarda kullanilmasina neden olmustur.

Bu 6zelliklere ek olarak Cleome genusu iginde C. gynandra, Arabidopsis’in
filogenetik olarak en yakin C4 akrabasidir. C. gynandra’ nin Arabidopsis ile gen

dizileri benzerdir (Schranz et al., 2006). C. gynandra ve C. spinosa bitkilerinin



ayn1 cinse ait olmasi genetik altyapilarinin benzer olmasini beraberinde
getirmektedir. Bu nedenle, bu iki tiiriin karsilagtirllmasiyla fotosentez
mekanizmalar1 (Cs, Cy4) arasindaki farkin ortaya konulmasi 6nemlidir. Ayrica bu
calismada, Cz ve C,; fotosentez mekanizmasi iizerine Mn’ nin roli de
arastirilmistir. Bu konuyla ilgili 2008 yilinda farkli C3 ve Cy tiirlerinin kullanildig:
arastirmada farklt Mn konsantrasyonu uygulamalarinin, fotosentez verimliligini
dogrudan etkiledigi bilinen NADP malik ( NADP.ME) (C; ve C,) ve NAD.ME
(C4) enzimleri tizerinde farkli etkilere sahip oldugu bulunmustur (Kering et al.,
2008).

Litaratiirdeki bu ¢alismalar géz oniline alindiginda bu g¢aligmalarin sadece
farkl1 cinslere ait farkli karboksilasyon yollarima sahip C; ve C, tiirleri
kullanilarak gergeklestirildigi goriilmektedir. Fakat ayni1 cinse ait farkl
karboksilasyon yollarina sahip tiirler ile ilgili herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu amagcla; ¢alismamizda, Mn’ 1mn Cleome cinsine ait iki farkli
karboksilasyon yoluna sahip iki tiiriiniin (C. spinosa ve C. gynandra) fotosentez
verimi, ROS {retimi, antioksidant savunma sistemi {zerindeki etkileri

belirlenmistir.
1.1.  Fotosentez: Isik Reaksiyonlari

Fotosentez, 151k enerjisini kullanabilen tek biyolojik olaydir. Fotosentez
terimi kelime olarak “ig1k kullanarak sentez”” anlamina gelmektedir. Fotosentez de
151k enerjisi; su ve karbokdioksit kullanarak karbonhidratlarin sentezini saglar, bu

sirada oksijen agiga cikar.
6CO,+6H,0=>CszH1,0¢+60>

Yiiksek bitkilerde fotosentezde en aktif doku yapraklarin mezofil
tabakasidir. Mezofil hiicreleri ¢ok miktarda kloroplasta sahiptir. Fotosentezin
gerceklestigi yer kloroplastlardir. Kloroplastlar, fotosentezin gerceklesmesi icin
gerekli 15181 soguran klorofilleri igerir. Fotosentezde yer alan pigmentler,
fotosentez igin gerekli olan 15181 sogururlar. Bu pigmentlerin tiimi kloroplastta
bulunur. Klorofiller, fotosentetik organizmalardaki tipik pigmentlerdir fakat
organizmalar, birden fazla pigmentin karsiminada sahiptir. Klorofil a ve b yesil

bitkilerde, ¢ ve d ise bazi protistlerde ve siyanobakterilerde bulunmaktadir.



Karatenoidler, turuncu renkli pigmentlerdir ve fotosentez yapan tiim
organizmalarda mevcuttur. Karatenoidler tarafindan sogurulan 1sik, fotosentez
icin klorofile aktarilir. Fotosentez, 1sik toplayan antenler ve fotokimyasal
reaksiyon merkezlerine sahip olan komplekslerde gerceklesir. Bu kompleksler 1s1k
toplar ve enerjiyi reaksiyon merkezi kompleksine aktarirlar. Anten sistemleri,
iliskide olduklar1 reaksiyon merkezlerine etkin bir bigimde enerji aktarma
gorevini tstlenmislerdir (Grondelle et al., 1994; Pullerits and Sundstrom, 1996).
Isigin Klorofilden reaksiyon merkezine, uyarilma enerjisinin fiziksel olarak
aktarildig1 rezonans transferi ile gerceklestigi tahmin edilmektedir. Enerji, anten
komplekslerinde ¢ok etkin bir bi¢imde aktarilir, anten komplekleri tarafindan
sogurulan 15181 % 95-99’u fotokimyasal islemlerde kullanilmak iizere reaksiyon
merkezine aktarilir. Pek ¢ok anten kompleksinin yapist ortak ozellik gosterir.
Okaryot organizmalarda en bol bulunun anten proteinleri, yapisal benzerlik
gosteren biiylik bir protein ailesinin {iiyeleridirler. Bu proteinlerin bazilar
Fotosistem 1l (PS 1) ile biitiinlesmis olup Isik Toplama Kompleksi I (LHCI),
bazilarida Fotosistem I ile biitiinlesmis olup Isik Toplama Kompleksi II (LHCII)
olarak isimlendirilirler (Paulsen, 1995; Green and Durnford, 1996). LHC I
proteini ile LHC II proteini yapisal benzerlikler gostermektedir. Ortak atasal bir
proteinden koken aldiklari nerede ise kesinlesmistir (Grosman et al. 1995; Green
and Durnford, 1996).

Enerji aktarimi Elektron aktarimi
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Sekil 1.1: Fotosentez sirasinda enerji aktarimi (Taiz and Zeiger, 2010).

Oksijen olusturan organizmalar birbiri ile baglantili olarak calisan iki
fotosisteme sahiptir. PS | ve PS Il olarak adlandirilirlar. Bu kompleksler
fotosentezde enerjinin depolanmasimni saglayan baglangi¢ reaksiyonlarini

gerceklestirirler. PS 1, 680 nm den uzun dalgaboylu uzak kirmizi 15181, PS 1l ise



680 nm’ deki kirmizi 15181 sogurur ve uzak-kirmizi 1sikta ¢ok az etkindir. PS I,
nikotinamidadenindiniikleotid ~fosfati (NADP") indirgeyebilen giiclii bir
indirgeyeci ve zayif bir yiikseltgeyici tretir. PS II ise suyu oksitleyebilen gok
gliclii bir yiikseltgeyici ve PS | tarafindan {iretilenden daha zayif bir indirgeyici

uretir.
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Sekil 1.2: Fotosentezin Z semasi. PSII tarafindan sogurulan kirmizusik giiclii bir yiikseltgeyici ve
zayif bir indirgeyici dretir. Uzak-kirmizusigi soguran PSI zayif bir yukseltgeyici ve giglii bir
indirgeyici uretir. PS 1l tarafindan olusturulan giclii yiikseltgeyici suyu yiikseltgerken PSI
tarafindan iiretilen giiclii indirgeyici NADP™1 indirger. Bu sema fotosentetik elektron tasiniminin
anlasiimast igin 6nemli bir temeldir. P680 ve P700, sirasiyla PS 11 ve PSI’in maksimum sogurma
dalga boylarini ifade etmektedir (Taiz and Zeiger, 2010).

1.1.1. Fotosentez’in gerceklesmesini saglayan yapilar

Kloroplastlar, yapilarinda yogun bir i¢ zar sistemi olan tilakoyidleri
bulundururlar. Fotosentezin 151k reaksiyonlarinin gerceklestigi bu zar sisteminin
icinde klorofiller bulunmaktadir. Tilakoyidlerin disinda kalan bolge ise “stroma”
olarak isimlendirilir ve karbon indirgeme reaksiyonlari burada gergeklestirilir.
Ustiiste gelerek y18m olusturmus tilakoyidlere “grana lamelleri”, tilakoyidlerin zar
ile baglantili yigin olusturmayan boélgelerine ise “stroma lamelleri” adi

verilmektedir.

Fotosentez’in ger¢eklesmesi icin gerekli olan fazla sayida protein tilakoyid
zarlara gomiilii olarak bulunmaktadir. Reaksiyon merkezleri, anten pigment-
protein kompleksleri ve elektron tasiyici enzimlerin ¢ogu integral zar
proteinleridir. Tillakoyid zarda gémiilii bulunan proteinlerin bir kism1 stromaya

bir kismida liimen olarak bilinen tilakoyid zarm i¢ kismina dogru yonelmislerdir.



PS | ve PS Il tilakoyid zarlar iizerinden farkli yerlerde bulunurlar (Allen ve
Forsberg, 2001) (Bkz. Sekil 1.3).
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Sekill.3:Tillakoyid zarlarin protein komplekslerinin diizenlenisi. PS 1l biyiik bir ¢ogunlukla
tillakoyid zarlarin yigin olusturan bolgelerinde yerlesmistir. PS | ve ATP sentaz ise stroma
icerisine uzanmis yigin olusturmamis bolgelerde bulunur. Sitokromb6f kompleksleri diizenli
dagilmistir. iki Fotosistemin bu sekilde yanal olarak birbirinden ayrilmis olmasi, PS I tarafindan
uiretilen elektron ve protonlarin PS | ve ATP sentaz tarafindan kullanilmadan énce belli bir mesafe

tasinmasini gerektirir (Allen and Forsberg, 2001).
1.1.2. Fotosentezde elektron tasmim

Elektronlar, klorofilden c¢iktiktan sonra bir dizi elektron tasiyicisindan
gecerler. Bu elektron tasiyicilart “Z semasi” seklinde diizenlenmistir. Reaksiyon
merkezlerinde ki klorofillere ¢arpan fotonlar bu klorofilleri uyarir ve bir elektron
disa cikar. Bu elektron bir dizi elektron alicisindan gegerek P700 (PSII’ den
elektronlar alir) ve NADPH™ 1 (PSI’ den elektronlari alir) indirger. Fotosentez de
elektron akisi 4 biiyiikk protein kompleksinde gerceklesir. Bunlar; PS I,
sitokrombgf kompleksi, Ps | ve ATP sentazdur.

eps I, tilakoyidin limeninde suyu O,’ e oksitler ve protonlarin limene

brrakilmasini saglar.



eSitokromb6f, PS II’ den elektronlar1 alarak PS I’ e verir, ayrica stromadan

limene ilave protonlar: tasir.

eps |, ferredoksin (Fd) ve flavoproteinferredoksin-NADP rediiktaz (FNR)’

1n is gormesi ile stroma da NADP" ¢ 1 NADPH’ e indirger.

e ATP-sentaz, protonlar: limenden stromaya gegirerek ATP tiretir.
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Sekill.4: Oksijen olusturan fotosentetik organizmalar igin ayrintili Z semasi. Redoks tasiyicilar
ortalama redoks potansiyellerine gore yerlestirilmiglerdir (pH 7’ de). (1) Dikey oklar reaksiyon
merkezi klorofilleri tarafindan foton sogurulmasini gostermektedir: PS Il i¢in P680 ve PS | igin
P700. Uyarilan PS II reaksiyon merkezi klorofili, P680*, feofitine (Pheo) bir elektron aktarir. (2)
PS II” nin yiikseltgeyici tarafinda (P680* ile P680’1 birlestiren okun solu) 1g1kla yiikseltgenen P680,
suyun yikseltgenmesinden elektron alan Yz tarafindan yeniden indirgenir. (3) PS II’ nin
indirgeyici tarafinda (P680* ile P680° i birlestiren okun sag1), feofitin elektronlart Qa ve Qg adi
verilen elektron alic1 plastokinonlara aktarir. (4) Sitokrombgf kompleksi ¢dziiniir bir protein olan
plastosiyanine elektronlar1 aktararak P700"™ i (oksitlenmis P700) indirger. (5) P700 (A,) da
elektron alicisinin bir klorofil oldugu ve ondan sonraki alicinin (Aj;) bir kinon oldugu
diisiniilmektedir. Bir dizi zara bagli demir-kiikiirt proteini (FeSx, FeSa ve FeSg) elektronlari
¢Oziinebilen Fd’ ye aktarir. (6) Coziinebilen FNR NADP+’ 1 NADPH’ e indirger. Bu NADPH
Calvin dongiisiinde CO;’ in indirgenmesinde kullanilir. Noktali ¢izgi PS I’ in ¢evresindeki devirsel

elektron akigini gostermektedir (Blankenship ve Prince, 1985).



Yz, bir tirozin radikalidir ve D1 proteininin tirozin kalintisindan olustugu
bilinmektedir. Bu radikal P680 ile Mn demeti arasinda elektron tasiyici olarak is

gorilir. Yz’nin elektronlar1 tutma egilimi olduga yiiksektir.

PS I ve PS II'nin sogurma 6zellikleri farkliliklar gosterir. Basel Kok PS I’in
reaksiyon merkezinde bulunan klorofilin indirgenmis halde 700 nm’ de
maksimum sogurma yaptigini bulmustur. Bunun sonucunda bu klorofil P700
olarak adlandirilmistir. Zouni et al., (2001) ise PS II’nin 680 nm’de maksimum
151k sogurdugunu bulmuslardir. Bu nedenle PS II’nin reaksiyon merkezindeki

klorofil P680 olarak bilinmektedir ( Kok, 1957; Zouni et al, 2001)

Fotosistem II ¢ok sayida alt birimden olusan bir pigment protein
kompleksidir (Barber et al., 1999). Yiiksek bitkilerde bu yap1 iki tam reaksiyon
merkezi ve bir anten kompleksinden olugmaktadir. D1 ve D2 olarak bilinen iki zar
proteini, reaksiyon merkezinin ortasinda diger proteinler ile birlikte
bulunmaktadir (Zouni et al., 2001). Ilk elektron verici klorofil olan P680, diger
klorofiller, karatenoidler, feofitinler ve plastokinonlar D1 ve D2 zar proteinlerine
baglanmislardir. Diger proteinler ise anten kompleksleri olarak gorev yaparlar ve

oksijen olusumunda gereklidirler.

Sekil 1.5: D1 ve D2 ile CP43 ve CP47 orta alt birimlerinin sarmal yerlesimi. CP43 ve CP47 alt
birimleri, uyarilma enerjsini reaksiyon merkezine iletirler. Ayrica CP43, PS II’ de yer alan Mn

Demeti igin amino ligand saglar (Ferreira et al., 2004).

Su, Fotosistem II tarafindan oksijene oksitlenir. Asagidaki reaksiyon

suyun oksitlenmesini gostermektedir.
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Molekiiler oksijen olusturabilmesi igin suyun yiikseltgenmesi oldukca
zordur. Fotosentezde oksijen olusturan yapilar, bu reaksiyonu gergeklestirebilen
tek biyokimyasal sistemler olarak bilinmektedir. Suyun yiikseltgenmesi sonucu
olusan protonlar, tillakoyidlerin liimenine birakilir. Bunun ana nedeni oksijen
olusturan yapinin tillakoyidlerin i¢ yiizeyinde bulunmasidir. Daha sonrasinda bu
protonlar ATP sentaz icinden gegerek stromaya aktarilir. Bunun sonucunda suyun
yiikseltgenmesinden elde edilen protonlar ATP olusumu igin gerekli

elektrokimyasal potansiyeli saglar.

Suyun yiikseltgenmesinde Mn olduk¢a 6nemli bir kofaktordiir (Marschner,
1995). Mn lIyonlar1 S durumu olarak bilinen bir dizi yiikseltgenme evresinden
gecerler. Bu evre suyun yiikseltgenmesi ve O’ nin olusumu ile baglantilidir

(Tommos ve Bobcock.,1998).
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Sekil1.6: Mn iyonlar1 S durumu (Taiz and Zeiger, 2010).

Fotosistem II’ den ayrilan elektronlar feofitin ve 2 adet plastokinon
tarafindan alinir. Feoftin aslen bir klorofildir ve yapisinda magnezyum atomu
yerine iki adet hidrojen atomu bulundurmaktadir. Reaksiyon merkezine bagh
halde bulunan Qa ve Qg plastokinonlari elektronlar1 feofitinden sirasi ile alirlar
(Okamura et al., 2010). Bu islemler sonucunda Qg Qg™ seklinde indirgenir ve
indirgenmis bu hali ile stromadan 2H" alir. Bunun sonucunda indirgenmis

plastohidrokinon (OH;) olusur. Daha sonra bu plastohidrokinon reaksiyon



merkezinden ayrilarak zarin hidrokarbon kismimna girer ve elektronlarinm

sitokromb6f kompleksine iletir.

Sitokromb6f ¢ok fazla altbirimden olusan oldukga biiyiik bir proteindir. Iki
tane b tipi, bir tanede c tipi hem (Sitokrom f) grubu bulundurmaktadir. Ayrica bu
bliyiik yapmin iginde birde Rieske Demir-Kiikiirt proteinide bulunmaktadir.
Sitokromb6f iginde elektronlarin akis yolu tam olarak aydinlatilamamistir ancak
Q dongiisti (Kinon Dongiisii) denilen bir mekanizma bu komplekste gerceklesen
olaylarin ¢oguna 151k tutmaktadir. Bu mekanizmaya gore, OH; yiikseltgenir ve iki
elektrondan biri elektron taginim zincirinden PS I’ e gegirilirken digeri devirli bir
islemden gecer. Bu devirli islem sonunda zarin bir yanindan diger kismima dogru
pompalanan proton sayisi artar. Elektron taginim zincirinde, plastohidrokinondan
bir elektronu FeS (Rieske Demir-Kiikiirt Proteini) alir ve sitokrom f* ye aktarir.
Sitokromf ise elektronunu plastosiyanine (PC) aktarir. PC’ de P700 indirger.
Islemin devirli kisminda ise plastosemikinon elektronunu b-tipi hemlerden birine
aktarir ve protonlarn her ikisinide zarin limen tarafina birakir. b-tipi hem almis
oldugu elektronu ikinci bir b-tipi hem tizerinden oksitlenmis bir kinon molekiiliine
aktarir. Bu aktarim sonucunda kinon molekiilii semikinon formuna indirgenir.
Diger yandan benzer bir elektron akis dizisi, plastokinonu tamamen indirger.
Plastokinon zarin stromaya bakan kismindan protonlar1 alir ve plastohidrokinon
olarak Sitokromb6f kompleksinden ayrilir. Bu mekanizmanin iki kez tekrar
etmesi sonucunda P700’ e iki adet elektron aktarilmis olur. Bu iglemler sonucunda
zarm iki yaninda da elektrokimyasal bir potansiyel olusur. Zarim iki yanindaki H
konsantrasyon farki bu potansiyelin olusmasini saglar. Elektrokimyasal potansiyel

ATP sentezi i¢in gerekli giicli saglar.

Fotosistem II ve Fotosistem I oldukca kompleks yapilardir, tillakoyid zarlar
tizerinde farkli bolgelerde lokalize olmuslardir. Bu sebepten dolayi elektronlar1 PS
II’ den PS I’ e tasiyacak, zarin i¢ kisminda veya yiizeyinde hareket edebilen
elemanlara ihtiya¢ vardir. Plastokinon ve plastosiyanin, PS II ile PS I arasinda ki
elektron akisini saglamakla gorevli yapilardir. PS | reaksiyon merkezi, ¢ok sayida
alt birimden olusan olduk¢a kompleks bir yapidir (Jordan et al., 2001). Reaksiyon
merkezinde 100 klorofilden olusan merkezi bir anten bulunur. Bu anten ve P700,
PsaA ve PsaB olarak adlandirilan iki proteine bagli olarak bulunur (Chitnis, 2001).

PS I’ in reaksiyon merkezinde yer alan elektron tasiyicilar1 karmasik bir yapidadir.
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Mekanizma mevcut kanitlar 118inda altinda iki adet elektron alicisinin oldugunu
ongormektedir. Bunlardan birinin, bir klorofil molekiilii digerinin ise bir kinon
cesidi olan fillokinon oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica 3 adet Rieske Demir-
Kiikiirt (Fe-S) proteini ve bunlara bagl ferrodoksinler merkezdeki diger elektron
alicilaridir. Fe-S merkezi olarak adlandirilan Fe-S proteini tige ayrilmistir. Bunlar
FeSx FeSa, FeSg olarak isimlendirilmistir. FeSy, P700 ile biitiinlesmistir. FeSp,
FeSg ise PS I reaksiyon merkezinin elemanlaridir. Elektronlar FeSa FeSg
merkezlerinden gectikten sonra yine bir Demir-Kiikiirt proteini olan Fd’ ye
aktarilir. Burada zara bagh bir protein olan FNR, NADP" y1 NADPH’e indirger.
NADP" PS I’in reaksiyon merkezi tarafindan indirgenmis olur ve devirli olmayan

elektron akig1 tamamlanmis olur (Karpus et al., 1991).
1.2.  Fotosentez: Karbon Reaksiyonlari

Isikli evre reaksiyonlarinda, suyun 1s18in etkisiyle molekiiler oksijene
yiikseltgenmesine, tillakoyid zarda gerceklesen reaksiyonlarla ATP ve
indirgenmis NADPH olusumunu egslik ettigini gérmiistiik. NADPH ve ATP, COy’

in karbonhidrata indirgenmesini katalizleyen reaksiyonlarda kullanilir.
1.2.1. Calvin dongiisii

Fotosentetik karbon indirgeme reaksiyonu (Calvin Dongiisii) ilk kez C3
bitkilerinde bulunmustur. Bu dongii 1950’ 1i yillarda Melvin Calvin ve arkadaglari

tarafindan saptanmistir. Calvin dongiisii 3 evrede gerceklesir ;

1. Karboksilasyon (3-fosfogliserat olusumu)
2. Indirgeme (Gliseraldehit- 3-fosfat olusumu)
3. Yenileme (Rubiloz -1,5-bisfosfatin yeniden olusmasi)

1.2.1.1 Karboksilasyon

CO,, Rubiloz-1,5-bisfosfat ile reaksiyona girerek, Calvin dongiisiiniin
karboksilasyon evresini baglatir. Bu reaksiyon sonucunda iki molekiil 3-
fosfogliserat olusur. Reaksiyonu kloroplastlarda bulunan RuBisCO olarak bilinen
Rubiloz -1,5-bisfosfatkarboksilaz/Oksijenaz enzimi katalizler. Karboksilasyon

reaksiyonunda iki nokta oldukg¢a 6nemlidir.
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a. Rubiloz -1,5-bisfosfatin karboksilasyonu ile ilgili olarak serbest
enerjide ortaya c¢ikan negatif degisiklik biliylik oldugundan reaksiyon basari ile

ilerler.

b. Fotosentez ~ yapan  hiicrelerde  bulunan  diisik CO;
konsantrasyonlarinda Rubisko’ nun CO,’ e olan ilgisi hizli karboksilasyon i¢in

yeterlidir.

1.2.1.2 indirgenme

Isik reaksiyonlarinda olusan ATP yardimi ile ilk olarak 3-fosfogliserat
fosfogliseratkinaz yardimiyla 1,3-bisfosfogliserata fosforillenir. Daha sonra
gliseraldegit-3-fosfata indirgenir. Bu islemde ise yine 151k reaksiyonlarda iiretilen
NADPH kullanilir. Reaksiyon kloroplastlarda bulunan NADP: gliseraldehit -3-

fosfat dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenir.
1.2.1.3 Yenilenme

CO; alinimmin siirekliligi i¢in Rubiloz -1,5-bisfosfatin siirekli olarak
yenilenmesi gerekmektedir. Yenilenme reaksiyonu 9 basamakta gerceklesen bir

islemdir.

1. Gliseraldehit-3-fosfat molekiilii, izomerizasyon reaksiyonu ile trioz

fosfat izomeraz enzimi tarafindan dihidroksiaseton-3-fosfata dontistiiriiliir.

2. Dihidroksiaseton-3-fosfat, ikinci bir gliseraldehit-3-fosfat ile aldol
kondensasyonu gecirir. Aldozlar tarafindan katalizlenen bu reaksion sonucunda

Fruktoz-1,6-bisfosfat olusur.

3. Fruktoz-1,6-bisfosfat, Fruktoz6-fosfata hidrolizlenir. Daha sonra

transketolaz ile reaksiyona girer.

4. Eritroz-4-fosfat ve ksiloz-5-fosfat olusturmak i¢in Fruktoz-6-
fosfatin 1. ve 2. Karbonlar iiciincii bir gliseraldehit-3-fosfat molekiiliine aktarilir.

Bu islem transketolaz tarafindan yapilir.



12

o. Eritroz-4-fosfat, aldolaz enzimi yardimi ile dordiincii bir trioz

fosfat molekiilii ile birleserek sedoheptuloz-1,7-bisfosfat1 tiretir.

6. Sedoheptuloz-1,7-bisfosfat, hidrolizlenerek sedoheptuloz-7-fosfata
doniistiiriiliir.
7. Sedoheptuloz-7-fosfat, iki karbonunu besinci ve son Dbir

gliseraldehit-3-fosfat molekiiliine aktararak riboz-5-fosfati ve ksiloz-5-fosfati

iiretir. Bu islemi transketolaz yardimi ile gercgeklestirir.

8. Ksiloz-5-fosfatin iki molekiili, ribuloz-5-fosfat izomeraz enzimi
ile iki molekiil ribuloz-5-fosfat sekerine doniistiiriiliir. Riboz-5-fosfat izomeraz

enzimi ise Riboz-5-fosfattan ti¢tincii bir Ribuloz-5-fosfat sekerini olusturur.

9. Son olarak, Ribuloz-5-fosfat Kinaz ATP ile Ribuloz-5-fostatin
fosforilasyonunu katalizler. Bdylece baslangigta COsalicist olarak kullanilan

Rubiloz-1,5-bisfosfat tekrardan kazanilmis olur.

Calvin dongiisiiniin c¢alisgma hizi ara iriinlerin konsantrasyonuna bagli
olarak artabilir yani dongli otokatalitiktir. Bunun sonucu olarakta trioz fosfat
baska bir yone yonlendirilmedigi siirece, Calvin dongiisii tiikettiginden daha fazla
substrat Uretebilir. Calvin dongiisiinde CO;’ in fonksiyonunu siirdiirebilmesi i¢in
ATP ve NADPH formunda enerjiye gereksinim vardir. Bir molekiil heksozun
sentezlenmesi i¢in alt1 molekiil CO;‘ in fiske edilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in
18 ATP ve 12 NADPH harcanir. Yani Calvin dongiisiinde karbonhidrata
doniistiiriilen her bir CO2 molekiilii i¢in 3 molekiil ATP ve 2 molekiill NADPH
tiiketilmektedir.

Ototrofik hiicrelerin hepsinde Calvin dongiisii goriilmemektedir. Anaerobik

bakterilerin bir kismi ototrof biiylime i¢in farkli yollar kullanirlar. Bu yollar

sOyledir;
1. Asetil —CoA tiirevlerinden organik asitlerin sentezi
2. Glioksilatin tiretilmesini saglayan dongii
3. Asetogenik, methanogenik bakterilerde dogrusal yol (Asetil-CoA

yolu)
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1.2.2. Calvin dongiisiiniin diizenlenmesi
Calvin dongiisiiniin diizenlenmesinde,

a. Isiga bagimli olarak aktiflesen enzimler is goriir. Bu dongiide 151k

tarafindan diizenlenen 5 enzim vardir.

1. Rubisko

2. NADP: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
3. Fruktoz -1,6-bisfosfataz

4. Sedoheptuloz -1,7-bisfosfataz

5. Rubiloz-5-fosfat kinaz

Son Dort enzim ferrodoksin-tiyoredoksin sistemi yardimiyla 1s1k tarafindan
kontrol edilir (Buchanan et al. 1988; Wolosiuk et al., 1993; Besse and Buchanan,
1997; Schiirmann and Jacquot, 2000). Rubisko ise rubiskoaktivaz isimli bir

tiyoredoksin yardimci enzime tarafindan dolayli olarak kontrol edilir.

b. Isiga bagimli iyon hareketleri Calvin dongiisii enzimlerini diizenler.
Isiklandirma sonucunda stromadan tillakoyitlerin liimenine dogru protonlar
pompalanir. Bu islem sonunda stromada ki Mg2+ konsantrasyonu artarken H*
konsantrasyonunda azalma goriiliir. Bu durumda pH 7°’den 8 dogru artis
gostermektedir. Calvn dongiisii enzimlerinden bazilari pH 8’de pH 7’den daha

aktiftirler.

C. Zarlarda 1518a baghh tasmmimda Calvin dongiislinii  diizenler.
Karbonun kloroplastin ~ disarisina  ¢ikarilma hizi  Calvin  dongiisiiniin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar.

Calvin dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahip olan rubiskonun
ozelliklerinden bir tanesi de hem oksijenasyonunu hemde karboksilasyonunu
katalizlemesidir. Fotosentetik CO, fiksasyonu ve fotorespirasyona bagl
oksijenasyon birbiriyle rekabet eder. Oksijenasyon, fotorespirasyon olarak bilinen

islemin ilk reaksiyonudur. Fotorespirasyon, CO; fikse eden hiicrelerden CO;’ in
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kaybmma neden olur. Karboksilasyon ile oksijenasyon arasinda ki rekabet

fotosentezin verimliligini dugiiriir.

Baz1 Bitkiler bu problemin Oniine ge¢mek i¢in ¢esitli mekanizmalar
gelistirmistir. Bu bitkiler ya hi¢ fotorespirasyon yapmaz ya da ¢ok smirli dlglide
yaparlar. Bu tip bitkilerin, normal Rubiskoya sahip olmalarina karsin,
fotorespirasyon yapmamalarinin sebebi, rubiskonun bulundugu ortamda CO;

biriktirmesiyle oksijenasyon reaksiyonlarinin baskilanmasidir.

1.3. Bitkilerde CO; Yogunlastirma Mekanizmalari

Bitkiler tarafindan kullanilan ii¢ ¢esit fotosentez tiiri vardir (Sage et al.,
2004). Cogu bitki tiiriinde, Kalvin-Benson dongiisiinde, CO; ii¢ karbonlu bir son
iiriin olusturmak tizere rubilazbifosfatkarboksilaz/oksijenaz (RuBisCo) tarafindan
fikse edilir. Bu bitkiler olusturduklart iiriin {i¢ karbonlu oldugu i¢in C3 bitkileri
olarak adlandirilirlar. C4 ve Crussulacean Asit Metabolizmas1 (CAM) fotosentezi
yapan bitkiler C3 bitkilerinden evrimlesmistir ve her ikisinde de olusturulan ilk
iirlin dort karbonludur. Fotosentetik reaksiyonlar, C4 bitkilerinde mezofil hiicreleri
ve iletim demetlerinin etrafinda halkasal bir yapi olusturan demet kini hiicreleri
arasinda uzaysal olarak ayrilmistir. Bu anotomik 6zellesmeye Kranz anatomisi ad1
verilir. Kranz anatomisi tasiyan bitkiler CO2” yi mezofil hiicrelerinde fikse
ettikten sonra, dort karbonlu organik asitler aracilig1 ile demet kini hiicrelerine
tasirlar ve burada CO;’ yi serbest birakirlar. Bu noktadan sonra Cs bitkilerine
benzer Kalvin-Benson dongiisii ¢alismaya baglar. Ancak CO, miktari fazla oldugu
icin elektron iletim sisteminin agir1 yiiklenmesi veya fotorespirasyon riski
azaltilmistir. Metabolizmanin bu sekilde ayrilmasi mezofil ve demet ki
hiicrelerinde belirli genlerin ayr1 ayri ifade edilmesiyle gerceklesir. Karbonik
anhidraz, fosfoenolpiruvatkarboksilaz, NADP-malatedehidrogenaz ve
piruvatortofosfat dikinaz mezofil hiicrelerinde ifade olurken, NADP-malik enzim
ve RuBisCo demet kini hiicrelerinde ifade olur (Brown et al., 2005). C,4
metabolizmasinda is gdren enzimlerin hepsi aslinda C3 bitkilerinde de mevcuttur,

ancak ifade seviyeleri ¢ok diistiktiir.
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Mangan, PS II’ de su parcalayicit komplekste yer alir, siiperoksitdismutazin
(MnSOD) bir bilesenidir ve dnemli metabolik enzimler i¢in anahtar bir rol iistlenir
(Marshner et al., 1995). Daha 6nce C,4 bitkileri iizerinde yapilan c¢alismalarda,
fotosentez asamasinda Mangan’in farkli rollere sahip oldugu belirlenmis olmasina
ragmen, genelde caligmalar, C, bitkilerinin {irlin verimi ve biiyiimesi iizerine
yogunlagsmistir. Cy4 bitkileri sicak ve kurak ¢evre kosullar altinda yasayabilirler ve
diinya tizerinde ki besinlerin ana kaynaklarini olustururlar. C4 bitkilerinin
evrimsel adaptasyonunda (karbondioksitin demet kin1 hiicrelerinde yogunlasmasi)
H,O° nun varhigindan ¢ok CO; smirlayict faktdr olmustur. Bu mekanizma
nedeniyle su kaybi 6nlenirken CO; alinimida dengelenmis olur (Ehleringer et al.,

1993).
1.3.1. Cjzve C, karboksilasyon yollarinin karsilastirilmasi

Bitkilerde CO, fotosentetik fiksasyonu yapan enzim Ribuloz-1,5-bifosfat
karboksilaz/oksijenaz (Rubisco)’dur. Ancak Rubisco kinetik ac¢idan kusurlu bir
enzimdir. Diger enzimlerle karsilagtirildiginda reaksiyon katalizleme hiz1 diisiiktiir
ve substratt olan CO;’ ye ilgisi azdir. Daha da 6nemlisi, Rubisco CO; ve O,
arasinda ayrim yapamaz (Jordan and Ogren, 1981). O; 151k reaksiyonlariyla bitki
hiicrelerinde iiretildigi ve atmosferde yliksek miktarda bulundugu i¢in bu 6zellik
fotosentez verimliligi agisindan problem teskil etmektedir (Edwards and Walker,
1983). Rubisco’ nun ribuloz-1,5-bifosfat (RuBP) ve O,’ yi reaksiyona sokmasi
fotorespirasyona sebep olur ve fotosentetik karbon asimilasyonunu olumsuz
yonde etkiler. Boylece fotorespirasyon CO;’ nin tekrar atmosfere birakilmasina
sebep olur (Edwards and Walker, 1983). Su anki atmosferik CO, ve 25 °C
sicaklikta, C; bitkilerinde fotorespirasyon hizi fotosentezin %20-30" u kadardir
(Sage, 2001, 2004). Artan sicaklikla birlikte fotorespirasyon hizi, fotosentez
hizina goére daha fazla artis gostermektedir (Sage and Kubien, 2007). Ca
fotosentetik yolu, diisiik CO; konsantrasyonunun, yiiksek sicakligin, kurakligin
ve/veya tuzlulugun sebep oldugu yiiksek fotorespirasyon baskisiyla evrimlesmistir
(Ehleringer, 1997; Sage, 2004; Tipple and Pagani, 2007). Bu yolun 3’ i
monokotil, 16 s1 dikotil hatlardan olmak iizere toplamda 45 kez birbirinden
bagimsiz olarak evrimlestigi diisliniilmektedir (Sage, 2004). C, bitkileri diinya
florasinin %4’ {inii temsil etselerde, global primer iiretimin %20’ sinden

sorumludurlar. C, fotosentezinin temel ozelligi, C, yapraklarinda atasal Cj
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fotosentez yolu etrafinda anatomik ve biyokimyasal degisimlerle CO, konsantre
edici bir mekanizma olusturmus olmasidir. Boylelikle i¢csel CO, miktar yliksek
seviyelerde tutulmaktadir. Yiiksek bitkilerde C, fotosentezi iki fotosentetik
dongiiniin (Cs ve Cj) ayr1 ayn calistigi, iki farkli fotosentetik hiicre tipinde
(mezofil ve demet kini) gergeklesmektedir. C4 fotosentezinin ilk basamagi mezofil
hiicrelerinde gergeklesir, ve bu basamak CO5’ nin bikarbonata doniistiiriilmesidir.
Bikarbonat fosfoenolpiriivat karboksilaz (PEPC) araciligiyla fosofoenolpiriivat
(PEP) ile reaksiyona girer ve 4 karbonlu bir asit olan oksaloasetat1 olusturur. Bu
fotosentez yoluna C, fotosentezi ismi verilmesini sebebi bu basamaktan
kaynaklanmaktadir. Oksaloasetat diger 4 karbonlu asitlere (malat, aspartat)
doniistir ve demet kini hiicrelerine difiize olur. Burada dekarboksilasyona
ugrayarak CO2’ nin Rubisco tarafindan fikse edilmesini saglar ve buradan sonra
C; fotosentez dongiisii ¢alismaya baslar. Dekarboksilasyondan sonra ortaya ¢ikan
3 karbonlu iiriin mezofil hiicrelerine geri doner. C4 fotosentez mekanizmasina
sahip bitkiler 3 biyokimyasal alt tipte siniflandirilmaktadir. Bunlar demet kini
hiicresinde C, asit dekarboksilasyonunda gorev alan enzimlerine gore: NAD
malik enzim (NAD-ME), NADP malik enzim (NADP-ME) ve fosfoenolpiriivat
karboksikinaz (PCK) tipleridir (Hattersley, 1992). Degisik dekarboksilasyon
yollarina sahip C, fotosentetik yollar1 sekil 1.7° de gosterilmistir. C4 bitkileri,
karbon konsantre edici bu 6zellikleriyle kurakliga daha iyi uyum saglamislardir ve
C; bitkilerine gore su ve azotu daha verimli kullanabilmektedirler (Nelson, 2004).
Cs bitkisi olan geltik (Oryza sativa) ve C4 bitkisi olan misir (Zea mays)’in su, azot,
ve giines 151811 kullanma verimlilikleri (WUE, PNUE, RUE) karsilastirildiginda,
musirin bu ozelliklerinin celtige gore sirasiyla 1.9, 2.8 ve 1.5 kat daha verimli
oldugu saptanmistir (Mitchell ve Sheehy, 2006). Bu karsilastirmanin bir benzerine
iilkemizden 6rnek vermek gerekirse Tiirkiye de yetisen bugday’ m (C3) WUE’
sinin 1.33-1.45 kg m™ arasinda oldugu (Sezen ve Yazar, 1996), musirda ise bu
degerin 1.65-2.15 kg m™ arasinda oldugu bilinmektedir (Dagdelen vd., 2006).
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Sekil 1.7:Debarboksilasyon tiplerine gore C,reaksiyonlari (Taiz and Zeiger, 2010 dan).

C, fotosentez mekanizmasi iki sebep yiiziinden CO;, konsatre edici bir
mekanizma gibi ¢aligmaktadir: birincisi, PEPC’ nin Rubisco’ ya gore reaksiyon
katalizleme hizinin daha yiiksek olmasi ve O; ye ilgisi olmamasi, ikincisi ise
demet kin1 hiicrelerinin hiicre duvarlarmin gaz diflizyonunu engelleyici bir bariyer
olarak gorev yapmasidir. Demet kin1 hiicrelerinde CO; konsantrasyon
mekanizmasinin  olusturdugu  yliksek CO, miktari, fotorespirasyonun
engellenmesini saglamaktadir ve C4 bitkilerini Cj3 bitkilerine goére daha diisiik

cevresel CO, seviyelerinde fotosentetik doyuma ulagmaktadir.
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1.3.2. Cleome gynandra ve Cleome spinosa’ nin fotosentetik o6zellikleri

Son yillarda besin kitligina ¢are bulabilmek i¢in bitki biyologlari alternatif
arayislar icindedir. Bunlardan biriside insan beslenmesinde 6nemli yere sahip olan
Cs bitkisi geltige C4 fotosentez yolunun aktarilmasidir (Mitchell and Sheehy,
2006; Hibberd et al. 2008) . Ancak bu karmasik yolun aktarilmasi; damarlanma,
demet kin1 hiicresi olusumu gibi anatomik, fotosentetik enzimlerin aktivitelerinin
ve lokalizasyonlarinin diizenlenmesi gibi biyokimyasal bir ¢ok mekanizmanin
aciklanmasimi  gerektirmektedir. Bu mekanizmalarin  agiklanabilmesi igin
Arabidopsis gibi etkili bir modele ihtiyag vardir. Brown et al. (2005), bu amagla
Arabidopsis’ in en yakin C, akrabasi olan C. gynandra’ nin kullanilmasini
Onermistir. Bunun sebebi Arabidopsis’ te yaprak gelisimiyle ilgili elde edilen
bilgilerin Cleome’ da kullanilarak Cleome’ da bu islevleri goren genlerin daha
kolay izole edilebilmesi , Cleome’ dan elde edilen C4 genlerini Arabidopsis’ e
aktararak test etme olanagi ve Cleome’ un yasam dongiisiiniin gorece kisa
olmasidir. Marshall et al. (2007) ise Cleome cinsine ait tiirlerin fotosentetik
karakteristiklerini aragtirmistir. Calismada 9 farkli tiir kullanilmigtir. C. gynandra
da ortalama damarlanma uzunlugu 8§ mm mm™ iken bu deger C. spinosa’ da 5’ dir.
Demet kini hiicreleri arasindaki mezofil hiicresi sayis1 C. gynandra’ da 2, C.
spinosa’ da 8 olarak bulunmustur, ayn1 zamanda C. gynandra’ nin demet kini
hiicreleri C. spinosa’ ya gore 3 kat daha biiyiiktiir. Yazarlar anatomik 6zellikler
yaninda fotosentetik enzimlerinde aktivitelerini karsilastirmistir. C. gynandra ve
C. spinosa’ da PEPC, NAD-ME, PCK ve NADP-ME aktiviteleri sirasiyla 12.2,
2.60, 1.03, 0.1 ve 0.7, 0.06, 0.06, 0.12 olarak tespit edilmistir (aktiviteler pmol
min™ mg klorofil™* cinsindendir). Bu veriler C. gynandra’ nin NAD-ME tipi bir
C,4 bitkisi oldugunu , bunun yaninda C. spinosa’ nin ise anatomik ve biyokimyasal

olarak tam bir Cj bitkisi oldugunu gostermektedir.



Sekil 1.8: C. spinosa (A,B) ve C. gynandra’ nin (C,D) damarlanmalarinin ve yaprak enine

kesitlerinin karsilagtirilmasi (Marshall et al., 2007 den).
1.4.  Mn Eksikligi ve Toksisitesinin Oksidatif Strese Etkileri

Mangan, 0&zellikle yaprak petiollerinin periferal hiicrelerinde birikir.
Hiicresel diizeyde ise asirt miktarda bulunan Mn’nin vakuollerde (Foy et al.,
1978), hiicre ¢eperinde (Menon et al., 1984) ve golgi vezikiillerinde (Hughes,
1988) depolandigi bulunmustur. Asirt Mn, klorofil biyosentezini inhibe eder ve

fotosentez hizinin diismesine neden olur (Macfie et al., 1992).

Hiicresel diizeyde Mn’nin asir1 seviyede bulunmasi, ROS oksijen tiirlerinin
birikiminden  kaynaklanan oksidatif stresin  bir sonucu olarak bitki
metabolizmasini olumsuz etkileyebilir (Channey, 1993; Kabata-Pendias, 2001) ,
ayrica bitkinin antioksidant sistemin de dengesizliklere yol acar ( Shi et al., 2006;
Lei et al., 2007). Baz1 arastirmalar, tolerant tiirlerde yiiksek seviyede bulunan Mn’
m antioksidanlarin seviyelerini artirdigin1 ve diisiik oksidatif stresi uyardgini
gostermistir (Fecht-Christoffers et al,. 2003). Asir1 Mn’ nin oksidatif stres
yanitlart ile ilgili olarak, celtigin biiylime sathasinin ilk asamalarinda iki kinetik
faz belirlenmistir. Ilk faz, Mn’ nm tilakoyid lamellerinde asir1 birikmesi ile
alakalidir. Bu birikme sonucunda elektron akisinin engellenmis ve ROS
{iretiminin siirlanmis oldugu belirlenmistir. (McCain and Markley, 1989). ikinci
kinetik fazda ise, yiiksek miktarda bulunan Mn’ 1 siklik olmayan
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fotofosforilasyon siireglerini inhibe ettigi, ROS iiretiminde artisa ve tilakoyid
lamellerinde peroksidaz sisteminde hasara neden oldugu goézlemlenmistir. (Lidon
and Teixeira, 2000). Bunun sonucunda asirt Mn birikiminin kloroplast
lamellerinde aksakliklara neden oldugu belirlenmistir ancak burada SOD’ 1
yiiksek aktivitesinin hiicrenin zarar gérmesini bir noktaya kadar engelledigide

belirlenmistir.
1.4.1. Sinyal molekiilii olarak ROS’ lar

ROS' larin g¢evresel stresler sirasinda oksidatif — zarara yol ag¢ma
potansiyellerinin yaninda, son yillarda, bu molekiillerin patojen enfeksiyonu,
cevresel stresler, programlanmis hiicre 6liimii ve gelisimle ilgili farkli uyarilara
tepki verilmesinde sinyal iletici molekiiller olarak gorev aldiklari gésterilmistir
(Torres ve Dangl, 2005). “Oksidatif yanma” olarak ifade edilen, ROS
iiretimindeki hizli artisin, yukarida belirtilen bu islemlerin ¢ogu i¢in Onemli
oldugu gosterilmistir. Genetik ¢alismalarla, plazma zarindaki NADPH oksidazlari
kodlayan, Rboh genlerinin, bu islemler sirasinda hiicrelerde ROS’ larla birlikte,
sinyal iletiminde yer aldiklar1 gosterilmistir (Torres ve Dangl, 2005). ROS
sinyallerinin NADPH oksidazlar araciligi ile aktif olarak iiretilmelerinin diginda
ROS’lar stres sirasinda olusan metabolik dengesizlik sonucu da iiretilirler. Bunlar,
alisma ve savunma mekanizmalarini aktiflestirmek igin stres sinyali olarak
kullanilmaktadirlar. ROS' larin sinyal molekiili olarak kullanildigi bu
mekanizmalar, stres altinda oksidatif zarara karst koyulmasini saglamaktadir
(Davletova et al., 2005; Miller et al., 2008; Sekmen et al., 2007). Sonug olarak
ROS’ larin birbirinin zitt1 iki 6zellikleri bulunmaktadir. Bunlardan birincisi,
hiicreye zarar veren toksik molekiiller olmalari, digeri ise ¢esitli gevresel streslere

tepki verilmesinde, yararli sinyal molekiilii olmalaridir.
1.4.2. Sekonder Stres Olarak Oksidatif Stres

Degisen ortamlara bitkilerin alismasi hiicresel dengenin yeniden
kurgulanmasin1 gerektirmektedir. Bu ise, hiicrenin farkli bolmelerinde yer alan
birden fazla metabolik yol arasindaki hassas diizenlemeler ile ger¢eklesmektedir.
Ancak, bu metabolik denge, su kitligi sirasinda bozulabilmektedir (Mittler, 2006).
Farkli metabolik yollarin uyum i¢inde g¢aligmalar1 bozulunca, hiicrede yiiksek

enerji diizeyindeki elektronlar molekiiler oksijene (Oy) iletilirler (Takahashi and
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Asada 1988; Mittler, 2002). Bunun sonucunda tekli oksijen (*O.), siiperoksit
anyonu (O2"), hidrojen peroksit (H20,), ve hidroksil radikali (OH’) gibi reaktif
oksijen tiirleri (ROS) olusmaktadir. Bunlar, proteinler, DNA ve lipitleri
oksitleyerek zarar olusturan toksik molekiillerdir (Apel and Hirt, 2004). Optimum
biiyiime kosullarinda, ROS’ lar kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi
organellerde ve apoplastta diisiik diizeylerde tiretilmekte, ancak, stres sirasinda,
ROS’ larin iiretiminde bir artis goriilmektedir. Bitkilerde stres sirasinda ROS
birikimi; ROS iiretimi ile ROS siipiiriilmesi arasindaki dengeye baghdir (Miller,
2009). ROS’ larin iiretimi ve siipliriilmesi ise, stresin siddetine ve dokunun enerji
dengesizligine alisma yeteneginin yaninda, bliylime kosullarindaki (1s1k siddeti,

sicaklik vb.) diger degiskenlere de baglidir.

Hiicre biiyiimesi ve fotosentez asirt Mn’ dan, olumsuz etkilenmektedir
(Macfie et al., 1992). Stres sirasinda stoma iletkenliginin azalmasi sonucunda
yaprak icindeki CO; konsantrasyonu diismektedir. Kloroplastlarda, CO,
fiksasyonunun azalmasi ile birlikte elektron taginim zincirinin asir1 indirgenmesi,
ROS iiretimini arttirmakta ve oksidatif strese neden olmaktadir. Benzer sekilde,
stres sirasinda elektron taginim zincirinin asir1 indirgenmesi sonucu mitokondride
de ROS’ lar iiretilmektedir (Davidson and Schiestl, 2001). Diger yandan,
fotorespirasyon  sirasinda  peroksizomlarda,  glikolat” 1n  glikoksilata
yiikseltgenmesi siirecinde de yine bir reaktif oksijen tiirii olan H,0; tiretilmektedir
(Mittler et al., 2004). Bitkiler olusan ROS’ lar1 detoksifiye etmek igin ¢esitli
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidantlar tiretirler. Askorbik asit (AsA) ve
glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidantlar ve siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX)
ve peroksiredoksinler (Prx) gibi ROS siipiiriicii enzimler, gerek normal
metabolizma gerekse stres sirasinda ROS detoksifikasyonunda rol alirlar
(Takahashi and Asada 1988; Mittler et al., 2004; Dietz et al., 2006; Tiirkan ve
Demiral, 2009).
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1.5.  Organel Diizeyinde ROS Diizenlenmesi
1.5.1. Kloroplast

Kloroplast tillakoidlerinde bulunan PSI ve PSII reaksiyon merkezleri ROS
iretiminin ana bdlgeleridir. ROS’ larin foto iiretimi fizyolojik ve cevresel
faktorlerden oldukga etkilenmektedir ve ROS’ larin iiretim hizi CO, asimilasyonu
icin gerekli olan miktardan daha fazla foton yogunlugunun oldugu ortamlarda
artis gostermektedir (Asada, 2006). Stres kosullarinda, stoma kapanmasina bagl
olarak azalan CO; miktart ve asirt 151k yiiklenmesiyle molekiiler oksijene
elektronlarin transferi sonucunda O;" iretilir. PSI’ de gerceklesen bu iiretim
Mehler reaksiyonu olarak adlandirilir (Asada, 2006). Zara bagl bakir/¢inko
siiperoksitdismutaz (Cu/ZnSOD) PSI yakinlarinda siiperoksit radikalini H,O;’ ye
doniistiirir ve zara bagl tillakoidal askorbatperoksidaz ise (tylAPX) H,0;’ yi
suya ¢evirir (su-su dongisii) (bkz.Sekil 1.9). Bu islemler siiresince, ASA
monodehidroaskorbat (MDHA) radikaline yiikseltgenir. MDHA, ferrodoksinin
indirgenmesiyle (Miyake and Asada, 1994; Rizhsky, Liang and Mittler, 2003) ya
da monodehidroaskorbatrediiktaz (MDHAR) enziminin  katalizlemesiyle
NAD(P)H ile tekrar AsA’ ya indirgenir (Sano et al., 2005; Asada 2006).
Dehidroaskorbat (DHA), MDHAR’in  MDHA’nin AsA’ya indirgeyemedigi
durumlarda iiretilir. DHA, GSH’1 elektron vericisi olarak kullanan DHA rediiktaz
(DHAR)’1n katalizledigi reaksiyonlarda AsA’ ya indirgenir. Tiyoredoksinlerle
(Trx) beraber tillakoid zarlarda yer alan peroksiredoksinler (PrxRler)
kloroplastlarda fotokimyasal olarak iiretilen H>O,’nin detoksifikasyonu igin
alternatif bir su-su dongiisii ile antioksidatif korunma saglarlar (Dietz et al., 2006).
Prx ve Trx’ in oksidatif stres boyunca 6nemli rollere sahip oldugu bir ¢ok

calismada gosterilmistir (Rey et al., 2005; VieiraDosSantos ve Rey, 2006).

Tekli oksijen (*0,), klorofilin iiclii uyarilmis hali nedeniyle P680 reaksiyon
merkezinde ve elektron tasima zincirinde asir1 yiikklenme oldugunda 151k yakalama
komplekslerinde iiretilir (Asada, 2006). *O; lipid peroksidasyonuna ve dokularda
hasara yol agar (Moller et al., 2007; Triantaphylides et al. 2008). Ayrica
fotooksidatif stresin, Arabidopsis yapraklarinda asir1 lipid peroksidasyonunu 0y

e bagl olarak arttirdig1 gosterilmistir (Triantaphylides et al., 2008).
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Sekil 1.9: Kloroplastlarda ROS diizenlemesini (Mittler et al., 2004)
1.5.2. Peroksizomlar

Peroksizomlarda gesitli metabolik olaylar sonucu yiiksek miktarda H,O, ve
O,- tiretilmektedir . ROS’ larin miktar1 ise iiretim ve siipliriilme arasindaki ince
cizgide dengede tutulur. Stomalarin kapanmasiyla mezofil hiicrelerinde CO2/ O,
oran1 azalmaktadir ve bunun yol agtigi fotorespirasyon ile kloroplastlardaki
glikolat tretimi artis gostermektedir. Glikolatin glikolatoksidaz enzimince
peroksizomlarda ki oksidasyonu fotorespirasyon sirasinda H,O, iiretimine sebep
olmaktadir (Noctor et al. 2002; Karpinski et al. 2003). Peroksizomlardaki H,0,
tiretiminin diger kaynaklari ise yag asitlerinin f-oksidasyonu, flavinoksidaz yolu
ve sliperoksit radikalinin dismutasyonudur (Corpas et al., 2001; Palma et al.,
2009). Peroksizomlarda bulunan ve H,0,’ nin detoksifikasyonunda is goren ana
enzim CAT’ dir (Mittler et al. 2004; Vandena-beele et al,. 2004). Ayrica APX ve
AsA-GSH dongiisii, H»O,” nin peroksizomlarda siipiiriilmesi islemini
gerceklestirir (Jimenez et al., 1997) (bkz. Sekil 1.10). O,- peroksizomlarda
ksantinoksidaz (XOD) enziminin islevi sonucunda olusur ve SOD O2-’ yi O, ve

H.0,’ ye dontstiiriir (del Rio et al., 1996; Corpas et al., 2001).
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Sekil 1.10: Peroksizomlarda ROS diizenlenmesi (Mittler et al., 2004)

1.5.3. Mitokondri

Mitokondriler, kloroplast ve peroksizomlara gore daha az miktarda ROS
tiretirler (Foyer and Noctor, 2005; Rhoads et al., 2006). Mitkondride, elektron
tasima zincirindeki kompleks I ve kompleks III, ROS iiretiminin ana
merkezleridir (Moller 2001; Rhoads et al., 2006; Moller et al., 2007).
Ubisemikinon, kompleks I ve kompleks III arasindaki gecis formudur.
Elektronlar1 oksijene tasir. Ayrica Op- iiretir ve sonugta H,O,’ yi indirger (Raha

and Robinson, 2000; Rhoads et al,. 2006).

Kuraklik stresi boyunca mitokondride ROS iiretimi artar (Pastore et al.,
2007). Bu artisin nedeni ise mitokondri elektron tasima zincirindeki
dalgalanmalarin ubikinon (UQ) havuzunu asir1 yiiklemesi ve ROS iiretimine
sebep olmasidir (Rhoads et al., 2006). Atkinand Macherel (2009)’ a gore, kuraklik
stresi altinda solunum hizi yiikselir. Ciinkii, kloroplastlardaki ATP {iretiminin
azalmasim1 karsilamak i¢in mitokondriyal ATP isteginde bir artig goriliir.
Mitokondriyal alternatif oksidaz (AOX) ve mangan SOD (Mn-SOD) bu sinyal
yolunu kontrol etmede anahtar enzimlerdir (Foyer ve Noctor, 2005) (bkz. Sekil 1.).
AOX, UQ havuzunun indirgenme durumunun diizenlenmesinde ve
mitokondrideki ROS iiretiminin azaltilmasinda rol oynar. Mn-SOD ise O,- yi
H,0, ve Oy’ ye doniistiiriir (Moller, 2001; Rhoads et al., 2006).
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Sekil 1.11: Mitokondride ROS diizenlenmesi (Mittler et al., 2004)

1.5.4. Apoplast

Giincel calismalar apoplastin, absisik aside yanitta ve kuraklik, tuzluluk
gibi gevresel faktorlere karsi koyma siiresinde dnemli bir HO, tiretim merkezi
oldugunu ortaya koymustur (Hernandez et al., 2001; Hu et al., 2005; Hu et al.,
2006; Jubany-Mari et al., 2009). AtRbohD ve AtRbohF, mezofil hiicrelerinde ve
bekei hiicrelerindeki iki ana NADPH oksidazi kodlayan genlerdir ve ABA-
tarafindan uyarilan stoma kapanmasi i¢in gerekli olan apoplastik ROS
tiretiminden sorumludurlar (Kwak et al., 2003; Torres ve Dangl, 2005). Diger
apoplastik ROS iireten enzimler hiicre duvariyla iligkisi oksidaz ve peroksidazlar
ve poliamin oksidazlardir (Mittler, 2002; Moschou et al., 2008).

1.6. Enzimatik Olmayan Antioksidan Savunma Sistemi

Enzimatik olmayan antioksidanlardan biri olan askorbik asit (AsA),
bitkilerde gelisme ve biiyiime diizenlenmelerinde aldiklar1 roller nedeniyle gok
yiiksek miktarda sentezlenmektedirler. Diisiik miktarda askorbat sentezleyen
Arabidopsis mutantlarinda yavas biiyiime, ve ge¢ c¢iceklenme fenotipi
gbzlenmistir, askorbat sentezinin tamamen ortadan kaldirilmasi ise bitkilerde
oliimciildiir (Dowdle et al., 2002). Askorbat sentezleyemeyen bitkilerin hayatta
kalamamas1 askorbat' in bitki biiyiimesi, gelismesi, metabolizmasi ve savunma
sistemlerinde 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermistir (Noctor and Foyer,
1998, Smirnoff et al., 2001). Askorbat' in bitkideki miktar1 ve redoks durumu,
bitkide biiyiime ve gelismenin denetlenmesiyle iligkilidir (Barth et al., 2004).
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Ayrica, askorbatin, dehidroaskorbat’a (DHA) yiikseltgenmesinin (AsA/DHA
oraninin diismesi) hiicre dongiislinii yavaslattigi bilinmektedir (De Gara and
Tomassi, 1999). Bitkilerdeki pek ¢ok roliiniin yaninda askorbat ayn1 zamanda gen
ifadesini yoneten bir sinyal molekiiliidiir (Pastori et al., 2003, Kiddle et al., 2003).
Askorbat yetersizliginde yaprak hiicrelerinde 6zel transkriptler olusmaktadir
(Pastori ve ark. 2003 ). Diger yandan askorbat, bitkisel hormon metabolizmasi ve
diizenlenmesi ile de iliskilidir. Ornegin, askorbat, ABA sentezi ve sinyali ile
stoma ag¢ilmasi gibi ikincil etkiler de de yer alir (Maggio et al., 2002). Bunlarin
yaninda askorbat'in oksitlenme durumu (Asa/DHA) hiicrenin redoks durumunu
degistirebilir, bu 6zelligi nedeniyle ayn1 zamanda bir redoks arayiizii gorevi de

uistlenmektedir (de Pinto et al., 1999).

Diger bir enzimatik olmayan antioksidan, yiiksek konsantrasyonlarda
protein dis1 thiol gruplarinin varlig1 aerobik metabolizma ile yakindan iliskilidir,
ve neredeyse biitiin dkaryotlarda bu thiol gruplarimin biiyiik kismi glutatyondur
(GSH) (Fahey, 2001). Bitkilerde glutatyonun thioldisiilfitin tamponlamasi,
peroksidaz ve glutaredoksin igin substrat olusturmasi, kiikiirt asimilasyonu ve
depolanmas gibi gorevleri vardir (Foyer and Noctor, 2009). Askorbat gibi, GSH
dokularda ¢ok yiiksek miktarda indirgenmis olarak bulunur. GSH havuzu
askorbat-glutatyon dongiisii araciligi ile H2O;' ye baglanir (Foyer ve Halliwel
1976). Bu dongiide oksitlenmis olan dehidroaskorbat (DHA) GSH' 1 substrat
olarak kullanan dehidroaskorbatrediiktaz (DHAR) tarafindan indirgenir, ve bu
reaksiyon GSH' 1n oksitlenerek glutatyondisiilfit (GSSG) olusturmasina sebep
olur. Bu dongili mitokondri ve peroksizomlardadahil olmak iizere birgok hiicre
kompartimaninda mevcuttur (Chew et al., 2003) . Hiicrede H,O, iiretiminin
artmasi, genel olarak GSH havuzunda bir artisa ve GSSG birikimine neden olur
(Vanacker, 2000). GSH/GSSH orani kadar, GSH redoxpotansiyelide, toplam GSH
havuzunun biyiikligiinden etkilenmektedir. GSH/GSSH oraninin degismesi
hiicrenin redoks potansiyeli de degismesine, bu da thiol iceren proteinlerin
modifiye edilerek aktivitelerinin diizenlenmesine neden olur (Foyer and Noctor,
2005). Genetik ipuglar1 glutatyon konsantrasyonlarinin meristem fonksiyonu, 151k
sinyallemesi, ve patojenlere karsi olusturulan cevapta oOnemli oldugunu
gostermistir (Ball et al., 2004; Dron et al., 1988; Frendo et al., 2005; Kurepa et al.,
1998; May et al.,, 1996). Sonu¢ olarak yukarida tanimlanan enzimatik ve
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enzimatik olmayan ROS siipiirme mekanizmalari, tiim hiicre bolmelerinde vardir.
Bu da hiicrenin yagamini siirdirmesinde ROS detoksifikasyonunun ne denli

onemli oldugunu gostermektedir (Mittler et al., 2009).



28

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Deneme Deseni
2.1.1. Tohumlarin temini

Cleome gynandra tohumlar: Cambridge Universitesi’nden Dr. Julian
Hibberd, Clome spinosa tohumlar1 ise Kahramanmaras Universitesi’nden Yrd.

Dog. Dr. Ferit Kocaginar tarafindan temin edilmistir.
2.1.2. Tohum sterilizasyonu

Tohumlar 5 dk. boyunca %1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile yiizey
sterilizasyonuna maruz birakilmistir. Bunun ardindan 5 kez steril deiyonize su ile

yikanmustir.
2.1.3. Tohumlarin ¢cimlendirilmesi

Tohumlarin ¢imlendirilmesi petri kaplarinda gerceklestirilmistir. Yiizey
sterilizasyonu yapilmis tohumlar 10 cm ¢apindaki petrilerde filtre kagidi iizerinde
cimlendirilmistir. Petri seklinde kesilmis filtre kagitlarindan 3 kat kullanilmistir.
Her petriye 8 ml steril deiyonize su eklenmis ve pens yardimi ile tohumlar
petrilere yerlestirilmistir. Ekimin ardindan petri kaplarinin etrafi Parafilm® ile
sarilmistir. Bu petriler karanlikta, 20/30 °C (16/8 h) degisen sicakliklarda 5 giin
inkiibatorde bekletilmistir (Ochuodho et al., 2006). Bu siire¢ sonunda ¢imlenmis
olan tohumlar denemenin ileriki asamalarinda kullanilmistir. Ekim islemi,
¢imlenme sirasindaki kontaminasyonu engellemek icin steril kabinde yapilmis ve

kullanilan petri, filtre kagidi ve pensler 170 °C’ de 2 saat sterilize edilmistir.
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Sekil 2.1 Petri kabinda ¢imlendirilmis C. gynandra tohumlari.
2.1.4. Biiyiime kosullar: ve Mn uygulamalari

Cimlenmis tohumlar Iginde sadece perlit bulunan saksilara aktarilmistir.
Bitkiler 16/8 saat (aydinlik/karanlik) 151k periyodunda, 25°C sicaklikta, %60-70
nem igeren ortamda floresan 11k yardimi ile biiyiitiilmiistiir. Saksilar 2 giinde bir
yarim kuvvet Hoagland soliisyonu ile sulanmislardir (Hoagland and Arnon, 1950).
Sulama Islemi 1 ay siire ile devam etmistir. 1 ay sonunda bitkilere yarim kuvvet
Hoagland soliisyonu igerisinde 0, 10, 50 ve 100 uM Mn uygulamas1 yapilmisir.
Uygulamanin devaminda 21. giinde bitkiler hasat edilmistir. Antioksidan Enzim
ve ROS analizleri i¢in gerekli drnekler sivi azotta dondurulmustur. Bu 6rnekler
analizlere kadar -80 °C’ de saklanmistir. Mn igerigi dlciimii icin gerekli drnekler

etiivde kurulmustur.
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2.2.  Biyokimyasal parametreler

2.2.1. H,O, miktar

H,0, miktar1 Liu et al. (2010)’ a gore baz1 degisikliklerle belirlenmistir.
Analizde kullanilacak 6rnekler analize kadar sivi azot i¢cinde muhafaza edilmistir.
Eger ornekler, -80 °C veya -20 °C derecede saklanirsa H,O, miktarinda 1 haftada
%60’ a varan kayiplar gozlenebilmektedir (Cheeseman, 2006). 0,1 g bitki 6rnegi
s1v1 azotta toz haline getirildikten sonra 3 ml soguk aseton (-20 °C) ile homojenize
edilmis ve 3000 g de 4 °C’ de 10 dk. santrifiij yapilmistir. Elde edilen
stipernatanttan 1 ml alinmis ve istiine 0,1 ml titanyum reaktifi (konsantre HCI
icinde %20 titanyum tetrakloriir) ve 0,2 ml eklenerek, titanyum-peroksit
komplekslerinin olusturulmasi ve ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Reaksiyon karisimi
16000 g’ de 4 °C’ de 10 dk. santrifiij yapilmus, ve pellet soguk aseton (-20 °C) ile
yikanmistir. Eger ilk yikamanmn ardindan pellet temiz degilse yikama
tekrarlanabilmektedir. Bunun ardindan pellet 2 ml 1M H,SOy4’ te ¢Oziinmiistiir.
Cozeltilerin absorbanst 410 nm’ de su kore karsi okunmustur. H,0O,
konsantrasyonlart miktarlar1 bilinen H,O, ile hazirlanmis standart egrisi

kullanilarak hesaplanmustir.

2.2.2. Antioksidant enzim ekstraksiyonu ve aktivite analizleri

Bu agamadaki biitlin islemler proteaz aktivitesini minimum seviyede tutmak
icin 4 °C' de gerceklestirilmistir. Protein ve enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi
icin 0,1 gr yaprak ornegi ilk olarak sivi azotta ezilerek toz haline getirilmistir.
Bunun ardindan 0,25 ml ekstraksiyon tamponunda (50 mMTris-HCI pH 7.8, 0,1
mM ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA), 0,2% (v/v) Triton-X100, 1 mM
phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), and 2 mM dithiothreitol (DTT))
homojenize edilmistir. Askorbatperoksidaz aktivitesi analizi i¢in homojenizasyon
tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmis ve DTT yerine %2 (w/v) PVPP
kullanilmistir. Homojenizasyonun ardindan 6rnekler 14000 g' de 20 dk. santrifiij
edilmistir. Bu asamadan sonra elde edilen siipernatantlar protein miktar1 ve enzim
aktivitesi belirlenmesinde kullanilmistir. Analizler sirasinda Orneklerin tekrar

tekrar donup c¢oziilmesini engellemek i¢in elde edilen silipernatant ayri
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ependorflara pay edilerek saklanmistir.

2.2.2.1 Protein miktarinin belirlenmesi

Protein miktar1 Bradford (1976)’ a gore belirlenmistir. Ol¢iim Coomassie
Brilliant Blue G-250 boyasinin asidik sartlarda proteine baglandiginda kirmizi
ve/veya yesil formundan maviye doniismesine dayanmaktadir. Bu mavi renk
olusumu 595 nm’ de Olgiilmiistiir. Standart olarak bovine serum albumin (BSA)
kullanilmistir. Standart araligi 0,02 — 0,2 mg/ml’ dir. Bitki ekstraktlarinin protein

miktarlar elde edilen bu standart ile karsilastirilarak hesaplanmustir.

2.2.2.2 Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Askorbat peroksidaz (APX (EC 1.11.1.11)) aktivitesi Nakano ve Asada
(1981)' e gore belirlenmistir. Olgiim, askorbatin oksitlenmesine bagli olarak 290
nm' deki absorbansin azalmasinin izlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi
0,1 mM EDTA, 0,1 mM H,0; ve 0,5 mM Askorbat iceren 50 mM potasyum
fosfat tamponudur (pH 7,0). Oksitlenen askorbat miktari, ekstinksiyon katsayisi
2,8 mM™* cm™ kullamlarak hesaplanmistir. Enzimin, 1 mg total protein basina
1

dakikada oksitledigi askorbat miktar;, 1 U (umol askorbat mg protein™ min™)

olarak hesaplanmistir.

2.2.2.3 Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR (EC 1.6.4.2)) aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976)'
ya gore Olcililmiistiir. Yontem GSSG’ yi rediiklemek i¢in GR tarafindan oksitlenen
NADPH’ 1n izlenmesine dayanir. Reaksiyon karisimi 0,5 mM GSSG, 0,12 mM
NADPH iceren 25 mM sodyum fosfat (pH 7.8) tamponudur. NADPH
oksidasyonu 340 nm' de takip edilmistir. Oksitlenen NADPH miktar1 ekstinksiyon
katsayis1 6.2 mM™ cm™ kullanilarak belirlenmistir. Enzimin, 1 mg total protein
basina dakikada oksitledigi NADPH miktar1, 1 U (umol NADPH mg protein™

mi n'l) olarak hesaplanmuistir.
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2.2.2.4 Dehidro askarboat rediiktaz (DHAR) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Dehidro Askarboat Rediiktaz (DHAR) (EC 1.8.5.1) enzim aktivitesi,
Nakano and Asada (1981)’ ya gore Olgiilmiistiir. Reaksiyon karigimi 50 mM
Potasyum-Fosfat (K-P) tampon (pH 7 ), 2,5 mM Glutatyon (GSH), 0,2 mM
Dehidro askorbat ve 0,1 mM EDTA i¢ermektedir. Yontem DHAR enziminin
Glutatyon kullanarak Dehidroaskorbati Askorbat’a doniisiimiine ve Askorbatin
265 nm de Ol¢limiine dayanir.Askorbatin ekstinksiyon katsayisi 0,98 mM* cm?

kullanilarak belirlenmistir.

2.2.2.5 Monodehidro askorbat reditktaz (MDHAR) enzim aktivitesinin

belirlenmesi

Monodehidro Askarboat Rediiktaz (MDHAR) (EC 1.6.5.4) enzim aktivitesi,
O. Arrigoni ve S. Dipierro’ya Gore 340 nm de Slgiilmiistiir. Reaksiyon karisimi
50 mM Potasyum-Fosfat (K-P) tampon (pH 7 ), 0,2 mM NADH, 1 mM Askarbik
Asit (AsA) ve 1 unit Askorbat oksidaz (AO) Icermektedir. Askorbat Oksidaz,
Askorbat1 kullanarak Monodehidro Askorbat (MDA) olusturur. Daha sonra
Monodehidro Askorbat Rediiktaz NADPH’1 kullanarak MDA’1 Askorbata
dontistiiriir. 340 nm de NADH o6l¢ciimii gerceklestirilir. NADH’in ekstinksiyon

katsayis1 6,2 mM™ cm™ kullanilarak belirlenmistir..
2.2.3. Antioksidant enzimlerin izoenzim tayini

Orneklerden elde edilen protein ekstraktlari denaturasyona sebep olmayan
kosullarda (SDS igermeyen) poliakrilamid jel elektroforezinde (Native-PAGE)
ayrilmis ve arastirilan enzimlere 6zel boya soliisyonlariyla boyanmistir.
Orneklerin  hazirlanmasinda aktivite analizlerinde kullanilan ekstraksiyon
prosediirii  kullanilmigtir.  Native-PAGE Laemmli (1970)'e gore SDS

kullanilmadan yapilmaistir.

Jeller Vilbert Lourmat jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve Bio-

Profil Bio-1D V11.9 yazilim1 kullanilarak bant yogunluklar analiz edilmistir.
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2.2.3.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzim tayini

Ornekler %12.5” lik ayirma (separating) ve %4’ liik hizalama (stacking)
jelinde elektoforetik ayrima maruz birakilmistir. Her kuyucuga 50 ug protein
yiiklenmistir. SOD boyamasi, Beauchamp ve Fridovich’e (1971) gore riboflavin
ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi ile belirlenmistir. Riboflavin 1sikla birlikte
stiperoksit anyonu (O;7) flretme Ozelligine sahiptir, iiretilen O," NBT vyi
oksitleyerek mavi-mor renkte formazan olusumuna sebep olur. Boyamanin
prensibi jel iizerinde SOD lokalize olmus boélgelerde NBT oksitlenmesinin
inhibisyonu ile beyaz bantlar olugsmasinin saglanmasidir. Jeller 60 dk karanlikta
boya soliisyonunda bekletildikten sonra 1s1k altinda ¢alkalanarak bantlarin

olusmasi beklenmistir.

SOD’ un izoenzim tipleri Vitoria et al. (2001)’ e gore boya soliisyonuna
inhibitorler eklenerek belirlenmstir. Cu/ZnSOD inhibisyonu i¢in 2 mM KCN,
Cu/ZnSOD ve FeSOD inhibisyonu i¢inde 3 mM H,0; kullanilmistir. MnSOD

aktivitesi her iki inhibitorden de etkilenmemektedir.
2.3.  Fotosentetik Parametreler

Fotosentetik parametlerin tespitinde Walz GFS-3000 tasinabilir gaz

degisimi 6l¢iim cihazi kullanilmistir. Asagida ki parametlerin 6l¢iimii yapilmistir.
1-  Stomatal iletkenlik(mmol m?s™) = GH,0 (gs)

2- Fotosentez Hiz1 (umol m'zs'l) =A

3- Fu/Fm (Fotosistem II” deki maksimum kuantum verimliligi)

4- Elektron Tasinim Oranmi (umol/(m? s) )= ETR

5- Fotokimyasal Olmayan Sondiirme =NPQ
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2.4, Mn Miktarmin Belirlenmesi

Mn igeriginin belirlenmesi, Zarcinas et al., (1987)’ e gore yapilmstir.
Ornekler’ in iizerine 1 ml H,O, ve 4 ml HNOj3 eklenmis ve bir siire bekletilmistir.
Daha sonra deiyonize su ile 25 ml’ ye tamamlanarak, tiiplere alinmis ve 30 dk.
sire ile mikrodalga firinda yakilmigtir. Yakma isleminin ardindan sogumaya
birakilmis ve devaminda ise ICP-OES spektrometresinde Ol¢iim islemi

gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Mn icerigi (mg kg™)

C. spinosa (C3) ve C. gynandra (C4)’ nin Mn miktar1 disaridan uygulanan
Mn konsantrasyonunda ki artiga bagli olarak artmistir. Her iki tiir i¢inde en
yiikksek Mn miktari, 100 pM Mn uygulanmis bitkilerde tespit edilmistir. Ancak
ayni Mn konsantrasyonunda C. gynandra’ nin Mn miktari, C. spinosa’ ya
gore %67 daha fazladir. Benzer olarak, 10 ve 50 uM Mn uygulamasi heriki tiirde
Mn miktarinda artisa sebep olmus ve bu artis 50 uM igin C. gynandra’ da %62
iken C. spinosa’ da %20’ dir. Diger yandan Mn uygulamasi yapilmayan C.

spinosa ve C. gynandra’ nin Mn miktarlarinin ayn1 oldugu tespit edilmistir (40 mg

kgl).
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Sekil 3.1: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagli olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde

Mn igerigi.
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3.2. Fotosentetik Parametreler

3.2.1. Klorofil floresansi

Mn uygulamasi, C. gynandra ve C. spinosa’ nin Fv/Fm (Fotosentez Il

maksimum kuantum verimliligi) degerlerini etkilememistir.

14 —&— (. gynandra = & = (. spinosa

0,9 -
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Mn Konsantrasyonu

Sekil 3.2: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagh olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde

Fy/Fy miktarimin degisimleri.

3.2.2. Fotosentez hiza

C.spinosa’ da en yliksek fotosentez hiz1 10 uM’ da, en diisiik fotosentez hiz1
ise 0 uM’ da gozlenmistir. 10 uM” a gore 0, 50 ve 100 uM’ da sirasi ile fotosentez
hiz1 %20, %3,8 ve %11,3 azalmistir (Bkz. Sekil 3.3).

C.spinosa’ nin aksine C. gynandra’ da en yiiksek fotosentez hiz1 50 uM’ da,
en disiik fotosentez hizi ise 100 uM’ da gézlenmistir. 50 uM ° a gore 0, 10 ve 100
uM gruplarinda sirasi ile fotosentez hizi %19, %11,4 ve %33 azalmistir (Bkz.
Sekil 3.3).

Iki bitkinin maksimum fotosentez hizlar1 (C. spinosa i¢in 10 uM, C.

gynandra i¢in 50 uM) karsilastirildiginda C. gynandra’ nin %25 oraninda daha
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fazla fotosentez hizina sahip oldugu belirlenmistir. Her iki bitkinin farkli 151k

siddetlerinde ki fotosentez hizlari sekil 3.4 ve 3.5° te verilmistir.

18 -

—&— C. gynandra = ¢ = (. spinosa
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Sekil 3.3: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagli olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde

net fotosentez hizinda meydana gelen degisimler.
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Sekil 3.4: Uygulanan Mn konsantrasyonlarna bagli olarak C.spinosa bitkisinin farkli 11k

siddetlerinde ki net fotosentez hizinda meydana gelen degisimler.
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Sekil 3.5: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagl olarak C.gynandra bitkisinin farkli 151k

siddetlerinde ki fotosentez hizinda meydana gelen degisimler.

3.2.3. Stomatal iletkenlik

Mn uygulamasi yapilmayan (0 uM) C. spinosa’ nin stoma iletkenlingi 372
mmol m? s* iken C. gynandra’ nin 102 mmol m? s olarak &lgiilmiistiir.
Uygulanan Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak ise her iki tiiriin stomatal
iletkenligi azalmigtir. 0 pM ile karsilagtirildiginda bu azalma, 10 uM Mn
uygulanmis C. spinosa’da %38 iken C. gynandra’ da %5’ dir. Her iki tiirde en
diisiik stoma iletkenligi, en yiiksek Mn uygulamasinda (100 uM) gozlenmistir.

Her iki bitkininde fotosentez hizlarina kars1 stomatal iletkenlikleri Sekil 3.7
ve 3.8’ de verilmistir.
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Sekil 3.6: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagl olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde

stomatal iletkenliklerinde meydana gelen degisimler.
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Sekil 3.7: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagli olarak C. spinosa bitkisinin fotosentez hizi ile

stomatal iletkenligi arasindaki iliski.
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Sekil 3.8: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagli olarak C.gynandra bitkisinin fotosentez hizi
ile stomatal iletkenligi arasindaki iligki.

3.2.4. Elektron tasinim orani

Fotosentez hizina benzer olarak; C. spinosa’ da, en yliksek ETR 10 uM’ da
gozlenmigtir. Ayrica 0 ve 50 puM uygulanmis gruplarmm elektron taginim
oranlarinin benzer oldugu bulunmustur. 10 uM’ a goére bu iki grupta ki ETR

orant, %17, 100 uM da ise %9’ azalmistir.

C. spinosa’ dan farkli olarak C. gynandra’ da en yiikksek ETR, 50 uM Mn
uygulamasinda gézlenmistir. Ancak 50 uM’ a gore 100 uM’ da ETR %30,7

azalmistir.
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Sekil3.9: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagl olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde

elektron taginim oranlarinda meydana gelen degisimler.

3.2.5. Fotokimyasal olmayan sondiirme

C. spinosa’ da, uygulanan Mn miktarinda ki artis ile fotokimyasal olmayan
sondiirmede (non-photochemical quenching (NPQ)) 0 uM, 10 uM ve 50 uM da
diisiis gerceklesmistir. En fazla fotokimyasal olmayan sondiirme ise 0 uM’ da

gozlenmistir.

C. spinosa’ dan farkli olarak C. gynandra da, en yiiksek fotokimyasal
olmayan sondirme 10 uM’ da gozlenmistir. 0 uM ve 50 puM gruplarinin
fotokimyasal olmayan sondiirme oranlar1 birbirine benzerdir. Bu gruplarda ki

NPQ oran1 10 uM’ a gore %27 azalirken, 100 uM’ da %16 azalmistir.
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Sekil3.10: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagh olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde

fotokimyasal olmayan sdndiirme seviyelerinde meydana gelen degisimler.

3.3. Enzim ve izoenzim Aktiviteleri

3.3.1. SOD aktivitesi ve izoenzimleri

SOD enzimine ait elektroforetik ayrimda Mn uygulamasi sonucunda C.
spinosa’ da 5 farkli SOD izoenzimi (MDSOD1, FeSOD1, FeSOD2, Cu/ZnSOD3,
Cu/ZnSOD6), C. gynandra’ da ise 6 farkli SOD izoenzimi (MnSOD2,
Cu/zZnSOD1, Cu/zZznSOD2, Cu/ZnSOD4, Cu/ZnSOD5, Cu/ZnSOD?7) belirlenmistr.

MnSODI1 10, 50 ve 100 uM gruplarinda uygulanan Mn konsantrasyonlarda
ki artisa bagl olarak azalmistir C. spinosa’ da en yiiksek MnSOD1 aktivitesi, 10
uM’ da, en diisiik ise 100 uM’ da gdzlenmistir. MnSODI aktivitesi 10 uM’ a gore
0, 50 ve 100 uM’ da sirasi ile %25, %19 ve %16 azalmistir. MNSOD1’ in aksine,
toplam Cu/ZnSOD aktivitesi ise 10, 50 ve 100 uM gruplarinda uygulanan Mn
konsantrasyonlarda ki artisa bagli olarak artmistir. En yiiksek Cu/ZnSOD3 ve
Cu/ZnSOD6 aktivitesi 100 uM’ da, en diisiik ise 0 uM’ da belirlenmistir.
Cu/ZnSOD3 aktivitesi 100 uM Mn uygulamasi ile karsilastirildiginda 0 ve 10 uM’
da 3 kat artarken 50 uM’ da 1,5 kat artmistir. Cu/ZnSODG6 aktivitesi ise 100 uM
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Mn uygulamasi ile karsilagtirildiginda O ve 10 pM’ da 3,5 ve 2 kat artarken 50
uM’ da 1,5 kat artmistir. En yliksek FeSOD aktivitesi, 0 uM’ da en diisiik ise 50
uM’ da belirlenmistir.

0,4 -

OCu/ZnSOD
B FeSOD
0,15 1 B MnSOD

SOD (U mg! protein)

0 10 50 100
Mn Konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.11: C. spinosa bitkisinin SOD izoenzimleri, ve bu izoenzimlerin aktivitesinin uygulanan

Mn konsantrasonlarina bagli olarak degisimleri.

C. spinosa’ nin MnSOD1 aktivitesine benzer olarak; C.gynandra’ da da
MnSOD?2 aktivitesi en yiiksek 10 uM’ da belirlenmistir, ancak C. spinosa’ dan
farkli olarak en disiik aktivite 50 pM’ da belirlenmistir. MnSOD2 aktivitesi 10
uM’a gore 0, 50 ve 100 uM’ da sirast ile %2, %44 ve %28 azalmistir. C.
gynandra’ da, toplam Cu/ZnSOD aktivitesi en yiiksek 50 uM’ da, en diisiik ise 0
uM’ da belirlenmistir. Cu/ZnSODI1 aktivitesi sadece 50 ve 100 puM’ da
belirlenmistir, bu izoenzimin aktivitesi 100 pM’ da 50 uM’ a gore %33 artmustir.
En yiiksek Cu/ZnSOD2 aktivitesi 50 uM’ da belirlenmis ve 0, 10 ve 100 uM’ a
gore sirast ile 50 uM’ da 7, 2 ve 1,5 kat artmistir. Cu/ZnSOD1’ e benzer olarak
Cu/ZnSOD4 izoenzimi 50 ve 100 uM’ da goriilmiistiir, bu izoenzimin aktivitesi
50 uM’ da 100 uM’ a gore %50 artmistir. Cu/ZnSOD1 ve Cu/ZnSOD4’ e benzer
olarak Cu/ZnSOD5 izoenzimi, sadece 50 ve 100 uM’ da belirlenmis, 100 uM”’ da
50 uM’ a gore %41 artmustir. En yiiksek Cu/ZnSOD7 aktivitesi 50 pM’ da
belirlenmis ve 0, 10 ve 100 uM’ a gore siras1 ile 50 uM’ da 1,8, 1 ve 1,3 kat

artmigtir.
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Sekil 3.12: C. gynandra bitkisinin SOD izoenzimleri, ve bu izoenzimlerin aktivitesinin uygulanan

Mn konsantrasonlarina bagl olarak degisimleri.
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Sekil 3.13: C. spinosa ve C. gynandra bitkilerinin SOD izoenzimleri, ve bu izoenzimlerin

aktivitesinin uygulanan Mn konsantrasonlara bagli olarak degisimleri.
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3.3.2. APX aktivitesi

C. spinosa’ da en yiiksek APX aktivitesi, 50 uM Mn uygulanan grupta
belirlenmigtir. 0 uM, 10 uM ve 100 uM Mn uygulanmis bitkilerin APX aktivitesi
50 uM’a gore sirastyla %27, %12 ve %6,8 azalmistir. C. gynandra’ da en yiiksek
APX aktivitesi 10 uM’ da gozlenmistir. Diger yandan uygulanan Mn
konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak APX aktivitesi azalmistir. Mn
uygulanmamis bitkilerin APX aktivitesi ise 10 uM grubuna gore %92 azalirken,
50 ve 100 uM’a gore swrasiyla %53 ve %30 azalmustir. Iki bitkinin bazal
seviyeleri karsilastirildiginda, APX aktivitesinin C. spinosa’ da daha fazla oldugu

goriilmektedir.

1,4 ~

1,2 -
= 17
3
o
S_ 0,8 | oo |J.M
. @10 uM
S
5 0,6 1 B50 uM
X @100 uM
% 04 -

0,2

0 .
C. spinosa C. gynandra

Sekil 3.13: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagli olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde
APX aktivitesinin degisimleri. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

3.3.3. GR aktivitesi

C. spinosa’ da en fazla GR aktivitesi 100 uM uygulama grubunda
belirlenmistir. 0 uM, 10 uM ve 50 uM uygulama gruplarinin GR aktivitesi ise 100
uM grubuna gore sirasi ile %35, %12,5 ve %17 azalmistir. 0 pM, 10 pM ve 50
uM Mn uygulamasi C. gynandra’ nin GR aktivitesinde herhangi bir degisiklige
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neden olmamistir. Ancak 100 uM Mn, diger gruplarla karsilastirildiginda GR

aktivitesini belirgin olarak azaltmustir.
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Sekil 3.14: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagli olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde

GR aktivitesinin degisimleri. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
3.3.4. MDHAR aktivitesi

C. spinosa’ da, Mn uygulama miktarinda ki (0 10 ve 50 uM) artisa bagh
olarak MDHAR aktivitesi artmistir. Ancak 100 uM Mn uygulamasi, MDHAR
aktivitesini azaltmigtir. MDHAR aktivitesinin en yiiksek oldugu 50 uM grubu ile
karsilastirildiginda 100 pM Mn, MDHAR aktivitesini % 23 azaltmistir. C.
gvnandra’ da, en disik MDHAR aktivitesi 0 ve 10 pM uygulama gruplarinda
gobzlenirken en yiiksek aktivite 100 uM grubunda gézlenmistir. 10 uM” a gore 100
uM’ da MDHAR %57 artmustir. 1ki bitkinin MDHAR  aktivitesi
karsilastirildiginda C. spinosa’ nin (100 uM hari¢) MDHAR aktivitesinin daha
yiiksek oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.15: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagh olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde
MDHAR aktivitesinin degisimleri. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

3.3.5. DHAR aktivitesi

C. spinosa’ da, Mn uygulama miktarinda ki (0 10 ve 50 uM) artisa bagh
olarak DHAR aktiviteside artmistir. En yiiksek DHAR aktivitesi MDHAR
aktivitesine benzer olarak 50 uM uygulama grubunda gézlenmistir. Ancak 100
uM Mn uygulamasit 0 ve 10 uM’ a gore MDHAR aktivitesini %80 ve %36
arttirirken da 50 uM’ a gore %43 azalmistir. C. gynandra’ da en fazla DHAR
aktivitesi 50 uM, en diisiik aktivite 10 pM’ da g6zlenmistir. 10 uM’ a gére 0 uM,
50 uM ve 100 pM’ da siras1 ile DHAR aktivitesi %14, %44 ve %26 artmustir. iki
bitkinin DHAR aktivitesi karsilastinlldiginda C. gynandra’ min  DHAR

aktivitesinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.16: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagl olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde
DHAR aktivitesinin degisimleri. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

3.3.6. H,0O, miktar1

C. spinosa bitkilerinin H,O, miktar1 Mn konsantrasyonunda ki (0 10 ve 50
uM) artisa bagli olarak artmistir. 100 uM Mn uygulamasi, 10 ve 50 uM’ a gore
H,0, miktarin1 %5 ve %3 artirmistir. C. spinosa ‘nin aksine C. gynandra’ da

H,0;, miktar1 Mn uygulamasi ile degismemistir.
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Sekil 3.17: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagh olarak C. spinosa ve C. gynandra
bitkilerinde H,O, degisimleri. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05)

3.3.7. Lipid peroksidasyonu

C. spinosa’ da en yliksek lipit peroksidasyonu 50 pM, en diisiik ise 0 uM
uygulama grubunda gozlenmistir. 10 uM, 50 uM ve 100 uM Mn uygulamasiyla
hiicrelerin lipit peroksidasyonu seviyeleri degismemistir. Ancak Mn uygulamasi
yapilmayan bitkilerdeki lipid peroksidasyon seviyesi, 10 uM’a gore %46

azalmistir.

C. gynandra’ nin, lipid peroksidasyonu seviyeleri, Mn uygulama miktarinda
ki artisa bagh olarak artmistir. 0 pM ile 10 uM arasinda belirgin bir farklilik
gozlenmemistir. Ancak 100 pM’da lipid peroksidasyon seviyesi 10 pM’a

gore %21 oraninda artmistir.
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Sekil 3.18: Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagh olarak C.spinosa ve C. gynandra bitkilerinde
TBARS miktarinin degisimleri. Degisik harfler istatistiksel olarak farklidir (p<0.05)
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4. TARTISMA

Farkli Mn konsantrasyonlarmin C3 ve C4 Dbitkilerinin fotosentez
mekanizmasi tzerindeki etkileri daha 6nce NAD-ME C, bitkileri olan Pennisetum
glaucum, Amaranthus hypochondriacus, NADP-ME C, bitkileri olan Zea mays,
Sorghum bicolor ve Cj; bitkisi olan Triticum aestivum, Cucurbita pepo’ da
calistimistir (Kering et al., 2008). Bu ¢alismanin sonucunda, farkli Mn
konsantrasyonlarinin C3, NADP-ME tipi C4 ve NAD-ME tipi C, bitkileri tizerinde
farkli etkilere sahip oldugu bulunmustur. Ayrica Oryza sativa, Citrus grandis ve
tiitiin bitkilerinde de Mn eksikligi ve toksisitesinin antioksidant sistem tizerindeki
etkileri de belirlenmistir (Srivastava and Dubey ,2011; Li et al., 2010; Yu et al.,
1998). Arastirmamizda ise ayni cinse ait, karboksilasyon yollar1 farkli, iki ayr tiir
kullanilarak (C. spinosa- C3 ve C. gynandra-C4) Mn eksikliginin ve toksisitesinin
benzer genetik temele sahip bitkilerin fotosentez mekanizmalari tizerindeki etkisi,

antioksidan savunma sistemi ile iliskilendirilerek caligilmistir.

Disaridan Mn uygulamasinin, Mn igerigi tizerine etkisi ile ilgili olarak Cs;
bitkisi olan Vitis vinifera’ da yapilan ¢alismada, Mn konsantrasyonunda ki artisa
bagli olarak Mn igeriginin arttig1 belirlenmistir (Yao et al., 2012). Aym sekilde,
C, bitkisi olan Zea mays’ da da Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak Mn
iceriginin arttig1 belirlenmistir (Kering et al., 2008). Benzer olarak ¢alismamizda
hem Cj; bitkisi olan C. spinosa’ da hemde C,4 bitkisi olan C. gynandra’ da Mn

konsantrasyonunda ki artisa paralel olarak Mn igeriginin arttig1 belirlenmistir.

Klorofil floresans parametrelerinden biri olan Fv/Fm, fotosistem II (PSII)’
nin stres altinda gordiigli hasar belirlemek i¢in kullanilmaktadir. PSII” de olusan
hasar ¢esitli mekanizmalarla giderilmezse fotoinhibisyona sebep olmaktadir. PSII®
nin fotosentetik verimi kuraklik, tuzluluk gibi ¢evresel faktorler ile diismektedir
(Flanagan and Jefferiers, 1988). C, bitkilerinin, Cs bitkileri ile
karsilagtirildiklarinda asir1  foton yiiklemesinden kaynaklanan strese bagh
inhibisyonu daha iyi engelledikleri bilinmektedir (Nayyar and Gupta, 2006).
Fv/Fm ile ilgili olarak Cjs bitkisi olan g¢eltikte yapilan bir ¢alismada Mn
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konsantrasyonunda ki azalmaya veya artisa bagl olarak Fv/Fm degerinde nemli
bir degisiklik goriilmemistir (Lidon et al., 2004). C,4 bitkilerinde Mn uygulamasi
sonucunda Fv/Fm degerinde ki degisikliler ile ilgili literatiirde herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Bu verilere benzer olarak ¢alismamizda Cj; bitkisi olan
C. spinosa’ da ve C, bitkisi olan C. gynandra’ da uygulanan Mn
konsantrasyonunda ki degisime bagli olarak Fv/Fm degerinde onemli bir fark

gozlenmemistir.

Fotosentez cevresel faktorlerden en ¢ok etkilenen metabolik siireclerden
biridir. Fotosentez hiz1 ile ilgili olarak, C; karboksilasyon yoluna sahip olan
Triticum aestivum’ da, Mn konsantrasyonunda ki azalmaya bagli olarak
fotosentez hizt 5 uM’ da en yliksek seviyeye ulagsmis daha sonrasinda ise disiis
gozlenmistir (Kering et al., 2008). Calismamizda Cj bitkisi olan C. spinosa’ da ise
en yiiksek fotosentez hizi 10 uM* da belirlenmistir. Cgz bitkisi olan Triticum
aestivum ile yapilan ¢alismada, fotosentez hizinin Mn’ 1n asir1 birikimi sonucunda
bir noktaya kadar (80 uM) artis gosterdigi ancak bu noktadan sonra diistiigi
belirlenmistir. Yine ayni ¢alismada C3 6zelliklerine sahip olan Cucurbita pepo’ da
artan Mn konsantrasyonuna bagli olarak fotosentez hizinda diisiis gozlenmistir
(Kering et al., 2008). Literatiire paralel olarak ¢alismamizda Cj bitkisi olan C.
spinosa’ da fotosentez hizi 10 uM Mn uygulamasiyla karsilagtirdigimizda artan
Mn konsantrasyonu ile 50 ve 100 uM da dismistir. C4 Ozelligi gosteren
Pennisetum glaucum’ da 50 pM Mn konsantrasyonuna kadar fotosentez hizinin
artt1ig1 ancak bu noktadan sonra diistiigii belirlenmistir (Kering et al., 2008). Ayn1
sekilde C. gynandra’ nin fotosentez hizi 50 uM Mn uygulamasma kadar artig
gostermis sonrasinda diisiis gozlenmistir. Cz bitkileri ile karsilastirildiginda C.
gynandra gibi C4 NAD-ME bitkilerinin yiiksek Mn konsantrasyonlarinda daha
verimli fotosentez yapabilmeleri Mn” nin NAD-ME dekarboksilasyon enziminin

bir kofaktorii olmasina baglanabilmektedir.

Stomatal iletkenlik (gs), 6zellikle C3 bitkilerinde gaz alisverisini etkileyerek
fotosentez hizini belirleyen 6nemli bir etmendir. Lidon et al., (2004) tarafindan
gergeklestirilen ¢alismada Cs bitkisi olan Oryza sativa’ ya 21 giin siire ile farkl
konsantrasyonlarda (0.125, 0.5, 2, 8, 32 mg I™) Mn uygulamas: yapilmis ve 21.
giinde stomatal iletkenlik, elektron tasiyicilari ve NPQ Olciilmiistiir. 21. giinde

uygulanan Mn konsantrasyonunda ki azalmaya bagli olarak 2 mg 1™ de stomatal
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iletkenlik en yiiksek seviyeye ulasmis daha sonrasinda ise diisiis belirlenmistir
(Lidon et al.,, 2004). Calismamizda Cjs bitkisi olan C. spinosa’ da Mn
konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak stomatal iletkenlikte 10 uM da diisiis
gozlenirken daha sonrasinda ise 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir. Kering et
al., (2008)’ in c¢alismasinda, C,4 bitkisi olan Sorghum bicolor’ da Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya bagli olarak stomatal iletkenlikte diisiis
gozlenirken Mn konsantrasyonunda ki artisa bagl olarak stomatal iletkenlikte bir
noktaya kadar artis gozlenmis (5 uM) ancak bu noktadan sonra diisiis oldugu
belirlenmistir. Bu c¢alismada C; bitkisi olan C. gynandra’ da, Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya bagli olarak stomatal iletkenlikte onemli bir
degisiklik (0 ve 10 uM) gozlenmezken, Mn konsantrasyonunda ki artigsa bagl (50
ve 100 uM) olarak stomatal iletkenlikte diisiis belirlenmistir.

Uygulanan Mn konsantrasyonlarina bagli olarak fotosentezde elektron
tasinim orant (ETR) ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Lidon et al., (2004)’ un yukarida anlatilan g¢alismasinda 21. giinde elektron
tastyicilari (sitokrom b, f ve plastosiyanin) miktari 0.5-2 mg I"* arasinda en yiiksek
seviyeye ulasmig sonrasinda diigiis gostermistir. Calismamizda Cs bitkisi olan C.
spinosa’ da Mn konsantrasyonunda ki azalmaya veya artisa bagl olarak 10 pM’
da en yliksek elektron taginim oran1 gdzlenmis sonrasinda ise diisiis belirlenmistir.
Calismamizda C4 bitkisi olan C. gynandra’ da Mn eksikligine bagli olarak diisiis
belirlenmistir. Yine bu bitkide Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak
elektron taginim orani bir noktaya (50 pM) kadar artmig ancak bu noktadan sonra

diisiis gostermistir.

C. spinosa ve C. gynandra bitkilerinin fotosentez hizina karsi stomatal
iletkenlikleri arasindaki iliski incelendiginde 6zellikle iki nokta ilgi ¢ekmektedir
(Bkz. Sekil 3.7 ve 3.8). Dikkat ¢eken ilk nokta; C. spinosa’ nin 0 uM grubunun
stomatal iletkenliginin, diger gruplara goére yiiksek olmasina ragmen (10
uM’gore %38 fazla) fotosentez hizinin daha diisiik olmasidir. Bu veri
gostermektedir ki fotosentez hizinda ki azalma stomatal bir kisitlamadan
kaynaklanmamaktadir. Bu durum goze alindiginda fotosentez hizinda ki diisiis

151k reaksiyonlar1 yada karbon reaksiyonlarida ki bir kisitlamaya baglanabilir.
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0 uM grubunda fotosentez hizinin en yiliksek oldugu 10 uM grubuna gore
ETR’ de disiis gozlenmesi 151k reaksiyonlarinda bir aksama oldugunu
gostermektedir. Dikkat ¢eken diger bir nokta ise, C. gynandra’ da 100 uM Mn
uygulanmis grupta stomatal iletkenligin yine diger gruplara gore diisiik olmasidir
(50 uM’ a gore %33,7 disiik). C. gynandra’ da 100 uM Mn konsantrasyonunda
fotosentez hizinin diigmesi stomatal bir kisitlamayi isaret etmektedir. Buna benzer
olarak Suresh et al., (1987) Glycine max bitkisinde yaptig1 ¢alismada artan Mn
konsantrasyonu ile birlikte stomatal iletkenlikte azalma belirlemistir. Buna ek
olarak 100 uM’ da ETR’ nin en diisiik seviyede olmasi 151k reaksiyonlarinda da

bir aksama oldugunu gostermektedir.

Fotokimyasal olmayan sondiirme (NPQ) ile ilgili olarak, Cs bitkisi olan
Oryza sativa’ ya 21 giin siire ile farkli konsantrasyonlarda (0.125, 0.5, 2, 8, 32 mg
I'"Y Mn uygulamas: yapilmis ve 21. giinde fotokimyasal olmayan sondiirme
seviyeleri 6l¢iilmiistiir. 21. giinde, fotokimyasal olmayan séndiirme 2 mg 1™ de
en yiikksek seviyeye ulasmis sonrasinda diisiis gozlenmistir. Calismamizda Cj
bitkisi olan C. spinosa’ da uygulanan Mn konsantrasyonunda ki diisiise bagl
olarak fotokimyasal olmayan sondiirmede artig belirlenmistir. Ayn1 bitkide Mn
konsantrasyonunda ki artiga bagli olarak fotokimyasal olmayan sondiirmede diistis
gozlenmistir. C4 bitkilerinde Mn uygulamasi sonucunda NPQ seviyelerindeki
degisikliler ile ilgili literatiirde herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir.
Caligmamizda C4 bitkisi olan C. gynandra’ da en yiiksek fotokimyasal olmayan
sondiirmenin gozlendigi 10 uM’ a gore, uygulanan Mn konsantrasyonunda ki
azalmaya veya artisa bagl olarak, fotokimyasal olmayan sondiirme seviyelerinde

diisiis gézlenmistir.

SOD, Mn eksikligi veya fazlaliginin neden oldugu oksidatif strese karsi
bitkilerin olusturdugu antioksidant savunma sisteminde onemli bir yere sahiptir
(Yu et al., 1998; Millaleo et al., 2010). Mn’ nin asir1 birikimine karsi, bu enzimin
aktivitesinin  tetiklenmesi  bitki savunmasindaki Onemini  belirtmektedir
(Srivastava and Dubey, 2011). Yu et al. (1998)’ un ¢alismasinda, Mn eksikligi
olan tiitiniin (Cg) total SOD aktivitesinin kontrol grubuna goére diistigi

gosterilmistir. Benzer olarak; ¢alismamizda C; bitkisi olan C. spinosa’ da en
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yiiksek total SOD aktivitesinin goriildiigii 10 pM’ a gore, 0 uM’ grubunda total
SOD aktivitesinde diisiis belirlenmistir. Total SOD aktivitesinde ki bu diisiis SOD
enziminin énemli bir kofaktorii olan Mn eksikligine baglanabilir. Sarita ve Dubey
(2011)’ in galismasinda, Cj3 bitkisi olan Oryza sativa’ da Mn konsantrasyonunda
ki artisa bagli olarak total SOD aktivitesinin arttigi bulunmustur. Ayrica bu
caligsmada bitkiler, Mn uygulamasinin 10. ve 20. giinlinde analiz edilmis, analizler
sonucunda Mn uygulamasiin 20. giiniinde bitkinin total SOD aktivitesinde 10.
giine gore onemli bir degisiklik gdzlenmemistir (Sarita and Dubey, 2011). Bagka
bir C3 tiirii olan asma (Vitis vinifera) da ise uygulanan Mn konsantrasyonunda ki
artiga bagli olarak SOD enzim aktivitesinde diisiis gdzlenmistir (Yao et al., 2011).
Bununla paralel olarak ¢alismamizda, C. spinosa’ da uygulanan Mn miktarinin
artmasiyla (50 ve 100 puM) total SOD aktivitesinde 10 uM’ a gore diisiis
belirlenmigtir. C,4 bitkilerinde Mn uygulamast sonucunda total SOD
aktivitesindeki  degisikliler ile ilgili literatiirde herhangi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. C4 bitkisi olan C. gynandra’ da uygulanan Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya bagli olarak total SOD aktivitesinde diisiis
belirlenmistir. Ayrica, C. spinosa’ ya benzer olarak C. gynandra’ da da uygulanan
Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak total SOD aktivitesinde 10 uM’ a

gore diisilis belirlenmistir.

Mn’ nin SOD izoenzimleri {izerine etkisi incelendiginde, Srivastava and
Dubey (2011) tarafindan Cs bitkisi olan ¢eltikte yapilan ¢aligmada uygulanan Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya bagli olarak MnSOD, Cu/ZnSOD ve FeSOD da
diisiis belirlenmistir. Calismamizda Cs bitkisi olan C. spinosa’ da Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya bagl olarak SOD izoenzimleri arasinda MnSOD
ve Cu/ZnSOD aktivitesinde 10 uM’ a gore diisiis goriiliirken, FeSOD’ da artis
belirlenmigtir. Srivastava and Dubey (2011) tarafindan Cj bitkisi olan celtikte
yapilan c¢alismada Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak Cu/ZnSOD
aktivitesinde artis gézlenmis, MnSOD ve FeSOD aktivitesi ise bir noktaya kadar
atmis (3 mM Mn) ve bu noktadan sonra Snemli bir degisiklik olmamuistir.
Calismamizda Cs bitkisi olan C. spinosa’ da Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli
olarak MnSOD aktivitesinde 10 uM’ a kadar artis gdozlenmis sonrasinda ise diislis
belirlenmis, en diisiik FeSOD aktivitesi 100 uM’ da gozlenmis, Cu/ZnSOD

aktivitesinde ise artis belirlenmistir. C4 bitkileri ile ilgili olarak Mn’ in SOD
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izoenzimleri iizerine etkisini aragtiran herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda C4 bitkisi olan C. gynandra’ da uygulanan Mn konsantrasyonunda
ki azalmaya bagli olarak MnSOD aktivitesinde belirgin bir degisiklik
gozlenmezken, Cu/ZnSOD aktivitesinde belirgin bir diislis gerceklesmistir.
uygulanan Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak MnSOD aktivitesinde 10
uM’ a gore diislis, Cu/ZnSOD aktivitesinde ise 10 uM’ a gore artig belirlenmistir.

APX, Kloroplastlardaki su-su dongiisiinde ve ASC-GSH dongiisiinde H,05’
nin siipliriilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Gill and Tuteja, 2010). APX, H,0;
ye olan yiiksek ilgisi ile bitkilerin stres altinda ROS diizenlenmesinde CAT ve
POX’ dan daha onemli bir yere sahiptir. Bitkilerin farkli streslere karsi APX
aktivitelerini arttirdig1 bilinmektedir (Mittler and Zilinkas, 1992; Hernandez et al.,
1995; Noctor and Foyer, 1998). C; bitkisi olan tiitiin’ de yapilan bir ¢alismada Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya baglh olarak kontrol grubuna goére APX
aktivitesinde diisiis belirlenmistir (Yu et al., 1998). Bu verilere benzer olarak
calismamizda da Cj bitkisi olan C. spinosa’ nin APX aktivitesi 10 uM’ a gore 0
UM Mn uygulamasiyla azalmistir. Diger yandan Cj bitkisi ¢eltikte (Oryza sativa)
Mn konsantrasyonunda ki artis APX aktivitesini arttirmigtir (Srivastava and
Dubey, 2011). C. spinosa’ da en yiksek APX aktivitesi 50 puM Mn
uygulamasinda Ol¢iilmiis ve Mn konsantrasyonunun daha da yiikseltilmesi ile
APX aktivitesi azalmigtir. C, bitkilerinde Mn uygulamasi sonucunda APX
aktivitesindeki  degisikliler ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. C. gynandra’ nin APX aktivitesi Mn eksikliginde 10 uM’ a
gore daha diisiiktiir. Ayn1 bitkide uygulanan Mn konsantrasyonunda ki artig, APX

aktivitesini digtirmiistiir.

GR enzimi GSH’ 1n rejenerasyonunu saglayarak ASC-GSH yolunun
islemesinde 6nemli bir role sahiptir (Rao and Reddy, 2008). C3 bitkisi Oryza
sativa ile yapilan bir calismada uygulanan Mn konsantrasyonunda ki artila
beraber GR aktivitesi de yiikselmistir (Srivastava and Dubey, 2011). C; bitkisi
Citrus grandis ile yapilan baska bir ¢alismada Mn konsantrasyonunda ki artigin
kontrol grubuna gore GR aktivitesini degistirmedigi belirlenmistir (Li et al., 2010).
Calismamizda C. spinosa’ da uygulanan Mn konsantrasyonunda ki artisa bagh
olarak GR aktivitesininde arttig1 belirlenmistir. C4 bitkilerinde Mn uygulamasi

sonucunda GR aktivitesindeki degisikliler ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma
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bulunmamaktadir. C. gynandra’ da uygulanan Mn konsantrasyonunda Ki
azalmaya veya artisa bagli olarak GR aktivitesinde belirgin bir farklilik

gozlenmemistir.

Su-su dongiisii sonucunda askorbik asit (AsA), monodehidroaskorbik asit
(MDHA) radikaline yiikseltgenir. MDHA, ferrodoksinin indirgenmesiyle (Miyake
ve Asada, 1994; Rizhsky, Liang ve Mittler, 2003) ya da monodehidro askorbat
rediiktaz (MDHAR) enziminin katalizlemesiyle NAD(P)H ile tekrar AsA’ ya
indirgenir (Sano et al., 2005; Asada 2006). Cs bitkisi Oryza sativa’ da Mn
konsantrasyonunda ki azalma MDHAR aktivitesinde 6nemli bir degisiklige neden
olmamigtir (Srivastava and Dubey, 2011). Calismamizda C. spinosa’ da
uygulanan Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak MDHAR aktivitesi bir
noktaya kadar artmis (50 uM) ancak daha sonrasinda diigsmiistiir. C4 bitkilerinde
Mn uygulamasi sonucunda MDHAR aktivitesindeki degisiklikler ile ilgili
literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda C,4 bitkisi olan C.
gyvnandra’ da uygulanan Mn konsantrasyonunda ki artisa bagl olarak MDHAR

aktivitesi artmistir.

DHAR enzimi, su-su dongiisiinde dehidro askorbat’ i (DHA) diretildigi
durumda GSH’1 elektron vericisi olarak kullanarak DHA’ y1 ASA’ ya indirger
(Asada, 2006). Oryza sativa ile yapilan ¢alismada Mn konsantrasyonunda ki
azalmaya baglh olarak DHAR aktivitesinde 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir
(Srivastava and Dubey, 2011). Calismamizda C. spinosa’ da Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya bagh olarak MDHAR aktivitesi ile benzer olarak
DHAR aktivitesinde de dislis belirlenmistic. C. spinosa’ da Mn
konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak DHAR aktivitesi bir noktaya kadar
artmig (50 puM) ama asirt Mn uygulamast DHAR aktivitesini azaltmistir. Cy4
bitkilerinde Mn uygulamasi sonucunda DHAR aktivitesindeki degisiklikler ile
ilgili literatiirde herhangi bir ¢calisma bulunmasada, C4 bitkisi olan C. gynandra’
da en yiiksek DHAR aktivitesinin oldugu 50 pM’ a gore uygulanan Mn
konsantrasyonunda ki degisime bagli olarak DHAR aktivitesinde disiis

belirlenmistir.

GR, DHAR ve MDHAR su-su dongiisiinde aktif olarak ¢alisan enzimlerdir.
Calismamizda C. spinosa’ da 0 uM Mn konsantrasyonunda GR, DHAR ve
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MDHAR aktivitelerinde diislis gozlenmistir. Bu bitkide Mn konsantrasyonunda ki
artisa baglh olarak GR aktivitesinde artis gozlenmis, MDHAR ve DHAR
enzimlerinin aktiviteleri 50 uM’ a kadar artmis ancak daha sonrasinda diisiis
belirlenmistir. Bu durum 50 uM Mn konsantrasyonuna kadar C. spinosa’nin su-su
dongiisiindeki tim enzimlerinin birbirleriyle uyumlu olarak calistigini
gostermektedir. Ancak, aynt uyum C. gynandra ‘nin sadece APX ve GR

aktiviteleri arasinda gézlenmistir.

Bitki hiicrelerinde H,O, birikiminin iki tiirlii etkisi olabilmektedir; birincisi
hiicreye zarar veren oksitleyici olarak davranmasi ve Fenton reaksiyonuna yol
acarak OH" radikali iiretmesidir, ikincisi ise ikincil mesajc1 olarak gen ifadesini
diizenlemesidir (Miller et al., 2010). C; bitkisi olan Oryza sativa’ da Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya bagli olarak bitkinin H;0; iceriginde diisiis
gozlenmistir (Srivastava and Dubey, 2011). Bu verilerle benzer olarak,
calismamizda yine bir C3 bitkisi olan C. spinosa’ da Mn konsantrasyonunun
azalmasi HyO, igerigini azaltmistir. Ayrica C. spinosa’ da uygulanan Mn
konsantrasyonunda ki artigsa bagli olarak H,0O; igeriginde bir noktaya kadar (50
uM) artis ger¢eklesmis ancak asirt Mn uygulamasi H,O, miktarini azaltmistir. Cy
bitkilerinde Mn uygulamasi sonucunda H,O; igeriginde ki degisiklikler ile ilgili
literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. C,4 bitkisi olan C. gynandra’ da
uygulanan Mn konsantrasyonunda ki degisime bagli olarak H,O, igeriginde

onemli bir farklilik gézlenmemistir.

Calismamizda Cjs bitkisi olan C. spinosa’ da Mn konsantrasyonunda ki
artisa bagli olarak 100 uM’ da H,O; seviyesi diisiikken total SOD ve APX enzim
aktivitelerininde diislik olmas1 ilgi ¢ekicidir. Burada Mn’ 1n asir1 birikiminin ROS
tretimini sinirladigi daha once yapilan galismalardan bilinmektedir. Lidon and
Teixeira (2000)° nin Cs bitkisi olan Oryza sativa ile yaptig1 ¢alismada tillakoyid
lamellerinde Mn konsantrasyonunda ki artisin  Mehler reaksiyonlarini
engelleyerek ROS tiretimini sinirladigr belirlenmistir. Calismamizda buldugumuz

verilerde Lidon and Teixeira’ nin elde ettigi verileri desteklemektedir.

Lipid peroksidasyonu, pek cok c¢alismada oksidatif hasarin belirlenmesinde
bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Bu calismada lipid peroksidasyonu seviyesi

TBARS miktar1 dlgiilerek belirlenmistir. Csz bitkisi olan asmada (Vitis vinifera)
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yapilan bir calisgmada Mn eksikligi sonucunda TBARS miktarinda diistis
gozlenmistir (Yao et al., 2012). Calismamizda Cj3 bitkisi olan C. spinosa’ da Mn
konsantrasyonunda ki azalmaya bagli olarak TBARS miktar1 diiserken Mn
konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak TBARS miktarinda bir noktaya kadar
artmig (50 uM) ancak asir1 Mn uygulamasi TBARS miktarint azaltmigtir. Cq4
bitkilerinde Mn uygulamasi sonucunda TBARS miktarinda ki degisiklikler ile
ilgili literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda C,4 bitkisi
olan C. gynandra’ da Mn konsantrasyonunda ki artisa bagli olarak TBARS

miktarinda artis gézlenmistir.
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5.  SONUCLAR

Sonug olarak; 50 uM Mn uygulanmasiyla Cj3 bitkisi C. spinosa’ nin ETR’
sinin en disik oldugu 50 uM Mn konsantrasyonunda lipid peroksidasyon
seviyesinin de en fazla oldugu gozlenmistir. Bu durum, Cz bitkilerinde redoks
dengesinin korunmasinda ETR’ nin devamlili§inin 6nemini gostermektedir. Ayni
konsantrasyonda su-su dongiisiiniin en onemli enzimlerinden olan APX’ un
aktivitesininde en yliksek seviyeye ulagmasi bitkinin oksidatif stresi engellemeye
calismasimin bir goOstergesi olabilir. Buna benzer olarak 100 pM Mn
konsantrasyonunda C. gynandra’ nin da ETR’ si en diisiik, lipid peroksidasyonu
ise en yiiksek seviyededir. Ancak C. spinosa’ nin aksine C. gynandra’ nin APX
aktivitesinde belirgin bir degisiklik gozlenmemistir. Bu durum, C. spinosa ile
karsilagtirildiginda C. gynandra’ nmin ETR’ sindeki ani disiisic  (%30.7)
aciklamaktadir. Bu calisma; oksidatif stresin neden oldugu hasarin antioksidant
enzimler tarafindan engellenerek redoks dengesinin saglanmasinin, fotosentezin

devamliligi i¢in gerekliligini gostermektedir.
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