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OZET

TOHUM CIMLENMESININ IYILESTIRILMESINDE REAKTIF
OKSIJEN TURLERININ ROLUNUN ARASTIRILMASI

YALCINKAYA, Tolga

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Yéneticisi: Prof. Dr. Ismail TURKAN
Ocak 2013, 67 sayfa

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) bitki gelisiminde c¢ok Onemli rolleri
oldugu bilinse de tohum c¢imlenmesinde aldiklar1 gorevler heniiz tam olarak
aydinlatilmamistir. Ozellikle, ROS olusumunun ¢imlenme iizerindeki iyilestirici
etkileri {izerine yapilan caligmalar smirlidir. Hiicre icinde ROS’ lar cesitli
fizyolojik olaylarin sonucunda iiretilirler ve antioksidanlar tarafindan
stipiiriilmezlerse dogrudan proteinlere, niikleik asitlere ve lipitlerin zarar verirler.
Fakat ROS’ larin zararlh etkilerinin yanisira, bitki biiylime ve gelisimininin
kontroliinde, strese karsi yanitta ikincil mesajcilar olarak da is gordiikleri
bilinmektedir. Tohumun su alarak sismeye basladigi ilk andan itibaren solunum
baslamakta ve tohum icerisinde hizli bir redoks aktivitesi ortaya ¢ikmaktadir. Bu

siirecte tohumda ROS {iretimi’ de artmaktadir.

Calismamizda, tohum ¢imlenmesi sirasinda embriyoda olusan ROS’ larin
degisimi ile tesvik edilen antioksidan sistemin isleyisinden ¢imlenmenin nasil
etkilendigi arastirilmistir. Artan ROS miktarina bagli olarak tohum c¢imlenme
verimliligi belirlenmistir. Diger yandan stres altinda tohum ¢imlenmesinin
tyilesmesinde rolii bilinen BRs uygulamasi ile stres altindaki ROS miktarlar
iliskilendirilerek antioksidan savunma sistemindeki degisiklikler belirlenmistir.

ROS iiretimi tesvik edilerek ¢imlenmede antioksidan sistemin rolii aydinlatilmistir.

Anahtar Sozciikler: Nohut, Cicer arietinum, BRs, Antioksidan Enzimler, H>O,,

Tuz Stresi.
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ABSTRACT

EFFECTS OF REACTIVE OXYGEN SPECIES ON SEED
GERMINATION

YALCINKAYA, Tolga

MSc in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Ismail TURKAN
January 2013, 67 pages

Reactive oxygen species (ROS) are key components of plant development.
However their role in seed germination is still not well understood. Especially,
researches on the positive effects of ROS production to seed germination are

rather limited.

ROS are produced due to physiological processes in cells and but they are
highly reactive and can easily damage the proteins, nucleic acids and lipids.
Beside the their harmful effects, they are also involving in signalling cascades to
control growth and development, response to environmental stresses and
programmed cell death. After the imbibition, respiration begins and cell redox

state is changed which causes extremely high production of ROS.

In this respect, how ROS production effects seed germination and ROS
induced antioxidant system in this period were investigated in this research. Seed
germination efficiency effected by induced ROS content was also enlightened.
Activities of antioxidant defence enzymes were also reported during seed
germination. On the other hand, BRs which take roles in seed germination
applied to seeds with stress factor (200 mM NaCl) to understand the differences in
antioxidant defence system. The role of antioxidant system during seed

germination by induced ROS production was also established.

Keywords: Chickpea, Cicer arietinum, BRs, Antioksidan Enyzmes, H,0,, Salt

Stress.
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1. GIRIS

Tim biyotik ve abiyotik stres faktorleri, bitkilerin fotosentez ve solunum
metabolizmasinda yer alan elektron taginma sisteminin isleyisini bozarak ROS
tiretiminde artisa neden olur (Halliwell, 2006). Tohumlarda ise fotosentetik ROS
olusumu yoktur ve tohum su almasindan ¢imlenmenin tamamlanmasina kadar
solunum metabolizmas1 hiicre icerisinde ROS olusumunun ana kaynagini
olusturur (Bailly, 2004). Asir1 ROS iiretimi yiikseltgenmeyi arttirarak niikleik
asitlerin pargalanmasina, peptid baglarinin  kirilmasina ve karbonil-thiol
gruplarinin oksidasyonuna neden olup hiicre icinde geri doniilemez hasarlar

olusturabilir (Apel and Hirt, 2004).

Cimlenen tohumlarda, ROS’ lar apoplastta iretilir ve hiicre duvarmin
zayiflamasim1  saglayip c¢imlenmeyi baslatirlar. Ornegin apoplast kaynakli
hidroksil radikalleri (OH’), ABA ve protein karbonilasyonu yoluyla hiicre duvari
polisakkaritlerinin ayrilmasina neden olur. Asir1 ROS iretimi 6limciil olsa da
hiicre i¢i konsantrasyon diizeyleri ¢ok onemli olmak {izere ¢imlenme i¢in ROS
tiretiminin gerekli oldugu bilinmektedir (Bailly, 2008). Ayni1 zamanda ROS’ lar
hiicre i¢i sinyal mekanizmasinin anahtar bilesenidir ve gelisimsel siireclerin

diizenlenmesinde gorev alirlar (Schopfer et al. 2001; Kranner, 2010) (
Cizelge 1.1).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda tohum ¢imlenmesinin kontroliinde, daha
yeni tanimlanan brassinosteroidlerin de (BRs) GA gibi ABA-tesvikli dormansinin
kirllmasinda ve c¢imlenmenin baglamasinda goérev aldiklari rapor edilmistir
(Nonogaki et al, 2010). BRs’ ler hiicre uzamasi, polen tiibiiniin olusmasi, kok
uzamasinin azalmasi, termotolerans, ve etilen biyosentezinin tesviki gibi
fizyolojik olaylarin diizenlenmesinde de rol alirlar. Ayrica, etiole fidelerin uzun
hipokotil olugturmasi, apikal kanca olusumu ve karanlikta kotiledon olusumunun

bozulmasi gibi fizyolojik olaylara da katilmaktadirlar (Bajguz and Hayat, 2009).



Son yillarda tohum ¢imlenmesi ve ROS iiretimi arasindaki iligski yada bitki
bliyime hormonlarinin ¢imlenme {izerine etkilerine ait birgok arastirma
yapilmistir  (Bailly, 2008; Kranner, 2010). Ancak stres altinda tohum
embriyosundaki ROS diizenlenmesinin nasil oldugu yada tohum ¢imlenmesinin
iyilesmesinden sorumlu olan BRs lerin ROS diizenlenmesi iizerinde ne kadar
etkili olduklar1 bilinmemektedir. Bu amagla ¢aligmamizda (i) tuz stresinin nohut
tohumlariin ¢imlenmesi lizerine etkisi (ii) stres altindaki tohum embriyolarindaki
ROS diizenlenmesini ve bu ROS larin siipiiriilmesinden sorumlu bazi1 antioksidan
enzimlerin aktivitelerini nasil etkiledigi (iii) tuz stresine maruz birakilan tohum
embriyolarina disaridan BRs uygulamasiyla ROS diizenlenmesinin ve antioksidan
savunma sisteminin nasil degistigi (iv) radikul uzama siirecinde BRs ve ROS

diizenlenmesi arasindaki iliskinin nasil oldugu arastirilmistir.

1.1. Cimlenme Nedir ve Cimlenme Sirasinda Neler Meydana

Gelmektedir ?

Cimlenme; tohumun kuru halden fiziksel olarak bir an 6nce kurtulmasi,
metabolizmanin devam ettirilmesi, embriyonun ortaya ¢ikmasi ve daha sonrasinda
bitkinin biiylimesine hazirlik i¢in 6nemli hiicresel olaylarin tamamlanmasini
iceren karmasik bir siirectir. Kuru haldeki tohumun su almasinin erken evrelerinde
hiicrenin ihtiyac1 olan kimyasal ve yapisal biitlinliigiin geri kazanilmasi ile
metabolizmada yeni diizenlemeler gergeklesmektedir. Kuru haldeki tohumun su
alarak sismesi hiicrelerde protein sentezi ve solunum aktivitelerini baslatmaktadir.
Tohuma su aliminin ilk evrelerinde trankripsiyon ve translasyonun basladig
transkriptom c¢aligmalarinda gosterilmistir (Nonogaki et al. 2010). GA ve ABA
gibi hormonlarin artis1 veya degisimi ve birbirleriyle etkilesimleri ¢imlenmenin
tamamlanmasinda Onem tasiyan noktalardir. Bazi tohumlarda ¢imlenme
embriyonun etrafinin endosperm gibi bagka hiicresel yapilarla ¢evrili olmasindan
dolay1 baskilanmaktadir. Bu gibi durumlarda enzimlerin yardimiyla radikulun
ortaya c¢ikmasi saglanabilir (Nonogaki et al., 2008). Cimlenme sirasindaki gen
ifadelerindeki degisiklikler hakkinda bir¢ok bilgi olmasina karsin ¢imlenmenin

tamamlanmasi sirasindaki olaylar hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir.



Cimlenme tohumun su alimi ile baslamakta, embriyonun ve radikulun
ortaya ¢ikmasi ile tamamlanmaktadir. Cimlenme, ¢imlenen tohumun su aliminin
zamansal olarak incelenmesi ile daha iyi anlasilabilir (Sekil 1.1) (Nonogaki et al.
2010). Oncelikle kuru tohumda su alim1 ¢ok hizli sekilde meydana gelir, bdylece
hiicreler aras1 matriksin ve hiicre bilesenlerinin tamamen sigsmesi saglanmaktadir
(1. asama bkz. Sekil 1.1). Bu asamadan sonra su alimi1 azalmaktadir (2. asama).
Son olarak, 3. asamanin baslamasi ile birlikte tohuma su alimi tekrar artmaktadir

ve dolayisiyla ¢imlenme tamamlanmaktadir.
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Sekil 1.1 Cimlenen tohumda su aliminin zamansal olarak incelenmesi (Nonogaki 2010’dan)

Cimlenme sirasinda radikulun ortaya ¢ikmasi, radikul etrafindaki
hiicrelerin metabolizmasi ile dogrudan iligkilidir ve bu hiicrelerdeki sinyal iletimi
radikul olusumu icin 6nemli olan anahtar proteinlerin sentezi i¢in gereklidir.
Arabidopsis’ de radikulun altinda yaklasik 10 veya daha az hiicreden olusan gecis
bolgesindeki hiicrelerin uzayip radikulu disart ittigi gorilmektedir (Nonogaki et
al., 2010). Tohumun ¢imlenmeyi tamamlamasi i¢in iistesinden gelmesi gereken
baska bir engel de embriyonun etrafin1 ¢evreleyen yapilardir. Bazi durumlarda,

endosperm ¢imlenmeyi kabuktan daha fazla engellemektedir.



1.1.1. Cimlenmede rehidrasyonun énemi

Tohumlar kuru haldeyken metabolik olarak inaktiftir. Fakat tohumda ¢ok
az miktarda nem olmas1 halinde bile ¢esitli fizyolojik ve kimyasal degisiklikler
meydana gelebilmektedir. Kuru haldeki tohumlarda bu islemlerin gerg¢eklesmesi,
cimlenme kapasitesinin degismesi ve dormansinin kirilmasi ile sonuglanmakta
veya tam tersi olarak bozulma ve canliligin kaybi ile sonuglanabilmektedir
(Bewley, 1997). Bununla birlikte rehidrasyon ¢imlenmenin baglamasi igin

gereken metabolik olaylara hiz kazandiran 6nemli bir olaydir.

Sisme, baslangigta hiicre duvarlar1 ve hiicre i¢indeki depo polimerlerde
gerceklesmektedir (Bewley, 1994). Tohumun hizli bir sekilde su almasi sirasinda
kararli haldeki metabolizma daha degisken bir hal almaktadir. 1. asamanin (bkz.
Sekil 1.1) ilk evrelerinde, tohum su alarak siserek enerji metabolizmasinin geri
kazanilmas: saglanir. Solunum i¢in 6nemli olan krebs dongiisii ve terminal
oksidazlar gibi enzimler, tohumun su alarak sismesinden birka¢ saat sonra
oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP {iretimine baglamaktadirlar (Hourmant and
Pradet, 1981).

Sismis tohumlar su alimi sirasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretmektedir (Wojtyla et al., 2006) ve bu ROS’ un tohumlarda dormansinin
kirllmasinda da pozitif etkisi oldugu bilinmektedir (Oracz et al.,2007). Dormant
olmayan tohumlarda ROS’ lar protein ve diger hiicre bilesenleri i¢in zararl
olabilmektedir. Kuru bezelye tohumlari sisme sirasinda serbest radikallerin
siipiiriilmesinde rol oynayan enzimler siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
askorbat peroksidaz (APX), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon
rediiktaz (GR) igermektedir (Wojtyla et al., 2006). Tiim bunlar sisme sirasinda

proteinlerin korunmasinda ve onariminda antioksidan olarak gorev almaktadirlar.

1.1.2. Tohum ¢imlenmesi sirasinda embriyoda meydana gelen

degisimler



2. asama (bkz. Sekil 1.1) sirasinda tohumun son asamaya girmesini
saglayan ya da inhibe eden baslica genetik diizenleyiciler karakterize edilmistir.
Fakat 2. ve 3. asama arasindaki gecisin diizenlenmesi tam olarak bilinmemektedir.
Bununla birlikte bu asamalarda GA’ nin 6nemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir.
Bu goriisiin nedeni GA iiretmeyen mutant tohumlarda ¢imlenmenin kesinlikle
gerceklesmemesidir (Lee et al., 2002). Bozulmamis tohumda embriyo ¢imlenmek
icin GA’ya ihtiya¢ duyarken, etrafindaki yapilardan arindirildiginda ¢imlenmek
icin GA’ya ihtiyag duymamaktadir. GA-eksik (gib-1) Arabidopsis ve domates
mutantlarindan  izole edilmis embriyolar su i¢inde c¢imlenmelerini
tamamlamaktadir. Fakat bozulmamis bir tohumda ise hormon destegi
gerekmektedir. Bozulmamis tohumlarin ¢imlenmek i¢in GA’ya olan gereksinimi,
embriyonun cevresel yapilar tarafindan mekanik olarak baskilanmasina veya
kimyasal/normonal inhibisyona ugramasma isaret etmektedir. Tohum
¢imlenmesinin tamamlanmasina neden olan embriyo (radikul) hiicre genislemesi,
hiicre duvarlarini baskilayan kuvvetlerin azalmasi ile su alimiyla hiicre hacminin

genislemesini saglayan turgor basinci ile meydana gelmektedir.

3. asama sirasinda embriyoya su almim mekanizmas: tam olarak
bilinmemektedir. Plazma zar1 ve tonoplasttaki proteinler suyun zarlar arasinda
gecisini diizenlerler. Bir su kanali (akuaporin) inhibitorii olan civa (HgCly) ile
muamele edilmis Arabidopsis’ de tohum kabugunun yirtilmasinda 8-9 saatlik,
radikulun ortaya ¢ikmasinda ise 25-30 saatlik gecikmeler meydana geldigi rapor
edilmistir (Willigen et al., 2006), bu sonuglar 3. asamada akuaporinlerin 6nemli

roliinii isaret etmektedir.

1.1.3. Cimlenme sirasinda olusan ROS’lar

Tohumun su alarak sismesinden hemen sonraki siiregte metabolizmanin
aktiflesmesiyle ROS iiretimi artmaktadir. Ornegin, soya fasulyesi (Gidrol et al.,
1994), misir (Hite et al., 1999), aycicegi (Bailly et al., 2002) tohumlarinin su
alarak sisme siireglerinin baslangicinda H,O; iirettikleri belirlenmistir. Tohumda

olusan radikallerin tam lokalizasyonlar1 asagidaki sekilde belirtilmistir.
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Sekil 1.2 Cimlenmekte olan bir tohumda reaktif oksijen tiirlerinin dagilimi (Kranner et al.,
2010’dan)

Cimlenme siirecinde ROS iretimi strese yol agabilmekte ancak
antioksidan bilesenler ve enzimlerin varligi ile ¢imlenme sorunsuz sekilde
tamamlanabilmektedir. Antioksidan bilesenlerden o-tokoferol (Smiontcchi et al.,
2003), flavonoid ve fenolik bilesikler (Yang et al., 2001)’ in konsantrasyonlarinin
cimlenme siiresince artti§i bilinmektedir. Tohumlarin ilk su alarak sismesi

sirasinda askorbat ve indirgenmis glutatyon seviyeleri de yiikselmektedir (De
Tullio and Arrigoni, 2003).

ROS siipiiriicii enzimlerin aktiviteleri de tohum sismesi ve ¢imlenmesi
siirecinde degisiklikler gostermektedir. Ornegin, ¢cimlenen ay ¢igegi tohumlarinda,

GR ve CAT aktiviteleri artmakta, H,O, azalmaktadir (Bailly et al., 2002).



Reaktif tiirler Tipik reaksiyon Potansiyel zararlan Tohumlarda
mekanizmasi sinyalizayondaki
rolleri
Siiperoksit 0,+e > 0, Fe-S merkezindeki Tohumun olgunlagma
anyonu proteinin, SH protein sonrasinda dormansi
gruplarinin kirilmalari, yaralanma
oksidasyonu yanitt ve ¢cimlenme
Kinonlarmn ve Fe** ve
Cu®" gecis metalleri
komplekslerinin
indirgenmesi
Doymamus lipitlerle
reaksiyonlar
Hidroksil H,0,+ 0, >°0, + Proteinlerin, DNA’nin, Tohum ¢imlenmesi
radikali ‘OH+OH lipitlerin ve sirasinda endosperm
‘OH Fe?* + H,0,> Fe** karbonhidratlarin kayb1
+ ‘OH+OH oksidasyonu
(Fenton ve Haber-
Weiss reaksiyonu)
Hidrojen O, + O, +2H™> SH protein gruplarinin Biiylime, baskalasma,
peroksit H,0,+ 0, oksidasyonu patojen cevabi,
H,0, yaralanma yanit1
Tekli oksijen Agir1 yiiklenmis Proteinlerin, DNA’nin Erken sigsme, yaralanma
o, pigment+ °0, > ve lipitlerin yaniti
10,+ pigment oksidasyonu
OH+ 0, >'0+"
OH

Cizelge 1.1 Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tipik reaksiyon mekanizmalari, potansiyel zararlart ve

tohumlarda sinyalizasyondaki rolleri (Kranner 2010’dan degistirilerek).

1.2. Tuz Stresi

Topraktaki yiiksek tuz bitkilerde temel olarak iki yonde strese neden
olmaktadir. Yiiksek tuz orani kokler i¢in topraktan su alimini zorlastirmakta ve
bitkide fazla tuz birikimi toksik olabilmektedir. Diinya iizerinde 800 milyon
hektardan fazla toprak tuzdan etkilenmektedir (FAO, 2008). Bu oran diinyanin
tim kara yiizolglimiiniin %6’s1 kadardir. Genel olarak tuzluluk, kurak ve yari
kurak arazilerde uzun zaman siireclerinde tuzun birikimi ile meydana gelmektedir

(Rengasamy, 2002).

Yiiksek tuzluluk hiperiyonik ve hiperosmotik stres meydana getirip bitkinin
Olmesine neden olabilmektedir (Glenn et al., 1999). Genel olarak toprakta bulunan

yiiksek konsantrasyondaki Na® ve CI iyonlar1 strese neden olmaktadir. Bu



kosullarda, degisken su durumu biiylimenin azalmasina neden olmaktadir. Bitki,
bliylimeyi siirdiirebilmesi ve hiicrelerin metabolizmalarina devam edebilmesi i¢in
dokularindaki iyon hareketlerini diizenlemektedir (Flowers and Yeo 1992). Na*
iyonunun simplastik olarak epidermal ve kortikal hiicrelerinde nasil tasindigr ve
ksileme iletildigi hala tartismaya aciktir. Endodermiste ¢6zgenlerin radyal
hareketleri simplastik yolla olmaktadir. Kaspari seridi apoplastik taginim igin
fiziksel bir bariyer olustrmaktadir (Flowers and Yeo, 1992). Bitkinin olgun
yapraklarinda oOzellikle tuz stresi altindayken yiiksek oranda iyon birikimi
goriilmektedir. Bu yapraklar iyonlar1 meristematik ve fotosentez yapan hiicrelerde
ve vakuollerinde biriktiriler. Bitkiler diisiik su potansiyeli olan ortamlardan su
alabilmek i¢in hiicre icindeki su potansiyellerini diisiiriirler. Bunun i¢in hiicre
icinde birikimi zararli olmayacak glisin betain, prolin, sorbitol, mannitol gibi
uyumlu bilesikler kullanilir. Bitkiler kuraklik stresine maruz kaldiklarinda
gosterdikleri yaprak alanmnin azalmasi ya da absisyon durumunu tuz stresi

sirasinda da gosterebilirler.

1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Tohumlarda stres altinda gergeklesen metabolik olaylar, vejetatif dokulara
gore farklilik gostermektedir. Bu durumlardan birisi de ROS iiretimindeki
farklhiliklardir. Vejetatif dokularda, tuzluluk ozellikle yiiksek 151k yogunlugu
altinda veya diger streslerle birarada oldugunda fotosentezi engellerken
fotorespirasyonu arttirmaktadir. Hiicre dengesini bozan bu olay reaktif oskijen
tiirlerinin (ROS) birikimine neden olmaktadir. ROS birikimi abiyotik stres
sirasinda bitkiye zarar verebilecegi gibi ayn1 zamanda 6nemli sinyal molekiilleri
olarak da gorev almaktadirlar. Hiicre ig¢indeki bu uyumun bozulmasi halinde
yiiksek enerji diizeyindeki elektronlar molekiiler oksijene (O,) iletilirler
(Takahashi and Asada, 1988; Mittler, 2002). Bunun sonucunda iiretilen tekli
oksijen (*Oy), siiperoksit iyonu (O"), hidrojen peroksit (H,0.) ve hidroksil (OH)
radikalleri DNA ve lipitlere zarar veren reaktif oksijen tiirlerini olusturular (Apel
ve Hirt 2004). Normal biiyiime kosullar1 altinda ROS kloroplast, mitokondri ve
peroksizom gibi organallerde diisiik seviyede iiretilmektedir. Stres kosullari

altinda ise ROS seviyesi dnemli oranda artig gostermektedir. Stres sirasinda ROS



birikimi, ROS {iretimi ve ROS siipiiriilmesi arasinda denge olmalidir (Mittler et al.,
2004). Bu denge, mevcut stresin siddeti ve siiresine, enerji dengesizligine ve
bliylime kosullarindaki 1s1ik siddeti, sicaklik gibi abiyotik kosullarla iliskilidir.
Kloroplastlarda elektron tasinim zincirnin asir1 indirgenmesi ROS olusumunun
ana sebebidir. Stres sirasinda mitokondride de elektron tasinim zincirinin asiri
indirgenmesi yine ROS olusumuna neden olmaktadir (Davidson and Schiestl,
2001). Peroksizomlarda glikolat, fotorespriasyon sirasinda glioksilata okside
olmaktadir ve bunun sonucunda H,O; tiretimi meydana gelmektedir (Mittler et al.,
2004). Normal metabolizma ve stres sirasinda ROS’un detoksifikasyonu igin
askorbik asit (Asa), glutatyon (GSH) gibi antioksidanlar ve siiperoksit dismutaz
(SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX)
ve peroksiredoksin (Prxr) gibi ROS siipiiriicti enzimlere ihtiya¢ vardir (Takahashi
and Asada 1988;Apel and Hirt 2004; Mittler et al., 2004; Dietz et al. 2006; Turkan
and Demiral, 2009). Bu mekanizmalar nerdeyse tiim hiicre bdlmelerinde
bulunmaktadir ve bu durum ROS detoksifikasyonunun hiicrenin hayatta kalmasi
icin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (Mittler et al., 2004). Bu baglamda
su, yiiksek 1s1k, tuz, sicaklik ve bu streslerin kombinasyonlarinda ROS siipiiriicii
mekanizmalarin bitkinin hayatta kalabilmesi adina neden oOnemli oldugu
goriilmektedir (Rizhsky et al., 2004; Wang et al., 2005). ROS, cevresel stres
kosullar1 altinda hiicrelere oksidatif zarar vermesinin yaninda; patojen
enfeksiyonlari, c¢evresel stresler ve programlanmis hiicre Sliimleri gibi hayati
olaylarda 6nemli bir sinyal iletim molekiilii olarak ¢alismaktadir (Mittler et al.,
2004; Torres and Dangl, 2005). ROS seviyesindeki ani artis ’oksidatif patlama’’
olarak adlandirilir ve bu duruma plazma zari iliskili NADPH oksidazi kodlayan
genlerin ifade olmasinin temel olusturdugu genetik ¢alismalarda gosterilmistir
(Mittler et al., 2004; Torres and Dangl, 2005). ROS sinyallerinin bitki tarafindan
aktif halde tiretilmesi (NADPH oksidazlar gibi) stres sirasinda bitkinin alismasi ve
savunma mekanizmalarini uyarmak bir cevaptir (Mittler et al., 2004). ROS’ un bu
sekilde sinyal molekiilii olarak kullanilmasinin pek ¢ok avantaji vardir. Bunlardan
biri ROS’un hiicresel diizeyde ¢ok cabuk sekilde iiretilmesi ve ayni zamanda
stiptirilmesidir. ROS’ un hiicresel diizeyde tretimi hassas bir sekilde kontrol
altinda tutulabilmektedir. Bdylece hiicresel diizeyde ROS seviyeleri dinamik
sekilde degisebilmektedir. ROS’ u sinyal molekiilii olarak kullanmanin baska bir

avantaji ise hizli bir sekilde uzak mesafelere ulagsabilmesidir. Yapilan ¢caligmalarda
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ROS’ un Arabidopsis bitkisinde dakikada 8.4 cm hizina ulasabildigi gosterilmistir
(Miller et al., 2009). ROS sinyalizasyonunun diger avantajlarindan biri de farkli
ROS tiirlerinin farkli molekiiler 6zellikler gostermesidir. Siiperoksit membranlar
arasinda pasif olarak taginamayan bir ROS molekiiliidiir. Fakat siiperoksit kolayca
hidrojen peroksite (H,O,) doniisebilmektedir. Bu sayede H,O, membranlar
arasinda veya su kanallarindan pasif bir sekilde gecebilmektedir (Miller et al.,
2010). ROS hiicresel sinyalizasyon ag1 disinda pek cok farkli sinyalizasyon
yolagina entegre olabilmektedir. Kalsiyum ve protein fosforilasyon aglar1 ornek
verilebilecek sinyalizasyon yolaklarindan bazilaridir (Kobayashi et al., 2007).
ROS’ un baska bir 6nemli avantaji ise hiicresel denge ve metabolizma ile sikica
bagli olmasidir. Hiicresel dengede olan herhangi bir degisiklik ROS seviyesindeki
degisiklik olarak da goriilebilmektedir. Fotorespirasyona olanak saglayan
kosullarda peroksizomlardaki ROS iiretimi artis gostermektedir (Mittler, 2006).
ROS seviyesi ve metabolizma arasindaki siki iliski ROS’u iyi bir gézlemleme
arac1 yapmaktadir. Bitkilerde lusiferaz enzimi ve zebra baliginda GFP ile yapilan
caligmalarda ROS’ un gesitli organel ve dokular arasinda uzak mesafelerde sinyal
iletebildigi gosterilmis. ROS’un uzak mesafelere sinyal iletiminde bulunabilmesi
icin siirekli bir ROS iretimi gerekmektedir. ROS sinyalizasyonunun yolu
tizerindeki gesitli bolgeler sinyalin iletilebilmesi i¢in liretime devam etmektedirler

(Miller et al., 2009).

Son zamanlarda ROS sinyalizasyonundaki olas1 segicilik konusu ilgi
cekmektedir (Moller and Sweetlove, 2010). Bu konunun ana fikri ROS sinyalinin
nasil 6zel bir boliimde ya da hiicrede 6zel bir uyariya gore tiretildigidir. Kloroplast,
mitokondri ve peroksizomlarda yiiksek 1s1k, sicaklik veya soguktan dolayr ROS
seviyesinde arig goriilmektedir. Bitkinin aligma yanitlarinda nasil bir sinyalin bu
artist sagladigi bilinmemektedir. ROS sinyali bitkinin yaralanma, patojen
saldirilar1 veya abiyotik strese durumlarinda bir grup hiicre i¢inde olusmakta ve
tim bitkiye yayilmaktadir. Fakat nasil ozellesmektedir? Bu sorunun olasi
yanitlarindan birisi ROS sinyallerinin tiim bitkide genel sinyalizasyon olarak
kullanilmas: ve hiicrelerin kendi sinyalizasyon aglarini aktif hale getirmesidir.
Hiicre i¢indeki diger sinyaller ufak peptidler, hormonlar ve lipidler olabilmektedir.
Bir diger olasilik ise her hiicre boliimiiniin veya hiicrenin kendine ait ROS

reseptorlerinin  bulunmasidir. Bu reseptorler ROS sinyalini algilar ve kendi
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iclerinde {iretmeye devam ederler, ayni zamanda kalsiyum veya protein
fosforilasyonu gibi aglara ileterek cogalmasini saglarlar. Farkli biyolojik sistemler
yukarida anlatilan yollardan biri ya da birkaginin kombinasyonu ile spesifik bir
ROS sinyalizasyonu iiretebilmektedir. ROS sinyalizasyonunun spesifik olmasi ile
ilgili APX1 ve CAT2 eksik ¢iftli mutant olan Arabidopsis ve tiitiin bitkisinde
calisilmigtir. Bu ¢iftli mutantlar yaban tiplerle veya tek apx, cat mutantlar ile
karsilastirildiklarinda cesitli cevresel sartlara daha dayanikli olduklar1 gériilmiistiir
(Rizhsky et al., 2002). Arabidopsiste APX1 ve CAT2’ nin ifade edilmemesi, DNA
tamirinin aktivasyonu, hiicre dongiisiiniin kontrolii ve anti-programlanmis hiicre
Olimiinii tetiklemektedir. Tekli mutant olan apxl ve cat2 de ise bu yanitlar

goriilememektedir.

1.3.1. Stres altindaki tohumlarda ROS diizenlenmesi

ROS lar tohum fizyolojisinde bir¢ok metabolik olaya katilmaktadir.
Tohum kurumasi ve c¢imlenme siire¢lerinde iiretilmekte ve oksidatif stres
sonucunda hiicrede hasara yol agmaktadir. Bununda beraber hiicreler enzimatik ve
enzimatik  olmayan  antioksidanlarin iy  gormesiyle  bu  hasardan

kagiabilmektedirler.

ROS’ lar tohum gelisimi siiresince, erken embriyogenesis’ de biiyiimeye
etki ederler ve tohum ¢imlenmesinde radikulun tohum disina ¢ikisin

saglamaktadirlar.

Bitkilerde bir ¢cok ROS f{iretici mekanizma tanimlanmistir. Erken gelisim
fazi1 harig, tohumlarda fotosentetik elektron tasinimi kaynakli siiperoksit ve tekli
oksijen iretimi olmamaktadir. Bunun yaninda, gelisimin baslangicindan,
¢imlenmenin sonuna dek tohum su igerigindeki degisimler ve metabolik aktivite
cok degiskendir ve bu olaylara bagl olarak tohumlarda ROS iiretim kaynaklar1 da
farklilik gostermektedir. Mitokondriyal solunum =zinciri ana ROS {retim
merkezidir. Bu boélmede, eclektron tasima zincirinden elektronlarin sizmasi

superoksit radilkalinin olusumuna neden olmaktadir (Moller, 2001).
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Hiicre i¢i ROS iiretim merkezlerinden birisi de peroksizomlardir (Mittler,
2002). Glioksizomlarda, yagli tohumlarin lipidlerin hareketliliginde anahtar rol
oynamaktadir. Ciinkii B-oksidasyon enzimleri ve glioksilat donglisii enzimlerini
icermektedir. Bu enzimler, fide olusum siirecinin erken safhalarinda lipidleri
sekerlere dontistirmektedir (Huang et al., 1983). Yag asitlerinin B-oksidasyonu
sonucu, glikolat oksidaz gibi enzimlerin kataliz reaksiyonlarinca H;0,
iiretilmektedir. Peroksizomlar ayrica katalaz enziminin lokalize oldugu ve
hiicresel sinyallemede c¢ok o©nemli rolleri olan NO {iretiminin gerceklestigi

organellerdir (Neill et al., 2003).

1.4. Hormon Metabolizmasi

Hormonlarin dormansi tizerindeki etkileri pek ¢cok yonden arastirilmis olsa
da ¢imlenme tizerindeki etkileri hala yaygin bir arastirma konusudur. Bu sinyal
molekiillerini diizenleyen proteinleri kodlayan genler (6zellikle GA ve ABA nin
biyosentezini yapan ve etkisiz hale getirenler) , dormansi ve ¢imlenme olaylarinin
baslica diizenleyicileridir. Cimlenme sirasinda hormon metabolik yolaklar1 ve
cevresel sinyaller arasindaki etkilesim, ¢imlenmenin basarili olmasinda etkili ve
onemli olmaktadir. Giberellik asit biyosentezini katalizleyen enzim GA 3-
oksidazdir (Koornneef and van der Veen, 1980). Bu enzimler GAnOXn
genlerinden ifade edilir. ga3ox1 ga3ox2 genleri eksik mutanlar, GA uygulamasi
olmadan ¢imlenememektedir. Mitchum et al., (2006)’ 1n bu ¢alismast GA’ nin

dogrudan ¢imlenme {izerine etkisini belirtmistir.

Eger tohum optimal sicaklik kosullarindan daha sicak bir ortamda su
almigsa muhtemelen 1. asamadaki (bkz. Sekil 1.1) olaylar ve 2. asamadaki
olaylarin da bir kismi1 yine gerceklesecektir. Fakat tohum 3. asamaya
gecemeyecek, boylece radikulun ortaya ¢ikmasi gergeklesmeyecektir. Bu durum
ayn1 zamanda ‘“termoinhibisyon’’ olarak adlandirilmaktadir. Yiiksek sicaklikta
¢imlendirilmis Arabidopsis tohumlarinda, yiiksek sicakligin ABA biyosentezini
baslattigini, ayn1 zamanda GA biyosentezini de baskiladig1 gosterilmistir (Toh et
al., 2008). Marulda (Lactuca sativa ‘Salinas’) yapilan bir baska g¢imlenme

caligmasinda tohumlarin 25 °C istiindeki sicakliklarda sismeye ugradiklarinda



13

¢imlenmenin gergeklesemedigi goriilmiistiir. Bununla beraber Lactuca serriola
(UCY96US23) 37°C’ ye kadar olan sicakliklarda termoinhibisyona ugramamaktadir.
ABA ve GA metabolizmasinin 6nemli 6zelligi de antagonistik ¢alismalaridir.
ABA, GA biyosentezinin ifadesini azaltir (Seo et al., 2006). Tohumlarin, soguk
(Yamauchi et al., 2004), 1sik (Oh et al., 2006), besin (Matakiadis et al., 2009) gibi
cevresel faktorlerle olan cevaplart hormon metabolizmasindaki degisikliklerle

anlasilabilmektedir.

Gelismis bitkilerde tohum ¢imlenmesi ve dormansi genetik ve g¢evresel
faktorlerin etkiledigi kompleks fizyolojik islemlerdir. Dormant olmayan tohumlar
uygun 1s1k, sicaklik ve besin kosullari altinda ¢imlenmeye baslamaktadirlar.
Cevresel sinyallerin hormonlarla birlikte caligmasi sonucunda c¢imlenmenin
diizenlenmesi saglanmaktadir. GA diizenlenmeyi saglayan hormonlarin basinda
gelmektedir. GA’nin ¢imlenen tohumlardaki diizenlenmesi 151k ve sicaklik

yoluyla gergeklesmektedir.

Yapilan ¢alismalarda karanlikta sisirilmis marul tohumlarma kirmizi 11k
uygulamasi yapildiginda i¢sel GA; miktarinda onemli oranda artis goriilmiistiir.
Kizil-6tesi 151k uygulamasi ise GA1 oranindaki artis1 durdurmaktadir. GA; dnciilii
olan GAyy’ nin karanlikta sisirilen tohumlarda yiiksek oranlarda birikmesi GA;’in
tiretimini siirlandirmaktadir. GAgo’nin GAp’e doniisiimiinii katalizleyen GA 3-
oksidaz kodlayan Ls3h trankript seviyeleri kirmizi 1sikta artis gostermektedir
(Toyomasu et al., 1993).

1.4.1. BRs’nin yapis1 ve biyosentezi

1970° lerin basinda Brassica napus poleninden elde edilen ekstraktin
barbunya internodlarinin asir1 diizeyde uzamasina yol agtifi belirlenmistir
(Mitchell et al., 1970). Yapilan ilk c¢alismalarda toplanan ekstraktlardaki
biiylimeyi tesvik edici maddenin tam olarak ne oldugu bilinmemekteydi ve GA ile
benzer 6zellikleri olmakla beraber etki sekli GA-tesvikli biiylime ile ayni olmadig
rapor edilmistir. Bu maddenin tam olarak belirlenmesi i¢in yiiksek oranda kolza
tohumu ile yapilan analizlerde 4 mg kristal madde elde edilip yapist

tamimlanmistir. Elde edilen bu maddeye ‘brassinolide’ adi verilmistir (ilk
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saflagtirmanin Brassica napus’ dan olmasindan dolayi) (Grove et al., 1979).
Brassinolide hormonal aktivite 6zelligi gosteren ilk bitki steroidtir. Daha sonra

yapilan ¢alismalarda 40’a yakin farkli bitki steroid hormonu daha tanimlanmastir.

Brassinosteroidler’ in A, B, C, D halkalar1 ve ve 17. Karbonunda alkil
zinciri bulunmaktadir. BRs C-24 yapilar incelendiginde C,7, Cog and Cyq fitosterol
onciileri tarafindan sentezledigi anlasilmistir. Bir Cyg sterolii olan kampesterol BR
sentezinin onciisiidiir. Catharanthus roseus hiicre kiiltiiriinde yapilan calismalar
brassinolid sentezinde erken ve ge¢ C-6 oksidasyon yolagi adinda iki temel yol
oldugunu gostermektedir (Choi et al., 1997). BR biyosentezi i¢in tanimlanan bu
yol daha sonra Catharanthus (Fujioka et al., 2000) ve Arabidopsis (Noguchi et al.,
2000) ile de desteklenmistir. BR-eksik mutantlarin  molekiiler genetik
karakterizasyonu BR biyosentezine katilan genlerin ve bu genlerin enzimatik
rollerinin aydinlatilmasinda 6nemli yol katedilmesini saglamistir. Bu genler ve
fonksiyonlar1 genel olarak Arabidopsis’de yapilan calismalar ile tanimlanmistir.
Bitkilerde en ¢ok bulunan 2 brassinosteroid; brassinolide (BL) ve kastasterondur
(CS). Her ikisinde de A halkasinda 2. ve 3. karbonlarinda hidroksil grubu, A ve B
halkasinin ortasinda o oryantasyonu, B halkasinin 6. karbonunda keton grubu, 18.
ve 19. karbonunda metil gruplari, 22 ve 23. karbonlarinda hidroksil gruplar ve

24. karbonda a-metil bulunmaktadir.

HO ,,

HOY

H

Castasterone Brassinolide

Sekil 1.3 Kastasteron ve brassinolid kimyasal yapis1 (Srivastava 2002°den)

Brassinosteroid dikotil, monokotil, gimnosperm, egrelti otu ve alglerde
tanimlanmistir. Bitkide en ¢ok polende (taze agirliginin 1 graminda 100 nanogram
kadar) ve gen¢ tohumlarda bulunurken, yash yapraklarda, gévdede de az miktarda

bulunmaktadirlar.
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1.4.2. Brassinosteroidlerin tohum ¢imlenmesindeki rolleri

Bir bitki hormonu olan BRs’ nin ¢imlenme iizerine olumlu etkileri bir ¢ok
calismada gosterilmistir (Anuradha and Rao, 2003; Zhang, et al., 2007). Anuradha
and Rao (2003) celtik tohumlarinda tuz uygulanan grupta hi¢ ¢imlenme
gbzlemezken tuz+ BRs uygulanan grupta %40 oraninda ¢imlenme gozlediklerini
rapor etmislerdir. Diger bir ¢alismada ise , Medicago sativa tohumlarina
uygulanan 5 pM BRs’ nin tuz stresinin ¢imlenme iizerindeki etkisini hafiflettigi
ortaya konmustur (Zhang et al., 2007). Ozmotik stres ve BRs uygulamasinin
sorghum (CSH-14) tohumlarinin ¢gimlenmesi iizerine yapilan bagka bir ¢alismada
ise BRs uygulamasinin ozmotik stresin g¢imlenme tizerindeki negatif etkisini

azalttig1 rapor edilmistir (Vardhini and Rao 2003).

1.4.3. Brassinosteroidlerin fizyolojik etkileri

Brassinosteroidlerin en 1iyi bilinen Ozellikleri govde uzamasini tesvik
etmeleridir. BRs eksik mutantlar 1996 yilinda Arabidopsis, domates ve bezelyede
karakterize edilmis ve yaban tip bitkilerle karsilastirildiklarinda ciice olarak
nitelendirilmigtir. Mutantlara uygulanan digsal BL veya CS, bitkilerin boylarmin
uzamasini saglamistir. BRs’ de giberellin ve sitokinin diger bitki gelisimi
sirasinda 1s1kla diizenlenebilmektedir. BR-eksik mutantlarla yapilan calismalarda,
bitkilerin karanlikta normalden farkli olarak gelisim gosterdikleri saptanmistir. Bu
bitkilerde apikal kanca bulunmamakta, kotiledonlar1 acik sekilde bulunmakta ve
fotosentezle ilgili genler ifade olmaktadir. Fakat bu durum hiicre béliinmesinden
degil hiicrelerin uzamasindan kaynaklanmaktadir. BRs’nin kék uzamasini inhibe
ettigi bilinmektedir. Digsal uygulanan BRs ksilem farklilagsmasi, polen tiibiiniin
biiyiimesi, erkek verimliligi ve ¢icek gelisiminde rol almaktadir. Ayn1 zamanda
BRs’ nin bitki organlarinin absisyonu, senesensin olugsmasinda rolii olan etilenin
dretimini tesvik ettigi ve gravitropizmayr arttirdigir goriilmiistiir. BRs ayni

zamanda bitkinin abiyotik strese kars1 verdigi yanitlarda gérev almaktadir.
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1.4.4. Brassinosteroidlerin diger hormonlarla iliskisi

Bitkilerin strese karsi verdikleri yanitlar c¢esitli hormonlar ve bu
hormonlarin sinyalizasyon yolaklariin iyi bir sekilde diizenlenmesi sayesinde
olugmaktadir. Bitkilerde mitojen iliskili MAPK kaskadlar1 ROS stresini de igeren
cesitli abiyotik ve biyotik strese karsi yanitta yer almaktadir (Fujita et al., 2006).
Molekiiler ¢alismalar, BRs ve diger fitohormonlar arasinda bir iletisimin var
oldugunu gostermektedir. Digsal BRs uygulamasi bitkinin hormon seviyelerinde
degisime neden olmaktadir. BRs’nin fasiilye epikotillerinde etilen iiretimini
arttirdigr goriilmistiir (Arteca et al., 1983). Bunun yaninda BRs’ nin GA’ nin
etkisine katkida bulundugu (Mayumi et al., 1995), gévde uzamasinda da oksinle
sinerjitik etkili oldugu bulunmustur (Katsumi et al.,, 1991). Arabidopsis
tohumlarina BRs ve GA veya BRs ve oksin ayni1 anda uygulandiginda hipokotil
uzamast meydana gelmektedir (Tanaka et al., 2003). ABA ile BR antogonistik
olarak is gérmektedir. BEE1 (BR enhanced expression) , BEE2, BEE3 proteinleri
disaridan  ABA uygulamasi ile baskilanirken BEE1 proteinini asir1 ifadesi
bitkilerde ABA yanitin1 azaltmistir. Bu durum, BEE proteinlerinin birgok yolakta
sinyalizasyon gorevi gorebilecegini gostermektedir. BRs nin bazi ABA yanitlarini
azaltabilecegi ongoriilmektedir. Baska bir ¢alismada hem ABA hemde BRs’nin
Sorghum vulgare’ de kuraklik stresine toleransi arttirdigi goriilmiistiir (Xu et al.,
1994). Bitki gelisimi ve strese karst direncin kazanilmasinda etkili olan bir diger
sinyal molekiilii jasmonik asittir (JA). Yapilan calismalarda BRs uygulamasi ile
JA biyosentezi arasinda bir bag oldugu da bulunmustur. Bu nedenle bitkilerde
BRs’nin JA biyosentezinin baslamasi ile de iliskili olabilecegi diistiniilmektedir

(Mazorra et al., 2002).

1.4.5. BRs ve ROS siipiiriicii sistemler arasindaki iliski

BRs’nin bitki biiyiimesi ve gelisimi tizerinde etkili oldugu bilinmektedir
(Sasse et al., 1995). Fakat BRs’nin oksidatif stres altindaki bitkideki rolii heniiz

tam olarak bilinmemektedir. Farkli stres kosullar1 altinda digsal uygulanan BRs
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bitkideki SOD, CAT, GPX, APOX gibi enzimatik ve askorbik asit, tokoferol,
karotenoid, glutatyon gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin miktarlarinda
degisime neden olmaktadir. C ve E vitaminleri ve glutatyon dogrudan veya enzim
katalizi ile OH’, H,O, veya O," ile reaksiyona girmektedir (Ozdemir et al., 2004;
Vardhini et al., 2003). Kuraklik stresine maruz birakilmig misirda (Zea mays) BL
uygulamas1 SOD, CAT, APX un yanisira askorbik asit ve karotenoid igeriklerinde
artisa neden olmustur. Baska bir calismada osmotik stres kosullar1 altinda
Sorghum vulgare’ de BRs’ nin CAT aktivitesini arttirmakta ancak peroksidaz ve
askorbik asit oksidaz aktivitelerini azaltmaktadir. Tuz stresine maruz kalan
celtikte BR muamelesi CAT, SOD ve GR aktivitelerinde onemli Olgiide artisa
neden olmaktadir. Tuza duyarli ve duyarli olmayan tiirlerde yapilan 24-epiBL
uygulamalari, tuza duyarl bitkilerde kisa siireli tuz stresine karsi olan toleransi
arttirmistir. 24-epiBL uygulamasinin tuza duyarli olan bitkilerde antioksidan
sistemi farklilagtirarak tuz stresine karst direnci arttirmakta olabilecegi
diisiniilmektedir. Agir metal stresine maruz kalan Chlorella vulgaris’te ise BL
uygulamalart CAT, GR, APX ve askorbik asit, karotenoid miktarinda artisla
sonuclanmistir. BRs yiiksek sicakliga maruz birakilmis domates yapraklarinda

CAT, peroksidaz ve SOD aktivitelerini arttirmaktadir (Mazorra et al., 2003).

1.4.6. Tuz stresinde BRs’nin rolii

Tuz stresi altindaki Eucalyptus camaldulensis’ e 24-epiBL uygulmasi
sonucunda tohum ¢imlenmesi ve fide gelisiminde gelisim goriilmiistiir 150 mM
NaCl varliginda Eucalyptus camaldulensis tohum ¢imlenmesi 24-epiBL ile artig
gostermekte, fakat fideler hidrofonik olarak tuz stresine maruz birakildiklarinda
24-epiBL’ nin kokler vasitasiyla alinmasi daha fazla zarara neden olmustur (Sasse
et al.,, 1995). BRs ¢eltikte (Oryza sativa) tuz stresinin neden oldugu ¢imlenme
inhibisyonu etkisini ortadan kaldirmaktadir. Ayni zamanda BRs’nin klorofil
icerigini yeniledigi ve nitrat rediiktaz aktivitesini arttirdigi goriilmektedir.
Onceden NaCl ile muamele edilmis nohut tohumlar1 28-homoBL ile
islatildiklarinda  nitrojen fikse edebilme kapasiteleri artmaktadir. NaCl ile
islatilmig Brassica juncea tohumlari, sprey ile yapraklara veya koklerden 28-

homoBL muamelesi ile biiyiitiildiigiinde, niikleik asit ve etilen igeriklerinde artis



18

saglanmistir (Hayat et al., 2007). Bugday germ aglutinini (WGA) fungal
enfeksiyon, kuraklik stresi, tuzluluk, yiliksek sicaklik gibi uygun olmayan
kosullarda artis gosteren bir lektindir. ABA WGA’nin sentezine ve birikimine
neden olmaktadir. BRs’nin ABA igerigi iizerinde herhangi bir etkisi olmadigi
halde tuz stresi sirasinda bugday (Triticum aestivum) koklerinde lektin birikimine
neden olmaktadir. Bu sonuglar lektinin ABA-bagimsiz kontroliiniin BRs

tarafindan yapilabilecegini gostermektedir.

BRs bitkilere dogru miktar ve dogru zamanlarda uygulandiklar1 zaman
bitkinin dayaniklihigimi arttirabilmektedir. BRs bitkilerin abiyotik streslere ve
bakteriyal, fungal ve viral patojenlere karsi olan yanitlarinda yer almaktadirlar.
BRs ile diizenlenmis stres yanitlari;; Onemli enzimatik reaksiyonlarin
aktivasyonlar1 veya baskilanmasi, protein sentezinin baslamasi ve cesitli kimyasal
savunma bilesenlerinin iiretimi sonucunda olusan karmasik bir siirectir. Tiim bu
sonuclar BRs’nin zararli ¢evresel kosullara karsi bitki direncinin arttirilmasi i¢in

yeni yaklagimlarin oniinii agmaktadir.

BRASSINOSTEROID

ABIYOTIK STRES BiYOTiK STRES
Oksidatif stres Bakteriyal, fungal ve
Su stresi viral patojenler
Agir metal stresi
. *ABA ve etilen sentezini [
TUZ stresi -Pato]\;iel\i‘;i::\s:rnoteezi:'?\g:'i:\ij:g::la:luvarl]maﬂ

*Peroksidaz aktivitesinin artmasi
*S0OD, CAT, APX, GR aktivitlerinin artmasi

*Askorbik asit, karotenoid ve glutatyon iceriklerinin artmasi .
+Fotosentez hizinin artmasi Pestisid uygulamaSI

Osmotik stres
€O, asimilasyonunun artmasi

*ABA, prolin ve WGA seviyelerinin artmasi Fotosentez hizinin artmasi

Agir metal stresi

*Glutatyon seviyesinin artmasi
*Fotosentez hizinin artmasi
+Nitrojen metabolizmasinin uyariimasi

Sicaklik stresi

*Is1 soku proteinlerinin seviyesinde artig

Sekil 1.4 Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda Brassinosteroid’in etkileri (Bajguz 2009°dan)

Yukarida belirtildigi gibi son yillarda tohum ¢imlenmesi ve ROS {iretimi
arasindaki iligki yada BRs’ lerin ¢imlenme {izerine etkilerine ait bircok arastirma

yapilmigtir  (Bailly, 2008; Kranner, 2010). Ancak stres altinda tohum
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embriyosundaki ROS diizenlenmesinin nasil oldugu yada tohum ¢imlenmesinin
iyilesmesinden sorumlu olan BRs’ lerin ROS diizenlenmesi iizerinde ne kadar
etkili olduklar1 bilinmemektedir. Bunun i¢in bu ¢alismada (i) tuz stresinin nohut
tohumlarmin ¢imlenmesi lizerine etkisi (ii) stres altinda tohum embriyolarindaki
ROS diizenlenmesini ve bu ROS larin siipiiriilmesinden sorumlu bazi antioksidan
enzimlerin aktivitelerini nasil etkiledigi (iii) tuz stresine maruz birakilan tohum
embriyolarina digaridan BRs uygulamasiyla ROS diizenlenmesinin ve antioksidan
savunma sisteminin nasil degistigi (iv) radikul uzama siirecinde BRs ve ROS
diizenlenmesi arasindaki iliskinin nasil oldugu arastirilmistir. Bu amagla

calismamizda,

1- Tuz stresi altinda (200 mM NaCl) nohut tohumlarinin ¢gimlenme yiizdeleri

2- Disaridan BRs (6 -10 pM)uygulanan ve tuz stresine maruz birakilan nohut
tohumlarinin ¢imlenme yiizdeleri

3- Yukarida verilen kosullar altinda zamana bagl olarak (sisirme, 6, 8, 12,
24, ve 48 saat) H,O, miktar1 ve NOX aktivitesi Olgiilerek ROS
diizenlenmesi

4- ROS siipiiriilmesinden sorumlu olan SOD, CAT, POX (¢6ziinebilir- hiicre
duvarina bagli) gibi antioksidan enzimlerin ve izozimlerin aktiviteleri

5- Hiicre zarlarindaki lipid peroksidasyon seviyeleri

zamana bagl olarak hem tohum embriyosunda ve hem de erken fide radikulunda

belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Deneme Deseni

2.1.1. Tohumlarin temini

Calismamizda Kahramanmaras Tarim Arastirma Enstitiisti’nden temin

edilen Aksu ¢esidi nohut tohumlar1 kullanilmistir.

2.1.2. Tohum sterilizasyonu

Tohumlar 5 dk. boyunca %1 sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde sterilize

edilmistir.

2.1.3. Tohumlarin ekimi

Nohut tohumlar1 ekimden 6nce farkli konsantrasyonlarda NaCl, BRs, NaCl
+ BRs solusyonlarinda 24 saat sisirilmistir. 24 saat sonunda sisen tohumlar steril
ortamda filtre kagitlar1 iizerinde 24 saat boyunca kurutulmustur. Bu islemin
ardindan tohumlar, ¢imlendirilmek {izere ¢apt 20 cm olan ve iginde 15 ml
uygulama solusyonu (NaCl, BRs, NaCl + BRs) ile islatilmig 2 adet filte kagidi
bulunan cam petrilere ekilmistir. Ekim isleminin sonunda tiim petriler 25°C sabit

sicaklik ve karanlikta bekletilmek lizere inkiibatére konulmustur.

2.1.4. Bitkilerin yetistirilmesi ve deneme deseni

Tuz stresi igin 200 mM NaCl, BRs i¢in 6 ve 10uM 24-epiBL
uygulanmigtir. Uygulamanin 6, 8, 12, 24, 48. saatlerinde embriyo ve radikul

ornekleri alinmistir. Alinan drnekler analizler i¢in -80°C de saklanmustir.
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C Kontrol

6B 6 uM 24-epiBrassinolid

10B 10 uM 24-epiBrassinolid

N 200 mM NaCl

6BN 6 uM 24-epiBrassinolid + 200 mM NaCl
10BN 10 uM 24-epiBrassinolid + 200 mM NaCl

Cizelge 2.1 Denemedeki uygulama gruplari

Sekil 2.1 Cimlenmekte olan nohut tohumlari

2.2. Fizyolojik Parameterler

2.2.1. Cimlenme Yiizdesi




22

Tuz stresi ve BRs uygulamasinin 6, 8, 12, 24 ve 48. saatlerinde tohumlarin
¢imlenme yiizdeleri belirlenmistir. Radikul uzunlugu 2 mm’ye ulasan tohumlar

¢imlenmis olarak kabul edilmistir.

2.2.2. Biiyiime parametreleri

Cimlenmis tohumlarin radikul uzunluklari uygulamalarin 12, 24 ve 48.

saatlerinde kaydedilmistir.

2.3. Biyokimyasal Parametreler

2.3.1. Lipit peroksidasyonu

Yapraklardaki lipit peroksidasyonu Madhava Rao ve Sresty (2000)' e gore
tiobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) igerigi belirlenerek Olgiilmiistiir.
TBARS konsantrasyonu 532 nm ve 600 nm’ de Olgiilen absorbans degerlerine
gore hesaplanmistir. 600 nm’ de 6l¢iilen absorbans spesifik olmayan turbiditedir
ve 532 nm’ de Ol¢iilen absorbanstan ¢ikartilarak gercek TBARS miktar1 belirlenir.
TBARS miktari hesaplanirken ekstinksiyon katsayist 155 mM™ cm™

kullanilmastir.

2.3.2. H,0O, miktar1

H,0, miktari, Cheeseman (2006)’ a gore baz1 degisikliklerle belirlenmistir.
Standart H,0; analizinde 100 uM sorbitol, 250 uM ferrous amonyum siilfat ve
100 uM xylenol orange 25 mM H,SO,; ig¢inde ¢oziilmektedir. Bu yontemde
ferrous amonium sulphate/xylenol orange (FOX) tamponuna %1 etilen (EtOH)
eklenerek hazirlanmistir (eFOX). Analizde kullanilacak ornekler analize kadar
siv1 azot i¢inde muhafaza edilmistir. Eger rnekler, -80 °C veya -20 °C derecede
saklanirsa HyO, miktarinda 1 haftada %60’ a varan kayiplar goézlenebilmektedir
(Cheeseman, 2006). 0,1 g tohum/radikul 6rnegi siv1 azotta toz haline getirildikten

sonra soguk aseton (-20 °C) ile hazirlanmis 25 mM H,SO, ile homojenize
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edilmistir. Homojenatlar 16000 g’ de 4 °C’ de 30 dk. santrifiij yapilmustir. Elde
edilen sitipernatanttan 50 ul alinmis ve istine 1 ml eFOX tamponu ilave
edilmistir. Elde edilen karisim en az 15 dakika bekletildikten sonra 550 ve 800 nm

dalga boyunda 6lglilen absorbanslarin farki alinir.

2.3.3. Antioksidan enzim ekstraksiyonu ve aktivite analizleri

Bu asamadaki biitiin islemler proteaz aktivitesini minimum seviyede tutmak
icin 4 °C' de gerceklestirilmistir. Protein ve enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi
icin 0,1 gr embriyo 6rnegi ilk olarak sivi azotta ezilerek toz haline getirilmistir.
Bunun ardindan 0,5 ml ekstraksiyon tamponunda (50 mM Tris-HCI pH 7.8, 0,1
mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 0,2% (v/v) Triton-X100, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), and 2 mM dithiothreitol (DTT))
homojenize edilmistir. Askorbat peroksidaz aktivitesi analizi i¢in homojenizasyon
tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmis ve DTT yerine %2 (w/v) PVPP
kullanilmistir. Homojenizasyonun ardindan érnekler 16000 g' de 30 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 icin elde edilen siipernatant ayri

ependorflara pay edilerek saklanmistir.

2.3.3.1 Protein miktarinin belirlenmesi

Protein miktar1 Bradford (1976)’ a gore belirlenmistir. Olgiim 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 Olglilmiistiir. Standart olarak bovine serum albumin (BSA)
kullanilmistir. Standart araligi 0,02 — 0,2 mg/ml’ dir. Bitki ekstraktlarinin protein

miktarlari elde edilen bu standart ile karsilastirilarak hesaplanmaistir.

2.3.3.2 Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi




24

Katalaz (CAT (EC 1.11.1.6)) aktivitesi, Bergmeyer (1970)' e gore H,O, ' nin
stiptiriilmesinin 240 nm' de absorbansda yol actig1 azalmanin izlenmesi ile tespit
edilmistir. Reaksiyon karisimi 0.1 mM EDTA ve %3 H,0, iceren 50 mM sodyum
fosfat (pH 7,0) tamponudur. Enzimin, 1 mg total protein basina dakikada
siipiirdiigii pmol H,0, miktar, 1 U (umol H,O, mg protein? min™) olarak

hesaplanmuistir.

2.3.3.3 Peroksidaz (POX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX (EC 1.11.1.7)) aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)’ e gore
belirlenmistir. Yontem reaksiyon karisimindaki 3,3'-diaminobenzidine-tetra
hidroklorid dihidrat (DAB)’ 1n ekstrakttaki peroksidazlar tarafindan H,O,’ yi
siipiirmek i¢in substrat olarak kullanilmasi ve buna bagli renk olusumunun
Ol¢iimiine dayanir. Reaksiyon karistmi DAB, %0,1 (w/v) jelatin, %0,6 H,0O,
iceren 150 mM sodyum fosfat sitrat tamponudur (pH 4,4). 465 nm' deki absorbans
3 dk. boyunca gozlenmistir. Enzimin, 1 mg total protein bagina dakikada

1

oksitledigi DAB miktar, 1 U (umol DAB mg protein® min™) olarak

hesaplanmistir.

2.3.3.4 NADPH oksidaz (NOX) aktivitesinin belirlenmesi

NADPH oksidaz aktivitesi Jiang and Zhang (2002)’ ye gore belirlenmistir.
Reaksiyon karisimi 50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.5), 0.5 mM XTT, ve 100 uM
NADPH icermektedir. 470 nm’ de XTT’ nin rediiksyonu izlenmistir. Reaksiyon
dist olusabilecek renk degisiminin belirlenmesi i¢in 50 U SOD kullanilmustir.

02.- iiretimi 2.16x10% M cm™ ekstinksiyon kat sayis1 kullanilarak hesaplanmistir.

2.3.4. Antioksidan enzimlerin izoenzim tayini
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Orneklerden elde edilen protein ekstraktlar1 denaturasyona sebep olmayan
kosullarda (SDS igermeyen) poliakrilamid jel elektroforezinde (Native-PAGE)
ayrilmis ve arastirilan enzimlere 06zel boya soliisyonlariyla boyanmustir.
Orneklerin  hazirlanmasinda  aktivite analizlerinde kullanilan ekstraksiyon
prosedirii  kullanilmigtir.  Native-PAGE Laemmli (1970)'e gore SDS
kullanilmadan yapilmaistir.

Jeller Vilbert Lourmat jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve Bio-

Capt yazilimi kullanilarak bant yogunluklar1 analiz edilmistir.

2.3.4.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) izoenzim tayini

Ornekler %12.5” lik ayirma (separating) ve %4 liik hizalama (stacking)
jelinde elektoforetik ayrima maruz birakilmistir. Her kuyucuga ¢imlenen
embriyolar i¢in 20 ug ve ¢imlenmeyen embriyolar i¢in 40 pg protein
yiiklenmigtir. SOD boyamasi, Beauchamp ve Fridovich’e (1971) gore riboflavin
ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi ile belirlenmistir. Riboflavin 1sikla birlikte
siiperoksit anyonu (O27) lretme Ozelligine sahiptir, lretilen O, NBT’ yi
oksitleyerek mavi-mor renkte formazan olusumuna sebep olur. Boyamanin
prensibi jel tlizerinde SOD lokalize olmus bdlgelerde NBT oksitlenmesinin
inhibisyonu ile beyaz bantlar olugsmasinin saglanmasidir. Jeller 60 dk karanlikta
boya sollisyonunda 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,0O; kullanilmistir. MnSOD

aktivitesi her iki inhibitorden de etkilenmemektedir.

2.3.4.2 Peroksidaz (POX) izoenzim tayini
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Proteinlerin ayrimi i¢in %10' luk aywrma jeli ve %4’ lik hizalama jeli
kullanilmistir. Her kuyucuga 20 pg protein yiiklenmistir. POX izoenzimlerinin
boyanmasi Seevers et al. (1971)’ ¢ gore yapilmistir. Boya soliisyonu 1.3 mM
DAB ve %3 H,0, igeren 200 mM sodyum asetat tamponudur (pH 5.0). Boyama
peroksidaz enzimlerinin bulundugu bdlgelerde DAB’in  oksitlenmesi ile
kahverengi bantlar olusmasi ile gergeklesir. Elde edilen jeller %7’ lik asetik asitte

fikse edilmistir.

3. BULGULAR
3.1. Fizyolojik Parametreler

3.1.1. Cimlenme Yiizdesi

Kontrol sartlarinda (C, 6B, 10B) nohut tohumlarinda ¢imlenme belirgin

olarak 12. saatte baslarken tuz stresi uygulanan gruplarda 24. saatte baslamistir.

Uygulamanin 12. saatinde 6B grubundaki tohumlarin ¢imlenme yiizdesi
kontrole gore %6, 10B grubundaki tohumlarin ise %12 daha fazladir. Tuz
uygulanan gruplardan N grubu kontrole gore %64 daha az ¢imlenirken 6BN ve
10BN gruplar1 N grubuna gore %4 daha fazla ¢gimlenmistir

24. saatte ise kontrol grubunun ¢imlenme yiizdesi 10B grubu ile aym
seviyeye gelirken 6B grubu kontrol ve 10B’ye gore %4 daha az ¢cimlenmistir. N
grubunun ¢imlenmesi 6BN’den %16, 10BN’den %20 daha az olmustur.

Denemenin son saat sayimi olan 48. saatte kontrol ve 10B gruplarinin
tamami ¢imlenirken 6B grubunda bu oran %96 olmustur. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda sadece tuz stresinin ¢imlenmeyi %64 azalttigi belirlenmistir.
6BN ve 10BN gruplar1 N grubundan sirasiyla %20 ve %24 daha fazla
cimlenmistir (Sekil 3.1).
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12 Saat 24 Saat

100 100

80 80

40

Cimlenme %
Gimlenme %

20 20

C 6B 108 N 6BN 10BN C 6B 108 N 6BN 10BN

48 Saat

Gimlenme %

c 6B 108 N 6BN 10BN

Sekil 3.1 12, 24 ve 48. Saatlerdeki uygulama gruplarinin ¢imlenme yiizdeleri

3.1.2. Radikul Uzunlugu

12. saat: 6B ve 10B uygulamalar1 kontrole gore radikul uzunlugunu %50
oraninda artmistir. Tuz uygulamasi ise radikul uzunlugunu kontrole gore % 37.5
oraninda azaltmistir. 6BN ve 10BN uygulamalart %50 ve %41.25 kontrole gore

radikul uzunlugunu azaltmstir.

24. saat: Radikul uzunlugu 6B ve 10B uygulamalar1 ile %23.08 ve %?24.02
oraninda azalmistir. Tuz uygulamasi ise radikul uzunlugunu %66.6 oraninda
azaltmistir. 6BN ve 10 BN uygulamalar1 ise tuz grubuna gore radikul

uzunlugunda sirastyla % 9.2 ve %29.2 iyilesme saglamistir.

48. saat: 6B ve 10B uygulamalar1 sonucunda radikul uzunlugu %30 azalmistir.
Tuz uygulamasi radikul uzunlugunu kontrole goére 4.5 kat azaltirken, 6B ve 10B

uygulamalar tuz stresi altinda %61.1 ve %66.6 iyilesmeye neden olmustur.
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Uzunluk (cm)

Sekil 3.2 Uygulamalarin 12,24,48. Saatlerinde 6l¢iilen radikul uzunluklari. Uygulama gruplari:
Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B), 200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 pM BRs
(6BN), 200 mM NaCl+10 uM BRs (10BN).

3.2. Biyokimyasal Parametreler

3.2.1. Enzim ve izoenzim aktiviteleri

3.2.1.1 Siiperoksit dismutaz (SOD) Aktivitesi

Sisirme: Kontrol grubuyla karsilagtirdigimizda 6B ve 6BN gruplarinin SOD
aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim go6zlenmemistir. 10B

uygulamasi ise SOD aktivitesini %4.6 arttirmistir.

Tuz uygulamasi, SOD aktivitesini kontrole gére %3.4 oraninda arttirmasina

ragmen 10BN uygulamas1 SOD aktivitesini %22.9 azaltmistir (Sekil 3.3).

Sisirilen tohum embriyolarinda 1 MnSOD, 1 CuZn SOD ve 1 FeSOD olarak
toplam 3 adet SOD izozimi tanimlanmistir. 6 uM ve 10 uM BRs uygulanan
gruplarda MnSOD izoziminin aktivitesi sirastyla kontrole gore azalmistir. Sadece
tuz stresi MnSOD aktivitesini kontrole gore arttirirken 6BN ve 10BN gruplarinin
MnSOD aktivitesi azalmistir.

CuZnSOD aktivitesi 6B grubunda azalirken 10B uygulama grubunda artig
gostermistir. Tuz uygulanan gruplarda ise N ve 10BN gruplarinin CuZnSOD
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izozim aktivitesi diisiis gosterirken 6BN grubunun CuZNSOD izozim

aktivitesinde artig gozlenmistir.

FeSOD izozimi sadece 6 puM ve 10 uM BRs uygulamas: ile artis
gostermistir. Tuz uygulamasi bu izozimin aktivitesini degistirmezken, 6BN ve

10BN uygulamalar1 FeSOD aktivitesini arttirmistir.

STD C 6B 10B N 6BN 10BN

0,8
0,7

0,6 -
0,5
H FeSOD
0,4 -
0,3 - m CuZnSOD
0,2 - ® MnSOD
0,1 -
0 L T T T T T T 1
C 6B 10B

N 6BN 10BN

Sekil 3.3 24 saat siv1 igerisinde sisen tohumlarin SOD izozim aktiviteleri, Native-PAGE.
Uygulama gruplari: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B), 200 mM NaCl (N), 200 mM
NaCl+6 pM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 uM BRs (10BN). Her kuyucuk 60pg protein
icermektedir. Std: 1 U bovine karacigeri SOD standarti

6. saat: Kontrol gruplarmma goére 6. saatte SOD aktivitesi 6 uM BRs (6B)
uygulamasi ile % 30.8 oraninda, 10 uM BRs (10B) uygulamasi ise %?22.4



30

arttirmigtir. 200 mM NaCl (N) uygulamasi ise SOD aktivitesini kontrole (C) gore
8.5% oraninda disiirmiistir. 6 pM BRS uygulanan tuz gruplarinin (6BN) SOD
aktivitesi kontrol kosullarina gore %13.1 oraninda azalirken, 10 pM BRs

uygulanan tuz gruplarinin SOD aktivitesi ise %33.65 oraninda azalmistir.

Uygulamanin 6. saatinde kontrol (C), 6B ve 10B gruplarinda 3 tane SOD
izozimi (MnSOD, CuZnSOD, FeSOD) tanimlanmigtir. 6 uM ve 10 uM BRs
uygulamalart MnSOD, CuZnSOD ve FeSOD izozim aktivitelerini arttirmigtir.
Tuz uygulanan gruplarda ise sadece MnSOD ve FeSOD izozimleri tanimlanmustir.
MnSOD izozim aktivitesi 6BN ve 10 BN gruplarinda kontrole goére azalmistir.
FeSOD aktivitesi ise 6BN grubunda kontrole gore istatistiksel olarak degismezken
10BN grubunun FeSOD aktivitesi azalmistir. (Sekil 3.4)

STD C 6B 10B N 6BN 10BN

s

1,6
1,4
1,2

H FeSOD
CuZNSOD
® MnSOD

0,8 -
0,6 -

0,4 - I

-

0 - r T T 7
10B N

C 6B

6BN 10BN

Sekil 3.4 6 saat uygulama sonrasinda hasat edilen embriyolarin SOD izozim aktiviteleri, Native-
PAGE. Uygulama gruplart: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B), 200 mM NaCl (N),
200 mM NaCl+6 uM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 uM BRs (10BN). Her kuyucuk 60ug protein
icermektedir. Std: 1 U bovine karacigeri SOD standarti
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8. saat: 8. saatte 6B grubunun SOD aktiviteleri kontrol grubuna gore %S5 oraninda
azalirken 10 B grubunda %4.3 oraninda artmistir. Tuz uygulamasi (N) ile SOD
aktivitesi 7.3% oraninda artmistir. Diger uygulama saatlerinden farkli olaak
(sisirme ve 6 saat) 8. saatte BRs uygulamasi ile tuz stresi altindaki SOD aktivitesi
ilk defa artig gostermistir. 6BN grubunda kontrole gore %24.5, 10BN uygulama

grubunda ise SOD aktivitesi %18.4 oraninda artmistir.

Uygulamanin 8. saatinde bir adet MnSOD bir adette FeSOD olmak {izere
toplam 2 tane izozim tanmimlanmistir. 10B uygulamasi kontrole gére MnSOD
izozim aktivitesini arttirmistir. Benzer olarak tuz uygulamasi da tiim gruplarin (N,
6BN, 10BN) MnSOD aktivitesini arttirmistir.

FeSOD aktivitesi 6B ve sadece tuz uygulanan grupta azalmistir. 10 B
grubunda ise kontrol grubuna gére herhangi bir degisim olmamistir. Tuz ile BRs
uygulamalarinin beraber yapildigi (6BN, 10BN) gruplarda FeSOD aktivitesinin
artig gosterdigi bulunmustur. (Sekil 3.5)
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C 6B 10B STD N 6BN 10BN

MnSOD

FeSOD

2,5

FeSOD
1 +— —  ®EMnSOD

0 T T T T T T
C 6B 10B N 6BN

10BN

Sekil 3.5 8 saat uygulama sonrasinda hasat edilen embriyolarin SOD izozim aktiviteleri, Native-
PAGE. Uygulama gruplart: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B), 200 mM NaCl (N),
200 mM NaCl+6 uM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 uM BRs (10BN). Her kuyucuk 40ug protein
icermektedir. Std: 1 U bovine karacigeri SOD standarti.

12. saat: 12.saatte, 6B grubunun SOD aktivitesi kontrol gruplarina gore 3.4%
oraninda, 10B grubunun SOD aktivitesi %9.25 oraninda azalmistir. Tuz stresiyle
SOD aktivitesi artmistir. Tuz stresi altindaki en yiiksek artis 10 pM BRs
uygulanmis gruplarda elde edilmistir. N grubunun SOD aktivitesi kontrole

gore %5 oraninda, 6BN grubunun ise %13.4 oraninda arttirmistir.

Uygulamani 12. saatinde toplam iki adet (MnSOD ve FeSOD) SOD
izozimi tanimlanmistir. MnSOD aktivitesi tiim gruplarda kontrole gore diisiis
gosterirken FeSOD aktivitesi sadece tuz uygulanan gruplarda (N, 6BN, 10BN)
artmistir. (Sekil 3.6)
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STD C 6B 10B N 6BN 10BN

MnSOD

FeSOD

1,6

1,4

1,2 |

08 1+— — FeSOD

0,6 - ® MnSOD

0,4
0,2
0 - T T T T T
C 6B 10B N 6BN

10BN

Sekil 3.6 12 saat uygulama sonrasinda hasat edilen embriyolar ve radikullarin SOD izozim
aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama gruplart: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B),
200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 uM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 puM BRs (10BN). Her

kuyucuk 40ug protein igermektedir. Std: 1 U bovine karacigeri SOD standarti

24. saat: 24.saatte, 6B grubunun SOD aktivitesi kontrole gore %15.4, 10B
grubunun ise %14 azalmistir. N grubunun SOD aktivitesi kontrole gore 9.1%
oraninda azalirken, 6BN’nin SOD aktivitesi %16.8 ve 10BN grubunun ise %8.4

azalmistir.

Uygulamanin 24. saatinde diger uygulama saatlerine benzer olarak 2 farkl
SOD izozimi tanimlanmigtir. Tanimlanan MnSOD izoziminin aktivitesi sadece
BRs uygulanan gruplarda artis gosterirken tuz uygulanan tiim gruplarda bu
izozimin aktivitesi azalmistir (N, 6BN, 10BN). FeSOD izoziminin aktivitesi ise
sadece 10BN wuygulama grubunda kontrole gore artis gostermistir. Diger

uygulama gruplarinin tamaminda azalmistir.(Sekil 3.7)
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STD C 6B 10B N 6BN 10BN

FeSOD

1,6

12 +— —

— FeSOD

0,6 - __ =MnSOD
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02 -
0 - . . . .
C 6B 10B N

6BN 10BN

Sekil 3.7 24 saat uygulama sonrasinda hasat edilen radikullarin, SOD izozim aktiviteleri, Native-
PAGE. Uygulama gruplart: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B), 200 mM NaCl (N),
200 mM NaCl+6 uM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 pM BRs (10BN). Kuyucuklar, C, 6B, 10B
gruplar1 igin 20pg protein, N, 6BN, 10BN gruplar1 igin 40 pug protein icermektedir. Std: 1 U
bovine karacigeri SOD standarti

48. saat: Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6B‘nin SOD aktivitesi %9.2
oraninda artmasina ragmen 10B‘nin SOD aktivitesi %7.4 oraninda diismiistiir.
Tuz uygulamasi ise kontrole goére SOD aktivitesini %32 azaltmistir. 6BN
grubunun SOD aktivitesi kontrole gére %29.9 azalirken, 10BN grubunun SOD
aktivitesi %34.33 azalmustir (Sekil 3.9, Sekil 3.10)

Uygulamanin 48. saatinde toplam 2 adet SOD izozimi belirlenmistir.
MnSOD izoziminin aktivitesi sadece BRs (6B, 10B) uygulamalari ile artmis, tuz
uygulamalart (N, 6BN, 10BN) ile beraber azalmistir. FeSOD aktivitesi ise 6B
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grubunda artarken, diger tim uygulama gruplarinda (10B, N, 6BN, 10BN)
azalmstir. (Sekil 3.8)

STD C 6B 108 N 6BN 10BN

MnSOD

FeSOD

1,8

1,4 +——
1,2

11— — FeSOD
0,8

0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 - T . . T
C 6B 10B N 6

Sekil 3.8 48 saat uygulama sonrasinda hasat edilen radikullarin SOD izozim aktiviteleri, Native-
PAGE. Uygulama gruplart: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B), 200 mM NaCl (N),
200 mM NaCl+6 uM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 uM BRs (10BN). Kuyucuklar, C, 6B, 10B
gruplart igin 20ug protein, N, 6BN, 10BN gruplari i¢in 40 pg protein icermektedir. Std: 1 U
bovine karacigeri SOD standarti.

® MnSOD

BN 10BN
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Sekil 3.9 C, 6B, 10B gruplarinin zamana bagli SOD aktivitesi.
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Sekil 3.10 N, 6BN, 10BN gruplarinin zamana bagli SOD aktivitesi.
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3.1.1.2. POX aktivitesi ve izoenzimleri

6. saat: 6. saat POX aktiviteleri karsilastirildiginda 6B grubunun POX aktivitesi
kontrole gore %16.33 azalmistir. 10B deki bu azalma, %42.79’tir. Sadece tuz
stresi POX aktivitesinde kontrole gore %61.7 azalmaya neden olurken, 6uM BRs
(6BN) uygulamasi POX aktivitesinde %23.19 iyilesmeye neden olmustur. 10BN

uygulamasi ise POX aktivitesindeki azalmaya (%63.9) engel olamamustir.

12. saat: 12. saatte, 6B ve 10B gruplarinin POX aktiviteleri sirasiyla %53.4 ve
%46.5 oranlarinda artmistir. N, 6BN ve 10BN gruplarinin POX aktivitelerindeki

azalmalar kontrole gore %39.7, %38.3 ve %39.9 olarak 6l¢tilmiistir.

K 6B 10B N 6BN 10BN
POX1 —]

POX2 ]

Sekil 3.11 12 saat uygulama sonrasinda hasat edilen embriyolar ve radikullarin SOD izozim
aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama gruplart: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B),
200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 uM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 uM BRs (10BN). Her

kuyucuk 240pg protein icermektedir.

24. saat: 6B grubunun kontrol grubuna gére POX aktivitesi %23.1 azalmigstir.
10B de bu azalma %14.4 oranindadir. Tuz uygulamasi yapilan tiim gruplarin POX
aktiviteleri azalmistir. N grubundaki azalma kontrole gére %86.63 iken, 6BN de
%77.2, 10BN de ise %81.61 olarak kaydedilmistirr Bu durum NaCl
uygulamasinin 24. saatinde 6 ve 10 uM BRs’ nin POX aktivitesini sirasiyla 70%
ve 36.9% iyilestirdigini géstermektedir.
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C 6B 10B N 6BN 10BN
POX1 —

POX2 —

Sekil 3.12 12 saat uygulama sonrasinda hasat edilen embriyolar ve radikullarin SOD izozim
aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama gruplart: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B),
200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 pM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 uM BRs (10BN). C, 6B,
10B gruplar1100 pg; N, 6BN, 10BN 240pg protein icermektedir.

48. saat: 48. saat POX aktiviteleri karsilastirildiginda 6B grubunun POX
aktivitesinde kontrole gore %19.33 azalma olurken, 10B grubunun POX
aktivitesinde %68.9 oraninda artis kaydedilmistir. Sadece NaCl uygulamasi ise
POX aktivitesini %36 azaltmistir. 6BN ve 10BN uygulamasi tuz stresi altinda
sirastyla POX aktivitesinde %15.1 ve %36.3 iyilesmeye neden olmustur (Sekil
3.14, Sekil 3.15)

C 6B 10B N 6BN 10BN

POX1 —] e

POX2 —

Sekil 3.13 48 saat uygulama sonrasinda hasat edilen embriyolar ve radikullarin SOD izozim
aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama gruplari: Kontrol (C), 6 uM BRs (6B), 10 uM BRs (10B),
200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 pM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 uM BRs (10BN). Her

kuyucuk 100pug protein igermektedir.
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Sekil 3.15 N,6BN, 10BN gruplarinin zamana bagli POX aktivitesi.
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3.2.1.2 Hiicre Duvarina Bagsh POX Aktivitesi

6.saat: 6. saatte hiicre duvarina bagli POX aktivitesine bakildiginda, 6B grubunun
POX aktivitesinin kontrol grubuna gore %29.78, 10B grubunda ise %49.22
oraninda azaldigi belirlenmistir. Tuz uygulanan gruplardan N grubunun POX
aktivitesi %80.8, 6BN ve 10BN gruplarinin hiicre duvarina bagli POX aktiviteleri

ise %81.5 oraninda azalmustir.

12. saat: 6B grubu kontrolle karsilastirildiginda hiicre duvarma bagli POX
aktivitelerinde %51.11 artis meydana gelirken 10B grubunda %4.9 oraninda
azalma gorilmiistiir. Tuz uygulamasi yapilan gruplardan N grubundaki POX
aktivitesi, kontrol grubuna goére %72.9, 6BN grubu %71.1, 10BN grubu

ise %68.55 oraninda azalmastir.

24. saat: 24. saatte, hiicre duvarina baglhh POX aktiviteleri karsilagtirildiginda
POX aktivitesinde 6B de %39.66, 10B de ise %16.44 oraninda diislisler meydana
gelmistir. Tuz uygulamast gruplarinda N grubunun POX aktivitesi kontrol
grubuna gore %97.6 azalmasina ragmen 6BN ve 10 BN uygulamasi bu azalmay1

sirastyla %55 ve %40.7 oraninda iyilestirmistir.

48. saat: Kontrol grubuyla karsilastirildiklarinda 6B grubunun POX aktivitesi
kontrole gore 2.58 kat, 10B grubunun ise kontrole gore 3.32 kat arttig
belirlenmistir. Tuz uygulamasi ile birlikte N grubunun hiicre duvarina baglhi POX
aktivitesinde kontrole gore %39.1 oraninda azalma meydana gelmistir. 6BN
grubunun POX aktivitesi kontrole gore %41.71 ve 10BN grubunun ise %22.5
azalmistir. Bu sonuglar 10BN wuygulamasinin hiicre duvarma baghh POX

aktivitesinde %27.25 iyilesme sagladigin1 gostermektedir (Sekil 3.16, Sekil 3.17)
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Sekil 3.16 C, 6B, 10B gruplarinin hiicre duvarindaki zamana bagli POX aktivitesi.
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3.1.1.4 CAT aktivitesi

Sisirme: 24H sisme sonrasinda hasat edilen bitkilerde, 6 uM BRs uygulamasi
CAT aktivitesi kontrole gore %19.03 oraninda azalirken, 10 pM BRs uygulamasi
ile CAT aktivitesi %5.3 oraninda artmigtir. Tek basina tuz uygulamasi CAT
aktivitesini %13.7 oraninda arttirirken, beraber uygulanan tuz ve BRs, CAT
aktivitesini diisirmiistiir. Bu diisiis 6BN grubunda kontrole gore %33.4, 10BN

grubunda ise %41 oranindadir.

6. saat: 6 uM BRs ve 10 uM BRs uygulamalar1 kontrole gore CAT aktivitesini
sirastyla %5.6 ve%5.8 oranlarinda azaltmistir. Tuz uygulamasi ile tiim gruplarda
CAT aktivitesinde diiglis belirlenmistir. N grubunun CAT aktivitesi kontrole
gore %35.35, 6BN grubunun CAT aktivitesi %6.79, 10 BN grubunun CAT
aktivitesi ise %25.13 oranlarinda azalmigtir. 6BN uygulamasi CAT aktivitesinde
N grubuna gore %43.3 iyilesme saglamistir. Ayni saatte 10 BN uygulamasi ise

sadece %13.3 oraninda iyilesme saglamistir.

8. saat: 6 uM BRs uygulamasi kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
CAT aktivitesinde anlamli bir degisiklige neden olmamistir. 10 uM BRs
uygulamasi ise CAT aktivitesini kontrole gore %23.1 oraninda azaltmistir. Tuz
uygulamasi tiim gruplarin CAT aktivitesinde azalmaya neden olmustur. Bu
distisler kontrole gore, N grubunda %29.43, 6BN grubunda %36, 10BN grubunda

ise %44 oranlarindadir.

12. saat: 6B ve 10B uygulamalar1 kontrole gére CAT aktivitesini sirasiyla%4.9
ve %6.5 arttirmistir. Tuz uygulamalari ise bitkilerin CAT aktivitelerinde azalmaya
neden olmustur. En yiiksek azalma (%29.9) sadece NaCl uygulanan grupta
gozlenmistir. 6BN ve 10BN uygulamalari, CAT aktivitesini N grubuna gore %20

ve %8 oranlarinda arttirmistir.

24. saat: 6B ve 10B gruplarinda kontrole gore CAT aktiviteleri sirasiyla %9.9
ve %60.8 oranlarinda artmistir. Tuz uygulamasi ise aktiviteyi kontrole gore %3.6
oraninda diislirmiistiir. 6BN grubunun CAT aktivitesini kontrole gore %8.5

oraninda azaltirken,10 BN grubunun aktivitesi bu saatte %6.6 oraninda artmastir.
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48. saat: Uygulamanin 48. saatinde tiim gruplarda CAT aktiviteleri kontrole gore
azalmistir. CAT aktiviteleri kontrole gére 6B de %29.2 ve 10B grubunda
ise %53.3 azalmistir. Benzer olarak, kontrole gére NaCl uygulanmis gruplarda da
CAT aktivitesi azalmistir. Ancak diger tuz gruplariyla karsilastirildiginda 6BN
uygulamasinin CAT aktivitesini %7.5 iyilestirdigi belirlenmistir (Sekil 3.18, Sekil
3.19)

Embriyo Radikul
18
16
o /
/
: [/ :
g [/ —a
g 06 W ——108
04 7%
0.2
0 T T T T r
24HIMB 6H 8H 12H 24H 48H
C e (A [ON |8
8 | BN S N B
108 [ | | & (&2 | &

Sekil 3.18 C, 6B, 10B gruplarinin zamana baglit CAT aktivitesi.
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Sekil 3.19 N, 6BN,10BN gruplarinin zamana bagli CAT aktivitesi.

3.1.1.5 NOX aktivitesi ve izoenzimleri

Sisirme: NOX aktivitesi kontrole gére BRs uygulamalar1 sonrasinda (6B ve 10B)
sirastyla %33 ve %17.8 oraninda azalmistir. Benzer olarak tuz uygulanan tiim
gruplarin NOX aktiviteleri kontrol grubuna gore sirastyla %15.5, %28.3, %33.2

azalmistir.

6. Saat: Tek basina BRs (6B, 10B) uygulamalar1 NOX aktivitelerini istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde degistirmemistir. Tuz uygulanan gruplarin (N, 6BN,

10BN) NOX aktiviteleri ise sirastyla %27, %35.6, %12 oranlarinda azalmistir.

8. Saat: 6 uM BRs uygulamast NOX aktivitesini kontrole gore %2.12 oraninda
azaltmistir. Tuz uygulanan gruplarin NOX aktiviteleri ise kontrol gruplariyla
karsilagtirildiginda azalmigtir. Bu azalma N grubunda %31.32 iken, 6BN
grubunda %39.68 ve 10BN grubunda %39.4 oranlarindadir.

12. saat: 6B uygulama grubunun NOX aktivitesi kontrole gore % 11.82 ve 10B

uygulama grubunun ise % 3.3 oraninda azalmigtir. Tuz uygulanan tiim gruplarda
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ise NOX aktivitesinde dramatik diisiisler gozlenmistir. N grubunun NOX
aktivitesi kontrole gore %40.7, 6BN grubunun NOX aktivitesi %32.71, 10BN
grubunun NOX aktivitesi ise %32.56 oranlarinda azalmistir.

24.saat: 6B grubunun NOX aktivitesi kontrole goére %8.7 oraninda azalirken 10B
grubununki kontrole gore degismemistir. Bu sonuglara benzer olarak N grubunun
NOX aktivitesi kontrole gore %54, 6BN grubunun %55.65, 10BN grubunun

ise %53.2 oranlarinda azalmistir.

48. saat: 6B ve 10B uygulama gruplarinin NOX aktiviteleri kontrole gore
artmistir. 6B grubunun NOX aktivitesi % 35 oraninda artarken, 10B grubunun
NOX aktivitesi %26.8 artmistir. N grubunun NOX aktivitesi %7.1, 6BN grubunun
NOX aktivitesi %34, 10BN grubunun NOX aktivitesi ise %18.4 oraninda
azalmistir. (Sekil 3.20, Sekil 3.21)
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Sekil 3.20 C, 6B, 10B gruplarinin zamana bagli NOX aktivitesi.
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Sekil 3.21 N, 6BN, 10BN gruplarinin zamana bagli NOX aktivitesi.

3.2.2. H202 miktari

Sisirme: 24 saat boyunca sisirme sonrasinda gruplarin H,O, analizi
yapildiginda 6B grubunun H,0; miktarinin kontrole gére %4.25 oraninda arttigi
belirlenmistir. 10B grubunun H,O, miktarinda ise istatistiksel olarak anlamli
herhangi bir degisiklik belirlenmemistir. Tuz uygulanan gruplardan N grubunda
H,O; miktart %3.25, 6BN grubunda %3.63, 10BN grubunda ise kontrole

gore %12 oraninda diisiisler saptanmustir.

6. saat: 6B grubunun H,O; icerigi kontrole gore %25.7 artarken 10B
grubunun H,0; miktar1 %16.6 artmustir. Tuz uygulamasi yapilan gruplardan N
grubunda Hy0, igerigi %2.48, 6BN ve 10BN gruplarinda sirasiyla %21.2
ve %14.48 azalmistir.

12. saat: 12. saatte, 6B ve 10B gruplarinin H,O; igerikleri kontrole gore
sirastyla %18.65 ve %2.93 artmistir. N grubunun H,0; igerigi ise kontrol grubuna
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gore %]1.1 daha fazladir. 6BN ve 10BN gruplarinin H,O; iceriklerinin ise %31.7
ve %12.4 daha diisiik oldugu bulunmustur.

24. saat: H;O, miktart 6B grubunda kontrol grubuna gore %6.25
azalmaktayken 10B grubunda bu oran %27.3 olarak saptanmistir. Tuz uygulanan
gruplardan N grubunda H;O, igerigi kontrol ile karsilastirildiginda %44.26
azalmistir. Bu azalma 6BN de %46.1, 10BN de ise %40.2 olarak tespit edilmistir.

48. saat: 48. saatte, 6B grubunun H,O; icerikleri kontrole gore %33.5, 10B
grubunun %51.6 oraninda arttigi bulunmustur. Benzer olarak kontrole goére N
grubunun H,O;igerigi de %24.5 artmistir. Ancak 6BN ve 10BN gruplarinin H,0,
icerikleri kontrole gore sirasiyla %56.3 ve %36.3 oranlarinda azalmigtir. (Sekil

3.22, Sekil 3.23)
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Sekil 3.22 C, 6B, 10B gruplarinin zamana bagli H,0, ierikleri.
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Sekil 3.23 N, 6BN, 10BN gruplarinin zamana bagli H,0, i¢erikleri.

3.2.3. Lipit Peroksidasyonu (TBARS miktar1)

Sisirme: 10 uM BRs (10B), 200 mM NaCl (N) ve 6 uM BRs uygulanan tuz
gruplarinin (6BN) TBARS icerikleri kontrol grubuna gore degismemistir. 6B
uygulamasinda TBARS miktar1 kontrole gore %4.2 oraninda artmistir. 10BN

uygulamasinda ise kontrole gére TBARS iceriginde %12 azalma belirlenmistir.

6. saat: Uygulamanin 6. saatinde 6B ve 10B grubunun TBARS igerigi
kontrole gore sirasiyla %25 ve %16.7 artmistir. Sadece tuz stresi uygulamasi
TBARS miktarinda herhangi bir degisime neden olmamistr. Ancak ayni kosullar
altinda 6B ve 10B uygulamasi TBARS igeriginde %21.7 ve %14.6 azalmaya

neden olmustur.

8. saat: 8. saatte 6B grubunun TBARS igerigi kontrole gére %2.9 artmasina
ragmen, 10B grubunda %2.94 azalmistir. NaCl uygulamasi1 (N) TBARS miktarin
kontrol grubuna gore %30.29 azaltmistir. 6BN ve 10BN gruplarimin TBARS

icerikleri ise kontrole gore sirasiyla %35.29 oraninda ve%30.8 oraninda azalmstir.
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12. saat: Uygulamanin 12. saatinde, 6B (%18.6) ve 10 B (%3.16) gruplarinin
TBARS igeriklerinin kontrole gore arttigi belirlenmistir. N uygulamasi ile
embriyolarin TBARS icerigi kontrole gore %]1.14 artarken, 6BN grubunda %31.6
oraninda azalmistir. I0BN grubunda ise TBARS miktar1 kontrollere gore %12.36

azalmistir.

24. saat: 6B ve 10B grubunda TBARS miktar1 kontrol gore %6.11 ve %27.16
azalmistir. Ayni sekilde tuz wuygulanan tiim gruplarda TBARS igerigi
uygulamanin 24. saatinde azalmistir. N grubunda TBARS igerigi kontrole
gore %44.22, 6BN grubunda %46.11,ve 10BN grubunda %40.11 oranlarinda

azalmistir.

48. saat: 48. saatte TBARS miktarlar1 karsilastirildiginda 6B grubunun
kontrole gore TBARS igeriginin %33.57, 10B grubunun TBARS miktarinin
ise %51.63 arttig1 belirlenmistir. N grubunun TBARS igerigi ise kontrole
gore %?24.54 artmistir. 6BN ve 10BN grubunun TBARS igerigi kontrole
gore %56.3 ve %36.36 azalmistir. (Sekil 3.24, Sekil 3.25)
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Sekil 3.24 C, 6B, 10B gruplarinin zamana bagli TBARS igerikleri.
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Sekil 3.25 N, 6BN, 10BN gruplarinin zamana bagli TBARS igerikleri.

3.2.3.1 Radikul uzunluklarina bagh TBARS icerikleri

12. Saat: Kontrol sartlar1 altinda 6B ve 10B uygulamasi, TBARS miktarinin %21
ve %32 azalmasina neden olmustur. Tuz stresi uygulamasiyla TBARS igerigi tiim
gruplarda artmistir. Sadece tuz stresi uygulanmis gruplarda TBARS igerigi
kontrole gore %61 artmistir. Stres altinda 6 uM ve 10uM BRs uygulamasi
TBARS igerigindeki bu artis1 sirastyla %15.23 ve %7.82 oraninda engellemistir.

24. Saat: Uygulamanin 24. saatinde kontrole gore 6B grubunun TBARS
icerigi %21 artarken 10B grubunun %5 azalmistir. Tuz stresi TBARS
miktarinda %67 artisa sebep olurken 6BN ve 10BN uygulamasi sirasiyla

sadece %47 ve %38 oraninda artisa neden olmustur.

48. Saat: Uygulamanin 48. saatinde tim gruplarin TBARS igerigi kontrol
grubuna gore artmistir. Sadece tuz stresi TBARS iceriginde %251 oraninda artiga
neden olmustur. 6B ve 10B uygulamasi bu artis1 sirasiyla %43.37 ve %50.45

oraninda engellemistir.
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Sekil 3.26 12, 24, 48. saatlerdeki radikul uzunluguna bagl olarak C, 6B, 10B, N, 6BN, 10BN
gruplarinin TBARS igerikleri (p<0,05)

4, TARTISMA

Tohum ¢imlenmesi, su almimi sonucu artan hiicre bdliinmelerinin
ardindan radikulun ortaya ¢ikmasiyla baslar (Bewley, 1997). Ancak bu siiregte
tohumun su alarak hizlica sismesi, zar yapisinda belirgin bir degisime neden
olurken, bu degisim sismeye bagli bazi hasarlara da neden olmaktadir (Neya et al.,
2004). Tohumlarda ROS iiretiminin ana kaynagi, fotosentetik aktivite heniiz
gerceklesmediginden, solunumdur. Asirt ROS {iretimi, niikleik asitlerin
oksidasyonuna ve depolimerizasyonuna, peptit baglarinin kirilmasina ve membran
lipidlerinin polisakkaritlerinin ve doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden
oldugundan dolay: hiicre fonksiyon kaybina, hiicre Sliimiine ve tohum Oliimiine
neden olmaktadir (Bewley, 1997). Tim bunlarin aksine, ROS’ larn disiik
miktarlari hiicre uzamasi i¢in gerekli olan hiicre duvar gevsemesini

kolaylastirmasi nedeniyle biiylime i¢in hayati bir rol oynar (Passardi et al., 2004).
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Tohumda agir1 ROS iiretimine neden olup tohum ¢imlenmesini ve verimini
azaltan bir diger faktor tuz, kuraklik gibi ¢evresel streslerdir (Kranner et al., 2010).
Son yillarda tohum ¢imlenmesi boyunca hiicrelerarasi ROS iiretimi bir¢ok
caligmanin (Schopfer et al., 2001) konusunu olusturmustur. Ancak ROS
iiretiminin kontrollii ya da stres kosullar1 altindaki tohum ¢imlenmesi ve erken
fide gelisimini nasil etkiledigi konusunda hala ¢ok az sey bilinmektedir (Kranner
et al., 2010). Oysa ki tuz stresi altindaki tohum ¢imlenmesSinin iyi anlasilmasi,
tuzlu alanlarda tarimsal iiretimin gergeklestirilebilmesi i¢in ¢ok onemlidir. Son
yillarda, cesitli aragtirmalarda, ¢imlenme sirasinda hormon metabolik yolaklari ve
cevresel sinyaller arasindaki etkilesimin belirlenmesinin de ¢imlenmenin basarili
olmasinda oldukga etkili ve 6nemli olacagi rapor edilmistir (Yamauchi et al.,
2004; Oh et al., 2006; Matakiadis et al., 2009). Bu nedenle ¢alismamizda (i) tuz
stresinin nohut tohumlarmin ¢imlenmesini nasil etkiledigi (ii) stresin tohum
embriyolarindaki ROS diizenlenmesini ve bu ROS larin siipiiriilmesinden sorumlu
baz1 antioksidan enzimlerin aktivitelerini nasil etkiledigi (iii) tuz stresine maruz
birakilan tohum embriyolarina  disaridan  BRs  uygulamasiyla ROS
diizenlenmesinin ve antioksidan savunma sisteminin nasil degistigi (iv) radikul
uzama siirecinde BRs ve ROS diizenlenmesi arasindaki iliskinin nasil oldugu

arastirilmistir.

Calismamizda tuz stresi, nohut tohumlarinin ¢imlenmesinde inhibisyona
neden olmustur. Kontrol gruplarinda ilk ¢imlenme uygulamanin 12. saatinde
gozlenirken, tuz stresi altinda ise tohumlarin ¢imlenmesi 24. saatte gerceklesmistir.
Bir bagka deyisle, 200 mM NaCl ¢imlenmeyi 12 saat geciktirmistir. Bir bitki
hormonu olan BRs’ nin ¢imlenme iizerine olumlu etkileri bir ¢ok c¢alismada
gosterilmistir (Anuradha and Rao, 2001; Zhang et al. 2007). Calismamizda da,
literatiirle benzer olarak BRs uygulamasinin tuz stresi altindaki tohumlarda
c¢imlenmeyi iyilestirici yondeki etkisi bulunmustur. Uygulamanin 48. saatinde
sadece tuz uygulanan tohumlarin c¢imlenmesi %40’ 1 altindayken, BRs
uygulamasi ile bu oran %50’ nin {izerine ¢ikmistir. Calismamizdaki bulgularla
paralel olarak; Anuradha and Rao (2001) da geltik tohumlarinda 150 mM NaCl ve
3 uM BRs uygulamasinin 24. saattinde sadece tuz uygulanan grupta hi¢ ¢imlenme
gozlemezken tuz+ BRs uygulanan grupta %40 oraninda ¢imlenme gozlediklerini

rapor etmislerdir. Ayni c¢alismada, uygulamanin 36. saatinde ise Sadece tuz
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uygulanan grupta ¢imlenme % 41.6 oranindayken tuz+ BRs uygulanan grupta
¢imlenmenin %78.3 oldugu belirlenmistir. Diger bir ¢alismada ise , Medicago
sativa tohumlarina uygulanan 5 uM BRs’ nin tuz stresinin ¢imlenme iizerindeki
etkisini hafiflettigi ortaya konmustur (Zhang et al., 2007). Ozmotik stres ve BRs
uygulamasinin sorghum (CSH-14) tohumlarinin ¢imlenmesi {izerine yapilan baska
bir ¢alismada ise BRs uygulamasinin ozmotik stresin ¢imlenme iizerindeki negatif

etkisini azalttig1 rapor edilmistir (Vardhini and Rao 2003).

Bitki hiicrelerinde H,O; birikiminin iki tiirlii etkisi vardir; birincisi hiicreye
zarar veren oksitleyici olarak davranmasi ve Fenton reaksiyonuna yol agarak OH”
radikali iiretmesidir, ikincisi ise ikincil mesajc1 olarak gen ifadesini uyarmasidir
(Miller et al., 2010). Kranner et al.” un (2010) bezelye tohumlarinin ¢imlenmesi
lizerine yaptiklar1 arastirmada tohumlarin su almaya basladig: ilk 30 dak. i¢inde
hiicre i¢indeki H,O, miktarinda belirgin bir artts meydana gelmistir. Bu artis,
Solunum siiresince elektron tagima zincirinden molekiiler oksijene elektron kagisi
ile iligkilidir. Calismamizda tohumlarin ilk defa su aldiklar1 24 saatlik sisirme
doneminde farkli uygulamalara maruz birakildiklarinda H;O; miktarlarinin
yaklasik ayni oldugu bulunmustur. Bu durum, tuz stresi ya da BRs uygulamasinin

tohum igindeki ilk oksidatif patlamada rol oynamadigin1 géstermektedir.

Sigsirme donemi sonrasinda, kontrol ve sadece BRs uygulanan gruplarin
H.O, konsantrasyonu, c¢imlenme gerceklesinceye kadar (12 saat) siirekli artig
gostermistir. Cimlenmeden gergeklestikten sonra ise 24. saatte bu gruplarda H,0,
konsantrasyonunda artis durmustur. Bu durum H,0, ve O," radikalinin hiicre
icindeki diisiik miktarinin hiicre uzamasi1 ic¢in gerekli olan hiicre duvar
gevsemesini  kolaylagtirarak  hiicre  biiylimesindeki artis1  saglamasiyla
iliskilendirilebilir. Kontrol gruplariyla karsilastirildiklarinda tuz stresi uygulanan
diger gruplarda ¢imlenmenin gecikmesinin, bu radikallerin miktarindaki asir artig
nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir. Sadece tuz stresi uygulanan gruba gore
6BN ve 10BN gruplarinda gozlenen ¢imlenme yiizdesindeki iyilesme 6zellikle 6
ve 12. saatlerde artan H,O; siipiiriiciileri olan CAT ve POX enzim aktivitesi ile

ilgili olabilir.

NADPH oksidazlar (NOX) hiicre zarinda bulunan bitki biiyiimesi, gelisimi

ve biyotik ve abiyotik streslere karsi bitki cevaplarinin olusmasinda gorev
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almaktadir. NOX’ lar NADPH’ 1 kullanarak O~ radikalini iireten enzimlerdir.
Radikul uzamasi ve hiicre biiylimesi sirasinda ilk olarak hiicre duvarinin
gevsetilmesi gerekmektedir. Bu islem ekspansinler ve endoglikanazlar gibi
enzimler tarafindan yapilabilse de, H,O, , O,” , OH gibi ROS’ larda hiicre
duvarmin gevsetilmesi gorevini {stlenebilmektedir (Miiller et al., 2009).
Calismamizda, ¢cimlenmenin tamamlanmasindan itibaren (kontrol kosullari igin 12
saat, tuz kosullar i¢in 24 saat) NOX aktivitesinde dnemli bir artis gozlenmistir.
Bu artisin radikulun uzamasi sirasinda gergeklesmesi, nohut tohumlarinda NOX
aktivitesi sonucu tretilen ROS’ un hiicre duvarinin gevsemesinde oynadigi rol ile
iligkilendirilebilir. Caligmamizda, kontrol kosullarinda ve 6B- 10B uygulama
gruplarinda  NOX aktivitesi, Olgiilen H;O, konsantrasyonlar1 ile paralellik
gostermektedir. NOX’ un radikul uzamasindaki énemini vurgulayacak nitelikte
bir bagka ¢alismada ise, Lepidium sativum tohumlarinda radikul uzamasi sirasinda
bir NOX inhibitorii olan DPI uygulamasi sonrasi, ROS iiretiminin %38.9 oraninda

azaldig1 bulunmustur (Miiller et al., 2009).

SOD, oksidatif strese karsi bitkilerin olusturdugu savunma sisteminde
onemli bir yere sahiptir (Giannopolities and Ries, 1977). Strese karsi bu enzimin
aktivitesinin artis gostermesi bitki savunmasindaki Onemini gostermektedir
(Ashraf and Ali, 2008). Ancak, Cavalcanti et al., (2004) boriilce (cowpea)’ de
SOD aktivitesindeki artigin tuz toleransinin saglanmasi i¢in gerekli olmadigini
kanitlamistir. Medicago sativa tohumlarina uygulanan 5 uM BRs’ nin 150 mM
NaCl stresi altinda SOD aktivitesini arttirdigi gézlenmistir (Zhang et al., 2007).
Bizim caligmamizda ise, 6B ve 10B uygulanan tohumlar ile kontrol grubu
tohumlarinin su alip sismelerinden hemen sonra 8. saate kadar SOD aktivitesinde
cok yiiksek bir artig gézlenmistir. Cimlenmenin tamamlandig1 12. saatte ise SOD
aktivitesinde azalma gozlenirken, 24. saat ile 48. saat arasinda radikullarin SOD
aktivitesinde ise yiikselme gbézlenmistir. Bu sonuglar, SOD’ un substratini {ireten
NOX aktivitesi ile karsilastirildiginda, ¢imlenme gergeklesinceye kadar NOX
aktivitesinin de SOD aktivitesi gibi arttigt anlasilmaktadir. Cimlenmenin
tamamlanmasinin  hemen ardindan radikullarda solunum nedeniyle ROS
tiretiminin artti@1 bilinmektedir (Bailly, 2004). 24-48. saatte NOX aktivitesi azalsa
da, radikullarda solunum faaliyetindeki artis ROS’ larin iiretimini tetiklemis ve

buna bagli olarak SOD aktivitesinde artis gozlendigi diisiiniilmektedir. Otegui et
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al., (2002)’da Arabidopsis’de ¢imlenmenin ilk evrelerinde mitokondriyal MnSOD
aktivitesinin arttigi  goriilmektedir. MnSOD aktivitesinin ¢imlenmenin ilk
evrelerinde artmas1 mitokondrideki solunum reaksiyonlari ile ilgili olabilmektedir.
Calismamizda materyal olarak kullandigimiz dokularda fotosentez aktivitesi
gbzlenmemesine ragmen, tiim uygulama gruplarinda kloroplastlarda lokalize olan
FeSOD izozimi tanimlanmistir. Benzer sekilde Libik et al. (2005) ve Bagnoli et al.

‘da (1998) iceplant ve at kestanesi embriyolarinda FeSOD izozimini tanimlamaistir.

Uygulanan BRs konsantrasyonlarimin tohum ¢imlenmesi ve radikul
biiylimesi sirasindaki toplam SOD ve MnSOD ve FeSOD izozim aktiviteleri
tizerine etkisi incelendiginde belirgin bir farkliliga rastlanmamistir. Total SOD ve
izozim aktivitelerindeki artis ya da azaliglarin uygulanan BRs konsantasyonundan
ziyade daha ¢ok embriyo ve radikulun fizyolojik gelismiyle ilgili oldugu

diistiniilmektedir.

POX, kloroplastlar ve sitozolde H,0O,’ nin o6nemli bir kisminin
stiptiriilmesinden sorumludur. Bu goérevleri diginda, bitkilerin biiylime, gelisme,
lignifikasyon ve siiberizasyon gibi siire¢lerinde de Onemli rollere sahiptirler
(Asada and Takahasi, 1987). POX enzimi, CAT enzimi gibi SOD tarafindan
iiretilen HyO7’ nin siipliriilmesinden sorumludur. Calismamizda POX enzim
aktivitesinin ¢imlenme sonrasi ortaya ¢iktigir gozlenmistir. Tohumda 6nemli bir
gorevi olan hiicre duvarina bagli POX enzimi ile beraber hem kontrol kosullarinda
(12. saat) hem de tuz uygulanan gruplarda (24. saat) POX aktivitesi ¢cimlenmeden
sonra gozle goriiliir seviyede artmistir. Diger ROS siipiiriicii enzimlerin
aktivitelerinde artis gézlenmemesine ragmen sadece POX aktivitesininin artmasi
radikulda H,O, siipiiriillmesinden sorumlu enzimin POX oldugunu isaret
etmektedir. Medicago sativa tohumlarina uygulanan 5 uM BRs’ nin 150 mM
NaCl stresi altinda POX aktivitesini arttirdigi gézlenmistir (Zhang et al., 2007).

Uygulamanin 6. saatinde kontrol gruplarinin (C, 6B, 10B) POX
aktivitesinin tuzlu gruplara gore daha fazla olmasi, sisirme donemi sonrasindaki
ilk oksidatif patlamanin sonucu olarak ortaya ¢ikan H,O, miktarindaki artis1 daha
cok engelledigini gostermektedir. H,O, in hiicre iginde simirli miktarda
tutulmasini saglayan bu durum kontrol gruplarindaki erken cimlenmeyi de

aciklayabilir.
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CAT enzimi stresin yol agtig1 oksidatif stres ile miicadelede 6nemli bir
yere sahiptir. CAT enzimi peroksizomlarda lokalize olur. H,O;’ nin HyO’ ya
dontistimiinden sorumludur. Kontrol kosullarinda CAT aktivitesi POX gibi
c¢imlenmeden sonra radikulda artis gostermistir. Tuz uygulanan gruplarda ise
tohumun su alip sismeye baglamasindan hemen sonra CAT aktivitesinde artislar
gozlenmistir. CAT ve SOD aktiviteleri Bagnoli et al. ¢ un (1998) kestane
embriyolari tizerinde yaptiklari ¢alismada tohum ¢imlenmesi ve gelisiminin ilk

evrelerinde artis géstermistir ve ¢alismamizla uyumlu bir sonug gostermektedir.

Sisirme doneminde ve stres-hormon uygulamasinin 6. ve 8. saatlerinde
NaCl uygulanmis tiim tohumlarin embriyolarinda 6lgtilen TBARS miktar1, kontrol
gruplara gore daha diisiik seviyededir. Bu durum stres altindaki tohumlarda
gerceklesen metabolik faaliyetlerin daha az olmasi buna baglh olarakta sekil 3.22
ve 3.23 de da goriildigii gibi olusan H,O, ve ya diger ROS’larin azlig: ile
aciklanabilir. Denemenin 12., 24. ve 48. saatlerinde radikullarin zarlarinda
meydana gelen peroksidasyon oranlar1 karsilastirildiginda tuz gruplarinin TBARS
iceriklerinin BRs uygulamasi yapilan gruplardan daha fazla oldugu bulunmustur.
Bu sonuglar McCord (2000) ve Jain et al. (2001) calismasinda da belirtildigi gibi
brassinosteroidin tohumun tuzlu kosullarda aktif oksijen tiirleri ile basa

¢ikmasinda 6nemli rol oynadigini géstermektedir.

5. SONUC

Calismamizda;
(1) tuz stresinin nohut tohumlarinin ¢imlenmesi {izerine etkisi,

(i1) stres altinda tohum embriyolarindaki ROS diizenlenmesini ve bu ROS
larin siipiiriilmesinden sorumlu bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerini nasil

etkiledigi,

(i11) tuz stresine maruz birakilan tohum embriyolarina disaridan BRs
uygulamasiyla ROS diizenlenmesinin ve antioksidan savunma sisteminin nasil

degistigi,

(iv) radikul uzama silirecinde BRs ve ROS diizenlenmesi arasindaki

iliskinin nasil oldugu belirlenmistir.



57

Buna gore;

1.

Tuz stresinin (200 mM NaCl) tohum ¢imlenmesinde inhibisyona
(%64) neden oldugu, disaridan BRs (6 -10 uM) uygulamasiyla tuz
stresine maruz birakilan nohut tohumlarimin ¢imlenmesinde %20-24
tyilesme sagladig1 gézlenmistir.

Sisirme sonrasindaki ilk oksidatif patlamada ortaya ¢ikan H,O, miktar1
tizerinde tuz stresi ya da BRs uygulamasimin etkili olmadig
belirlenmistir.

Kontrol kosullar1 altindaki tiim uygulama gruplarinda ¢imlenme
gerceklesinceye kadar H,O, ¢ in sirl artist tuz gruplarma gore
cimlenmenin 12 saat daha erken olmasini saglamistir .

Tuz stresi altinda BRs uygulamasinin tohum c¢imlenme zamani
tizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 bulunmustur.

Tiim gruplarda ¢imlenmenin tamamlanmasindan sonra gézlenen NOX
aktivitesi sonucu O~ radikal miktarindaki artis radikul uzamasiyla
paralellik gostermektedir. Tuz stresi kosullarinda NOX aracili-radikul
uzamasi lizerine BRs’ nin etkisi ilk 12 saatte gdzlenmistir.

Tiim uygulama gruplarinin total SOD ve izozim aktivitelerindeki artis
ya da azalislarin uygulanan BRs konsantasyonundan ziyade daha c¢ok
embriyo ve radikulun fizyolojik  gelismiyle ilgili  oldugu
distiniilmektedir.

Kontrol gruplarinda H,0;  in hiicre i¢inde sinirli miktarda tutulmasina
bagl olarak gozlenen erken ¢imlenme POX (¢oziinebilir ve hiicre
duvarma bagli) aktivitesindeki artigla agiklanabilir. Ayrica disaridan
BRs uygulamasi, tuz stresi altinda ¢imlenme verimini arttirmistir. Bu
durum POX aktivitesindeki artisla agiklanabilir.

Sisirme doneminde ve stres-hormon uygulamasinin 6. ve 8. saatlerinde
NaCl uygulanmis tiim tohumlarin embriyolarindaki TBARS miktart,
kontrol gruplarima goére daha diisiik seviyededir. Bu durum stres
altindaki tohumlarda gerceklesen metabolik faaliyetlerin daha az

olmasi ile agiklanabilir.
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9. Denemenin 12., 24. ve 48. saatlerinde tuz gruplarindaki membran
hasarmin BRs uygulamasi yapilan gruplardan daha fazla oldugu

bulunmustur.
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