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ÖZET 

TOHUM ÇİMLENMESİNİN İYİLEŞTİRİLMESİNDE REAKTİF 

OKSİJEN TÜRLERİNİN ROLÜNÜN ARAŞTIRILMASI 

YALÇINKAYA, Tolga 

Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 

Tez Yöneticisi: Prof. Dr. Ġsmail TÜRKAN 

Ocak 2013, 67 sayfa 

Reaktif oksijen türlerinin (ROS) bitki geliĢiminde çok önemli rolleri 

olduğu bilinse de tohum çimlenmesinde aldıkları görevler henüz tam olarak 

aydınlatılmamıĢtır. Özellikle, ROS oluĢumunun çimlenme üzerindeki iyileĢtirici 

etkileri üzerine yapılan çalıĢmalar sınırlıdır. Hücre içinde ROS‘ lar çeĢitli 

fizyolojik olayların sonucunda üretilirler ve antioksidanlar tarafından 

süpürülmezlerse doğrudan proteinlere, nükleik asitlere ve lipitlerin zarar verirler. 

Fakat ROS‘ ların zararlı etkilerinin yanısıra, bitki büyüme ve geliĢimininin 

kontrolünde, strese karĢı yanıtta ikincil mesajcılar olarak da iĢ gördükleri 

bilinmektedir. Tohumun su alarak ĢiĢmeye baĢladığı ilk andan itibaren solunum 

baĢlamakta ve tohum içerisinde hızlı bir redoks aktivitesi ortaya çıkmaktadır. Bu 

süreçte tohumda ROS üretimi‘ de artmaktadır.  

ÇalıĢmamızda, tohum çimlenmesi sırasında embriyoda oluĢan ROS‘ ların 

değiĢimi ile teĢvik edilen antioksidan sistemin iĢleyiĢinden çimlenmenin nasıl 

etkilendiği araĢtırılmıĢtır. Artan ROS miktarına bağlı olarak tohum çimlenme 

verimliliği belirlenmiĢtir. Diğer yandan stres altında tohum çimlenmesinin 

iyileĢmesinde rolü bilinen BRs uygulaması ile stres altındaki ROS miktarları 

iliĢkilendirilerek antioksidan savunma sistemindeki değiĢiklikler belirlenmiĢtir. 

ROS üretimi teĢvik edilerek çimlenmede antioksidan sistemin rolü aydınlatılmıĢtır.  

Anahtar Sözcükler: Nohut, Cicer arietinum, BRs, Antioksidan  Enzimler, H2O2, 

Tuz Stresi.  
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ABSTRACT 

EFFECTS OF REACTIVE OXYGEN SPECIES ON SEED 

GERMINATION 

YALÇINKAYA, Tolga 

MSc in Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Ġsmail TÜRKAN 

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, H2O2, Salt 

Stress. 
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1. GİRİŞ 

 

Tüm biyotik ve abiyotik stres faktörleri, bitkilerin fotosentez ve solunum 

metabolizmasında yer alan elektron taĢınma sisteminin iĢleyiĢini bozarak ROS 

üretiminde artıĢa neden olur (Halliwell, 2006). Tohumlarda ise fotosentetik ROS 

oluĢumu yoktur ve tohum su almasından çimlenmenin tamamlanmasına kadar 

solunum metabolizması hücre içerisinde ROS oluĢumunun ana kaynağını 

oluĢturur (Bailly, 2004). AĢırı ROS üretimi yükseltgenmeyi arttırarak nükleik 

asitlerin parçalanmasına, peptid bağlarının kırılmasına ve karbonil-thiol 

gruplarının oksidasyonuna neden olup hücre içinde geri dönülemez hasarlar 

oluĢturabilir (Apel and Hirt, 2004). 

Çimlenen tohumlarda, ROS‘ lar apoplastta üretilir ve hücre duvarının 

zayıflamasını sağlayıp çimlenmeyi baĢlatırlar. Örneğin apoplast kaynaklı 

hidroksil radikalleri (OH
.
), ABA ve protein karbonilasyonu yoluyla hücre duvarı 

polisakkaritlerinin ayrılmasına neden olur. AĢırı ROS üretimi ölümcül olsa da 

hücre içi konsantrasyon düzeyleri çok önemli olmak üzere çimlenme için ROS 

üretiminin gerekli olduğu bilinmektedir (Bailly, 2008). Aynı zamanda ROS‘ lar 

hücre içi sinyal mekanizmasının anahtar bileĢenidir ve geliĢimsel süreçlerin 

düzenlenmesinde görev alırlar (Schopfer et al. 2001; Kranner, 2010) ( 

Çizelge 1.1).  

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda tohum çimlenmesinin kontrolünde, daha 

yeni tanımlanan brassinosteroidlerin de (BRs) GA gibi ABA-teĢvikli dormansinin 

kırılmasında ve çimlenmenin baĢlamasında görev aldıkları rapor edilmiĢtir 

(Nonogaki et al, 2010). BRs‘ ler hücre uzaması, polen tübünün oluĢması, kök 

uzamasının azalması, termotolerans, ve etilen biyosentezinin teĢviki gibi 

fizyolojik olayların düzenlenmesinde de rol alırlar. Ayrıca, etiole fidelerin uzun 

hipokotil oluĢturması, apikal kanca oluĢumu ve karanlıkta kotiledon oluĢumunun 

bozulması gibi fizyolojik olaylara da katılmaktadırlar (Bajguz and Hayat, 2009).  
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Son yıllarda tohum çimlenmesi ve ROS üretimi arasındaki iliĢki yada bitki 

büyüme hormonlarının çimlenme üzerine etkilerine ait birçok araĢtırma 

yapılmıĢtır (Bailly, 2008; Kranner, 2010). Ancak stres altında tohum 

embriyosundaki ROS düzenlenmesinin nasıl olduğu yada tohum çimlenmesinin 

iyileĢmesinden sorumlu olan BRs lerin ROS düzenlenmesi üzerinde ne kadar 

etkili oldukları bilinmemektedir. Bu amaçla çalıĢmamızda (i) tuz stresinin nohut 

tohumlarının çimlenmesi üzerine etkisi (ii) stres altındaki tohum embriyolarındaki 

ROS düzenlenmesini ve bu ROS ların süpürülmesinden sorumlu bazı antioksidan 

enzimlerin aktivitelerini nasıl etkilediği (iii) tuz stresine maruz bırakılan tohum 

embriyolarına dıĢarıdan BRs uygulamasıyla ROS düzenlenmesinin ve antioksidan 

savunma sisteminin nasıl değiĢtiği (iv) radikul uzama sürecinde BRs ve ROS 

düzenlenmesi arasındaki iliĢkinin nasıl olduğu araĢtırılmıĢtır. 

 

1.1. Çimlenme Nedir ve Çimlenme Sırasında Neler Meydana 

Gelmektedir ? 

 

Çimlenme; tohumun kuru halden fiziksel olarak bir an önce kurtulması, 

metabolizmanın devam ettirilmesi, embriyonun ortaya çıkması ve daha sonrasında 

bitkinin büyümesine hazırlık için önemli hücresel olayların tamamlanmasını 

içeren karmaĢık bir süreçtir. Kuru haldeki tohumun su almasının erken evrelerinde 

hücrenin ihtiyacı olan kimyasal ve yapısal bütünlüğün geri kazanılması ile 

metabolizmada yeni düzenlemeler gerçekleĢmektedir. Kuru haldeki tohumun su 

alarak ĢiĢmesi hücrelerde protein sentezi ve solunum aktivitelerini baĢlatmaktadır. 

Tohuma su alımının ilk evrelerinde trankripsiyon ve translasyonun baĢladığı 

transkriptom çalıĢmalarında gösterilmiĢtir (Nonogaki et al. 2010). GA ve ABA 

gibi hormonların artıĢı veya değiĢimi ve birbirleriyle etkileĢimleri çimlenmenin 

tamamlanmasında önem taĢıyan noktalardır. Bazı tohumlarda çimlenme 

embriyonun etrafının endosperm gibi baĢka hücresel yapılarla çevrili olmasından 

dolayı baskılanmaktadır. Bu gibi durumlarda enzimlerin yardımıyla radikulun 

ortaya çıkması sağlanabilir (Nonogaki et al., 2008). Çimlenme sırasındaki gen 

ifadelerindeki değiĢiklikler hakkında birçok bilgi olmasına karĢın çimlenmenin 

tamamlanması sırasındaki olaylar hakkında henüz yeterli bilgi bulunmamaktadır.  
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Çimlenme tohumun su alımı ile baĢlamakta, embriyonun ve radikulun 

ortaya çıkması ile tamamlanmaktadır. Çimlenme, çimlenen tohumun su alımının 

zamansal olarak incelenmesi ile daha iyi anlaĢılabilir (ġekil 1.1) (Nonogaki et al. 

2010). Öncelikle kuru tohumda su alımı çok hızlı Ģekilde meydana gelir, böylece 

hücreler arası matriksin ve hücre bileĢenlerinin tamamen ĢiĢmesi sağlanmaktadır 

(1. aĢama bkz. ġekil 1.1). Bu aĢamadan sonra su alımı azalmaktadır (2. aĢama). 

Son olarak, 3. aĢamanın baĢlaması ile birlikte tohuma su alımı tekrar artmaktadır 

ve dolayısıyla çimlenme tamamlanmaktadır.  

 

Şekil 1.1 Çimlenen tohumda su alımının zamansal olarak incelenmesi (Nonogaki 2010‘dan) 

 

Çimlenme sırasında radikulun ortaya çıkması, radikul etrafındaki 

hücrelerin metabolizması ile doğrudan iliĢkilidir ve bu hücrelerdeki sinyal iletimi 

radikul oluĢumu için önemli olan anahtar proteinlerin sentezi için gereklidir. 

Arabidopsis‘ de radikulun altında yaklaĢık 10 veya daha az hücreden oluĢan geçiĢ 

bölgesindeki hücrelerin uzayıp radikulu dıĢarı ittiği görülmektedir (Nonogaki et 

al., 2010). Tohumun çimlenmeyi tamamlaması için üstesinden gelmesi gereken 

baĢka bir engel de embriyonun etrafını çevreleyen yapılardır. Bazı durumlarda, 

endosperm çimlenmeyi kabuktan daha fazla engellemektedir. 
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1.1.1. Çimlenmede rehidrasyonun önemi 
 

Tohumlar kuru haldeyken metabolik olarak inaktiftir. Fakat tohumda çok 

az miktarda nem olması halinde bile çeĢitli fizyolojik ve kimyasal değiĢiklikler 

meydana gelebilmektedir. Kuru haldeki tohumlarda bu iĢlemlerin gerçekleĢmesi, 

çimlenme kapasitesinin değiĢmesi ve dormansinin kırılması ile sonuçlanmakta 

veya tam tersi olarak bozulma ve canlılığın kaybı ile sonuçlanabilmektedir 

(Bewley, 1997). Bununla birlikte rehidrasyon çimlenmenin baĢlaması için 

gereken metabolik olaylara hız kazandıran önemli bir olaydır.  

ġiĢme, baĢlangıçta hücre duvarları ve hücre içindeki depo polimerlerde 

gerçekleĢmektedir (Bewley, 1994). Tohumun hızlı bir Ģekilde su alması sırasında 

kararlı haldeki metabolizma daha değiĢken bir hal almaktadır. 1. aĢamanın (bkz. 

ġekil 1.1) ilk evrelerinde, tohum su alarak ĢiĢerek enerji metabolizmasının geri 

kazanılması sağlanır. Solunum için önemli olan krebs döngüsü ve terminal 

oksidazlar gibi enzimler, tohumun su alarak ĢiĢmesinden birkaç saat sonra 

oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP üretimine baĢlamaktadırlar (Hourmant and 

Pradet, 1981).  

ġiĢmiĢ tohumlar su alımı sırasında reaktif oksijen türleri (ROS) 

üretmektedir (Wojtyla et al., 2006) ve bu ROS‘ un tohumlarda dormansinin 

kırılmasında da pozitif etkisi olduğu bilinmektedir (Oracz et al.,2007). Dormant 

olmayan tohumlarda ROS‘ lar protein ve diğer hücre bileĢenleri için zararlı 

olabilmektedir. Kuru bezelye tohumları ĢiĢme sırasında serbest radikallerin 

süpürülmesinde rol oynayan enzimler süperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), 

askorbat peroksidaz (APX), dehidroaskorbat redüktaz (DHAR) ve glutatyon 

redüktaz (GR) içermektedir (Wojtyla et al., 2006). Tüm bunlar ĢiĢme sırasında 

proteinlerin korunmasında ve onarımında antioksidan olarak görev almaktadırlar. 

 

1.1.2. Tohum çimlenmesi sırasında embriyoda meydana gelen 

değişimler 
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2. aĢama (bkz. ġekil 1.1) sırasında tohumun son aĢamaya girmesini 

sağlayan ya da inhibe eden baĢlıca genetik düzenleyiciler karakterize edilmiĢtir. 

Fakat 2. ve 3. aĢama arasındaki geçiĢin düzenlenmesi tam olarak bilinmemektedir. 

Bununla birlikte bu aĢamalarda GA‘ nın önemli bir rol oynadığı düĢünülmektedir. 

Bu görüĢün nedeni GA üretmeyen mutant tohumlarda çimlenmenin kesinlikle 

gerçekleĢmemesidir (Lee et al., 2002). BozulmamıĢ tohumda embriyo çimlenmek 

için GA‘ya ihtiyaç duyarken, etrafındaki yapılardan arındırıldığında çimlenmek 

için GA‘ya ihtiyaç duymamaktadır. GA-eksik (gib-1) Arabidopsis ve domates 

mutantlarından izole edilmiĢ embriyolar su içinde çimlenmelerini 

tamamlamaktadır. Fakat bozulmamıĢ bir tohumda ise hormon desteği 

gerekmektedir. BozulmamıĢ tohumların çimlenmek için GA‘ya olan gereksinimi, 

embriyonun çevresel yapılar tarafından mekanik olarak baskılanmasına veya 

kimyasal/hormonal inhibisyona uğramasına iĢaret etmektedir. Tohum 

çimlenmesinin tamamlanmasına neden olan embriyo (radikul) hücre geniĢlemesi, 

hücre duvarlarını baskılayan kuvvetlerin azalması ile su alımıyla hücre hacminin 

geniĢlemesini sağlayan turgor basıncı ile meydana gelmektedir. 

3. aĢama sırasında embriyoya su alınım mekanizması tam olarak 

bilinmemektedir. Plazma zarı ve tonoplasttaki proteinler suyun zarlar arasında 

geçiĢini düzenlerler. Bir su kanalı (akuaporin) inhibitörü olan civa (HgCl2) ile 

muamele edilmiĢ Arabidopsis’ de tohum kabuğunun yırtılmasında 8-9 saatlik, 

radikulun ortaya çıkmasında ise 25-30 saatlik gecikmeler meydana geldiği rapor 

edilmiĢtir (Willigen et al., 2006), bu sonuçlar 3. aĢamada akuaporinlerin önemli 

rolünü iĢaret etmektedir. 

 

1.1.3. Çimlenme sırasında oluşan ROS’lar 
 

Tohumun su alarak ĢiĢmesinden hemen sonraki süreçte metabolizmanın 

aktifleĢmesiyle ROS üretimi artmaktadır. Örneğin, soya fasulyesi (Gidrol et al., 

1994), mısır (Hite et al., 1999), ayçiçeği (Bailly et al., 2002) tohumlarının su 

alarak ĢiĢme süreçlerinin baĢlangıcında H2O2 ürettikleri belirlenmiĢtir.  Tohumda 

oluĢan radikallerin tam lokalizasyonları aĢağıdaki Ģekilde belirtilmiĢtir.  
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Şekil 1.2 Çimlenmekte olan bir tohumda reaktif oksijen türlerinin dağılımı (Kranner et al., 

2010‘dan) 

 

Çimlenme sürecinde ROS üretimi strese yol açabilmekte ancak 

antioksidan bileĢenler ve enzimlerin varlığı ile çimlenme sorunsuz Ģekilde 

tamamlanabilmektedir. Antioksidan bileĢenlerden  α-tokoferol (Smiontcchi et al., 

2003), flavonoid ve fenolik bileĢikler (Yang et al., 2001)‘ in konsantrasyonlarının 

çimlenme süresince arttığı bilinmektedir.  Tohumların ilk su alarak ĢiĢmesi 

sırasında askorbat ve indirgenmiĢ glutatyon seviyeleri de yükselmektedir (De 

Tullio and Arrigoni, 2003).  

ROS süpürücü enzimlerin aktiviteleri de tohum ĢiĢmesi ve çimlenmesi 

sürecinde değiĢiklikler göstermektedir. Örneğin, çimlenen ay çiçeği tohumlarında, 

GR ve CAT aktiviteleri artmakta, H2O2 azalmaktadır (Bailly et al., 2002). 
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Reaktif türler Tipik reaksiyon 

mekanizması 

Potansiyel zararları Tohumlarda 

sinyalizayondaki 

rolleri 

Süperoksit 

anyonu 

3
O2+e

-
  O2

- 
Fe-S merkezindeki 

proteinin, SH protein 

gruplarının 

oksidasyonu 

Kinonların ve Fe
3+

 ve 

Cu
2+

  geçiĢ metalleri 

komplekslerinin 

indirgenmesi 

DoymamıĢ lipitlerle 

reaksiyonlar 

Tohumun olgunlaĢma 

sonrasında dormansi 

kırılmaları, yaralanma 

yanıtı ve çimlenme 

Hidroksil 

radikali  
.
OH 

H2O2+ O2
-


3
O2 + 

.
OH+

-
OH 

Fe
2+ 

+ H2O2 Fe
3+

 

+ 
.
OH+

-
OH 

(Fenton ve Haber-

Weiss reaksiyonu) 

Proteinlerin, DNA‘nın, 

lipitlerin ve 

karbonhidratların 

oksidasyonu 

Tohum çimlenmesi 

sırasında endosperm 

kaybı 

Hidrojen 

peroksit 

H2O2 

O2
-
+ O2

-
+2H

+
 

H2O2+ 
3
O2 

SH protein gruplarının 

oksidasyonu 

Büyüme, baĢkalaĢma, 

patojen cevabı, 

yaralanma yanıtı 

Tekli oksijen 
1
O2 

AĢırı yüklenmiĢ 

pigment+ 
3
O2  

1
O2+ pigment 

.
OH+ O2

-


1
O2+ 

-

OH 

Proteinlerin, DNA‘nın 

ve lipitlerin 

oksidasyonu 

Erken ĢiĢme, yaralanma 

yanıtı 

 

Çizelge 1.1 Reaktif oksijen türlerinin (ROS) tipik reaksiyon mekanizmaları, potansiyel zararları ve 

tohumlarda sinyalizasyondaki rolleri (Kranner 2010‘dan değiĢtirilerek). 

 

1.2. Tuz Stresi 
 

Topraktaki yüksek tuz bitkilerde temel olarak iki yönde strese neden 

olmaktadır. Yüksek tuz oranı kökler için topraktan su alımını zorlaĢtırmakta ve 

bitkide fazla tuz birikimi toksik olabilmektedir. Dünya üzerinde 800 milyon 

hektardan fazla toprak tuzdan etkilenmektedir (FAO, 2008). Bu oran dünyanın 

tüm kara yüzölçümünün %6‘sı kadardır. Genel olarak tuzluluk, kurak ve yarı 

kurak arazilerde uzun zaman süreçlerinde tuzun birikimi ile meydana gelmektedir 

(Rengasamy, 2002).  

Yüksek tuzluluk hiperiyonik ve hiperosmotik stres meydana getirip bitkinin 

ölmesine neden olabilmektedir (Glenn et al., 1999). Genel olarak toprakta bulunan 

yüksek konsantrasyondaki Na
+ 

ve Cl
-
 iyonları strese neden olmaktadır. Bu 
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koĢullarda, değiĢken su durumu büyümenin azalmasına neden olmaktadır. Bitki, 

büyümeyi sürdürebilmesi ve hücrelerin metabolizmalarına devam edebilmesi için 

dokularındaki iyon hareketlerini düzenlemektedir (Flowers and Yeo 1992). Na
+  

iyonunun simplastik olarak  epidermal ve kortikal hücrelerinde nasıl taĢındığı ve 

ksileme iletildiği hala tartıĢmaya açıktır. Endodermiste çözgenlerin radyal 

hareketleri simplastik yolla olmaktadır. Kaspari Ģeridi apoplastik taĢınım için 

fiziksel bir bariyer oluĢtrmaktadır (Flowers and Yeo, 1992). Bitkinin olgun 

yapraklarında özellikle tuz stresi altındayken yüksek oranda iyon birikimi 

görülmektedir. Bu yapraklar iyonları meristematik ve fotosentez yapan hücrelerde 

ve vakuollerinde biriktiriler. Bitkiler düĢük su potansiyeli olan ortamlardan su 

alabilmek için hücre içindeki su potansiyellerini düĢürürler. Bunun için hücre 

içinde birikimi zararlı olmayacak glisin betain, prolin, sorbitol, mannitol gibi 

uyumlu bileĢikler kullanılır. Bitkiler kuraklık stresine maruz kaldıklarında 

gösterdikleri yaprak alanının azalması ya da absisyon durumunu tuz stresi 

sırasında da gösterebilirler. 

 

1.3. Reaktif Oksijen Türleri (ROS) 
 

Tohumlarda stres altında gerçekleĢen metabolik olaylar, vejetatif dokulara 

göre farklılık göstermektedir. Bu durumlardan birisi de ROS üretimindeki 

farklılıklardır. Vejetatif dokularda, tuzluluk özellikle yüksek ıĢık yoğunluğu 

altında veya diğer streslerle birarada olduğunda fotosentezi engellerken 

fotorespirasyonu arttırmaktadır. Hücre dengesini bozan bu olay reaktif oskijen 

türlerinin (ROS) birikimine neden olmaktadır. ROS birikimi abiyotik stres 

sırasında bitkiye zarar verebileceği gibi aynı zamanda önemli sinyal molekülleri 

olarak da görev almaktadırlar. Hücre içindeki bu uyumun bozulması halinde 

yüksek enerji düzeyindeki elektronlar moleküler oksijene (O2) iletilirler 

(Takahashi and Asada, 1988; Mittler, 2002). Bunun sonucunda üretilen tekli 

oksijen (
1
O2), süperoksit iyonu (O2

.-
), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil (OH

.
) 

radikalleri DNA ve lipitlere zarar veren reaktif oksijen türlerini oluĢturular (Apel 

ve Hirt 2004). Normal büyüme koĢulları altında ROS kloroplast, mitokondri ve 

peroksizom gibi organallerde düĢük seviyede üretilmektedir. Stres koĢulları 

altında ise ROS seviyesi önemli oranda artıĢ göstermektedir. Stres sırasında ROS 
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birikimi, ROS üretimi ve ROS süpürülmesi arasında denge olmalıdır (Mittler et al., 

2004). Bu denge, mevcut stresin Ģiddeti ve süresine, enerji dengesizliğine ve 

büyüme koĢullarındaki ıĢık Ģiddeti, sıcaklık gibi abiyotik koĢullarla iliĢkilidir. 

Kloroplastlarda elektron taĢınım zincirnin aĢırı indirgenmesi ROS oluĢumunun 

ana sebebidir. Stres sırasında mitokondride de elektron taĢınım zincirinin aĢırı 

indirgenmesi yine ROS oluĢumuna neden olmaktadır (Davidson and Schiestl, 

2001). Peroksizomlarda glikolat, fotorespriasyon sırasında glioksilata okside 

olmaktadır ve bunun sonucunda H2O2 üretimi meydana gelmektedir (Mittler et al., 

2004). Normal metabolizma ve stres sırasında ROS‘un detoksifikasyonu için 

askorbik asit (Asa), glutatyon (GSH) gibi antioksidanlar ve süperoksit dismutaz 

(SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX) 

ve peroksiredoksin (Prxr) gibi ROS süpürücü enzimlere ihtiyaç vardır (Takahashi 

and Asada 1988;Apel and Hirt 2004; Mittler et al., 2004; Dietz et al. 2006; Turkan 

and Demiral, 2009). Bu mekanizmalar nerdeyse tüm hücre bölmelerinde 

bulunmaktadır ve bu durum ROS detoksifikasyonunun hücrenin hayatta kalması 

için ne kadar önemli olduğunu göstermektedir (Mittler et al., 2004). Bu bağlamda 

su, yüksek ıĢık, tuz, sıcaklık ve bu streslerin kombinasyonlarında ROS süpürücü 

mekanizmaların bitkinin hayatta kalabilmesi adına neden önemli olduğu 

görülmektedir (Rizhsky et al., 2004; Wang et al., 2005). ROS, çevresel stres 

koĢulları altında hücrelere oksidatif zarar vermesinin yanında; patojen 

enfeksiyonları, çevresel stresler ve programlanmıĢ hücre ölümleri gibi hayati 

olaylarda önemli bir sinyal iletim molekülü olarak çalıĢmaktadır (Mittler et al., 

2004; Torres and Dangl, 2005). ROS seviyesindeki ani artıĢ ‗‘oksidatif patlama‘‘ 

olarak adlandırılır ve bu duruma plazma zarı iliĢkili NADPH oksidazı kodlayan 

genlerin ifade olmasının temel oluĢturduğu genetik çalıĢmalarda gösterilmiĢtir 

(Mittler et al., 2004; Torres and Dangl, 2005). ROS sinyallerinin bitki tarafından 

aktif halde üretilmesi (NADPH oksidazlar gibi) stres sırasında bitkinin alıĢması ve 

savunma mekanizmalarını uyarmak bir cevaptır (Mittler et al., 2004). ROS‘ un bu 

Ģekilde sinyal molekülü olarak kullanılmasının pek çok avantajı vardır. Bunlardan 

biri ROS‘un hücresel düzeyde çok çabuk Ģekilde üretilmesi ve aynı zamanda 

süpürülmesidir. ROS‘ un hücresel düzeyde üretimi hassas bir Ģekilde kontrol 

altında tutulabilmektedir. Böylece hücresel düzeyde ROS seviyeleri dinamik 

Ģekilde değiĢebilmektedir. ROS‘ u sinyal molekülü olarak kullanmanın baĢka bir 

avantajı ise hızlı bir Ģekilde uzak mesafelere ulaĢabilmesidir. Yapılan çalıĢmalarda 
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ROS‘ un Arabidopsis bitkisinde dakikada 8.4 cm hızına ulaĢabildiği gösterilmiĢtir 

(Miller et al., 2009). ROS sinyalizasyonunun diğer avantajlarından biri de farklı 

ROS türlerinin farklı moleküler özellikler göstermesidir. Süperoksit membranlar 

arasında pasif olarak taĢınamayan bir ROS molekülüdür. Fakat süperoksit kolayca 

hidrojen peroksite (H2O2) dönüĢebilmektedir. Bu sayede H2O2  membranlar 

arasında veya su kanallarından pasif bir Ģekilde geçebilmektedir (Miller et al., 

2010). ROS hücresel sinyalizasyon ağı dıĢında pek çok farklı sinyalizasyon 

yolağına entegre olabilmektedir. Kalsiyum ve protein fosforilasyon ağları örnek 

verilebilecek sinyalizasyon yolaklarından bazılarıdır (Kobayashi et al., 2007). 

ROS‘ un baĢka bir önemli avantajı ise hücresel denge ve metabolizma ile sıkıca 

bağlı olmasıdır. Hücresel dengede olan herhangi bir değiĢiklik ROS seviyesindeki 

değiĢiklik olarak da görülebilmektedir. Fotorespirasyona olanak sağlayan 

koĢullarda peroksizomlardaki ROS üretimi artıĢ göstermektedir (Mittler, 2006). 

ROS seviyesi ve metabolizma arasındaki sıkı iliĢki ROS‘u iyi bir gözlemleme 

aracı yapmaktadır. Bitkilerde lusiferaz enzimi ve zebra balığında GFP ile yapılan 

çalıĢmalarda ROS‘ un çeĢitli organel ve dokular arasında uzak mesafelerde sinyal 

iletebildiği gösterilmiĢ. ROS‘un uzak mesafelere sinyal iletiminde bulunabilmesi 

için sürekli bir ROS üretimi gerekmektedir. ROS sinyalizasyonunun yolu 

üzerindeki çeĢitli bölgeler sinyalin iletilebilmesi için üretime devam etmektedirler 

(Miller et al., 2009).  

Son zamanlarda ROS sinyalizasyonundaki olası seçicilik konusu ilgi 

çekmektedir (Møller and Sweetlove, 2010). Bu konunun ana fikri ROS sinyalinin 

nasıl özel bir bölümde ya da hücrede özel bir uyarıya göre üretildiğidir. Kloroplast, 

mitokondri ve peroksizomlarda yüksek ıĢık, sıcaklık veya soğuktan dolayı ROS 

seviyesinde arıĢ görülmektedir. Bitkinin alıĢma yanıtlarında nasıl bir sinyalin bu 

artıĢı sağladığı bilinmemektedir. ROS sinyali bitkinin yaralanma, patojen 

saldırıları veya abiyotik strese durumlarında bir grup hücre içinde oluĢmakta ve 

tüm bitkiye yayılmaktadır. Fakat nasıl özelleĢmektedir?  Bu sorunun olası 

yanıtlarından birisi ROS sinyallerinin tüm bitkide genel sinyalizasyon olarak 

kullanılması ve hücrelerin kendi sinyalizasyon ağlarını aktif hale getirmesidir. 

Hücre içindeki diğer sinyaller ufak peptidler, hormonlar ve lipidler olabilmektedir. 

Bir diğer olasılık ise her hücre bölümünün veya hücrenin kendine ait ROS 

reseptörlerinin bulunmasıdır. Bu reseptörler ROS sinyalini algılar ve kendi 
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içlerinde üretmeye devam ederler, aynı zamanda kalsiyum veya protein 

fosforilasyonu gibi ağlara ileterek çoğalmasını sağlarlar. Farklı biyolojik sistemler 

yukarıda anlatılan yollardan biri ya da birkaçının kombinasyonu ile spesifik bir 

ROS sinyalizasyonu üretebilmektedir. ROS sinyalizasyonunun spesifik olması ile 

ilgili APX1 ve CAT2 eksik çiftli mutant olan Arabidopsis ve tütün bitkisinde 

çalıĢılmıĢtır. Bu çiftli mutantlar yaban tiplerle veya tek apx, cat mutantları ile 

karĢılaĢtırıldıklarında çeĢitli çevresel Ģartlara daha dayanıklı oldukları görülmüĢtür 

(Rizhsky et al., 2002). Arabidopsiste APX1 ve CAT2‘ nin ifade edilmemesi, DNA 

tamirinin aktivasyonu, hücre döngüsünün kontrolü ve anti-programlanmıĢ hücre 

ölümünü tetiklemektedir. Tekli mutant olan apx1 ve cat2 de ise bu yanıtlar 

görülememektedir. 

 

1.3.1. Stres altındaki tohumlarda ROS düzenlenmesi 
 

ROS lar tohum fizyolojisinde birçok metabolik olaya katılmaktadır.  

Tohum kuruması ve çimlenme süreçlerinde üretilmekte ve oksidatif stres 

sonucunda hücrede hasara yol açmaktadır. Bununda beraber hücreler enzimatik ve 

enzimatik olmayan antioksidanların iĢ görmesiyle bu hasardan 

kaçınabilmektedirler.  

ROS‘ lar tohum geliĢimi süresince, erken embriyogenesis‘ de büyümeye 

etki ederler ve tohum çimlenmesinde radikulun tohum dıĢına çıkıĢını 

sağlamaktadırlar.  

Bitkilerde bir çok ROS üretici mekanizma tanımlanmıĢtır. Erken geliĢim 

fazı hariç, tohumlarda fotosentetik elektron taĢınımı kaynaklı süperoksit ve tekli 

oksijen üretimi olmamaktadır. Bunun yanında, geliĢimin baĢlangıcından, 

çimlenmenin sonuna dek tohum su içeriğindeki değiĢimler ve metabolik aktivite 

çok değiĢkendir ve bu olaylara bağlı olarak tohumlarda ROS üretim kaynakları da 

farklılık göstermektedir. Mitokondriyal solunum zinciri ana ROS üretim 

merkezidir. Bu bölmede, elektron taĢıma zincirinden elektronların sızması 

superoksit radilkalinin oluĢumuna neden olmaktadır (Moller, 2001).  



 12 

Hücre içi ROS üretim merkezlerinden birisi de peroksizomlardır (Mittler, 

2002). Glioksizomlarda, yağlı tohumların lipidlerin hareketliliğinde anahtar rol 

oynamaktadır. Çünkü β-oksidasyon enzimleri ve glioksilat döngüsü enzimlerini 

içermektedir. Bu enzimler, fide oluĢum sürecinin erken safhalarında lipidleri 

Ģekerlere dönüĢtürmektedir (Huang et al., 1983). Yağ asitlerinin β-oksidasyonu 

sonucu, glikolat oksidaz gibi enzimlerin kataliz reaksiyonlarınca H2O2 

üretilmektedir. Peroksizomlar ayrıca katalaz enziminin lokalize olduğu ve 

hücresel sinyallemede çok önemli rolleri olan NO üretiminin gerçekleĢtiği 

organellerdir (Neill et al., 2003). 

 

1.4. Hormon Metabolizması 
 

Hormonların dormansi üzerindeki etkileri pek çok yönden araĢtırılmıĢ olsa 

da çimlenme üzerindeki etkileri hala yaygın bir araĢtırma konusudur. Bu sinyal 

moleküllerini düzenleyen proteinleri kodlayan genler (özellikle GA ve ABA nın 

biyosentezini yapan ve etkisiz hale getirenler) , dormansi ve çimlenme olaylarının 

baĢlıca düzenleyicileridir. Çimlenme sırasında hormon metabolik yolakları ve 

çevresel sinyaller arasındaki etkileĢim, çimlenmenin baĢarılı olmasında etkili ve 

önemli olmaktadır. Giberellik asit biyosentezini katalizleyen enzim GA 3-

oksidazdır (Koornneef and van der Veen, 1980). Bu enzimler GAnOXn 

genlerinden ifade edilir. ga3ox1 ga3ox2 genleri eksik mutanlar, GA uygulaması 

olmadan çimlenememektedir. Mitchum et al., (2006)‘ ın bu çalıĢması GA‘ nın 

doğrudan çimlenme üzerine etkisini belirtmiĢtir.  

Eğer tohum optimal sıcaklık koĢullarından daha sıcak bir ortamda su 

almıĢsa muhtemelen 1. aĢamadaki (bkz. ġekil 1.1) olaylar ve 2. aĢamadaki 

olayların da bir kısmı yine gerçekleĢecektir. Fakat tohum 3. aĢamaya 

geçemeyecek, böylece radikulun ortaya çıkması gerçekleĢmeyecektir. Bu durum 

aynı zamanda ―termoinhibisyon‘‘ olarak adlandırılmaktadır. Yüksek sıcaklıkta 

çimlendirilmiĢ Arabidopsis tohumlarında, yüksek sıcaklığın ABA biyosentezini 

baĢlattığını, aynı zamanda GA biyosentezini de baskıladığı gösterilmiĢtir (Toh et 

al., 2008). Marulda (Lactuca sativa ‗Salinas‘) yapılan bir baĢka çimlenme 

çalıĢmasında tohumların 25 °C üstündeki sıcaklıklarda ĢiĢmeye uğradıklarında 
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çimlenmenin gerçekleĢemediği görülmüĢtür. Bununla beraber Lactuca serriola 

(UC96US23) 37°C‘ ye kadar olan sıcaklıklarda termoinhibisyona uğramamaktadır. 

ABA ve GA metabolizmasının önemli özelliği de antagonistik çalıĢmalarıdır. 

ABA, GA biyosentezinin ifadesini azaltır (Seo et al., 2006). Tohumların, soğuk 

(Yamauchi et al., 2004), ıĢık (Oh et al., 2006), besin (Matakiadis et al., 2009) gibi 

çevresel faktörlerle olan cevapları hormon metabolizmasındaki değiĢikliklerle 

anlaĢılabilmektedir. 

GeliĢmiĢ bitkilerde tohum çimlenmesi ve dormansi genetik ve çevresel 

faktörlerin etkilediği kompleks fizyolojik iĢlemlerdir. Dormant olmayan tohumlar 

uygun ıĢık, sıcaklık ve besin koĢulları altında çimlenmeye baĢlamaktadırlar. 

Çevresel sinyallerin hormonlarla birlikte çalıĢması sonucunda çimlenmenin 

düzenlenmesi sağlanmaktadır. GA düzenlenmeyi sağlayan hormonların baĢında 

gelmektedir. GA‘nın çimlenen tohumlardaki düzenlenmesi ıĢık ve sıcaklık 

yoluyla gerçekleĢmektedir.  

Yapılan çalıĢmalarda karanlıkta ĢiĢirilmiĢ marul tohumlarına kırmızı ıĢık 

uygulaması yapıldığında içsel GA1 miktarında önemli oranda artıĢ görülmüĢtür. 

Kızıl-ötesi ıĢık uygulaması ise GA1 oranındaki artıĢı durdurmaktadır. GA1 öncülü 

olan GA20‘ nin karanlıkta ĢiĢirilen tohumlarda yüksek oranlarda birikmesi GA1‘in 

üretimini sınırlandırmaktadır. GA20‘nin GA1‘e dönüĢümünü katalizleyen GA 3-

oksidaz kodlayan Ls3h trankript seviyeleri kırmızı ıĢıkta artıĢ göstermektedir 

(Toyomasu et al., 1993).  

 

1.4.1. BRs’nin yapısı ve biyosentezi 
 

1970‘ lerin baĢında Brassica napus poleninden elde edilen ekstraktın 

barbunya internodlarının aĢırı düzeyde uzamasına yol açtığı belirlenmiĢtir 

(Mitchell et al., 1970). Yapılan ilk çalıĢmalarda toplanan ekstraktlardaki 

büyümeyi teĢvik edici maddenin tam olarak ne olduğu bilinmemekteydi ve GA ile 

benzer özellikleri olmakla beraber etki Ģekli GA-teĢvikli büyüme ile aynı olmadığı 

rapor edilmiĢtir. Bu maddenin tam olarak belirlenmesi için yüksek oranda kolza 

tohumu ile yapılan analizlerde 4 mg kristal madde elde edilip  yapısı 

tanımlanmıĢtır. Elde edilen bu maddeye ‗brassinolide‘ adı verilmiĢtir (ilk 
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saflaĢtırmanın Brassica napus’ dan olmasından dolayı) (Grove et al., 1979). 

Brassinolide hormonal aktivite özelliği gösteren ilk bitki steroidtir. Daha sonra 

yapılan çalıĢmalarda 40‘a yakın farklı bitki steroid hormonu daha tanımlanmıĢtır. 

Brassinosteroidler‘ in A, B, C, D halkaları ve ve 17. Karbonunda alkil 

zinciri bulunmaktadır. BRs C-24 yapıları incelendiğinde C27, C28 and C29 fitosterol 

öncüleri tarafından sentezlediği anlaĢılmıĢtır. Bir C28 sterolü olan kampesterol BR 

sentezinin öncüsüdür. Catharanthus roseus hücre kültüründe yapılan çalıĢmalar 

brassinolid sentezinde erken ve geç C-6 oksidasyon yolağı adında iki temel yol 

olduğunu göstermektedir (Choi et al., 1997). BR biyosentezi için tanımlanan bu 

yol daha sonra Catharanthus  (Fujioka et al., 2000) ve Arabidopsis (Noguchi et al., 

2000) ile de desteklenmiĢtir. BR-eksik mutantların moleküler genetik 

karakterizasyonu BR biyosentezine katılan genlerin ve bu genlerin enzimatik 

rollerinin aydınlatılmasında önemli yol katedilmesini sağlamıĢtır. Bu genler ve 

fonksiyonları genel olarak Arabidopsis‘de yapılan çalıĢmalar ile tanımlanmıĢtır. 

Bitkilerde en çok bulunan 2 brassinosteroid; brassinolide (BL) ve kastasterondur 

(CS). Her ikisinde de A halkasında 2. ve 3. karbonlarında hidroksil grubu, A ve B 

halkasının ortasında α oryantasyonu, B halkasının 6. karbonunda keton grubu, 18. 

ve 19. karbonunda metil grupları, 22 ve 23. karbonlarında  hidroksil grupları ve 

24. karbonda α-metil bulunmaktadır. 

 

Şekil 1.3 Kastasteron ve brassinolid kimyasal yapısı (Srivastava 2002‘den) 

 

Brassinosteroid dikotil, monokotil, gimnosperm, eğrelti otu ve alglerde 

tanımlanmıĢtır. Bitkide en çok polende (taze ağırlığının 1 gramında 100 nanogram 

kadar) ve genç tohumlarda bulunurken, yaĢlı yapraklarda, gövdede de az miktarda 

bulunmaktadırlar. 
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1.4.2. Brassinosteroidlerin tohum çimlenmesindeki rolleri 
 

Bir bitki hormonu olan BRs‘ nin çimlenme üzerine olumlu etkileri bir çok 

çalıĢmada gösterilmiĢtir (Anuradha and Rao, 2003; Zhang, et al., 2007). Anuradha 

and Rao (2003) çeltik tohumlarında tuz uygulanan grupta hiç çimlenme 

gözlemezken tuz+ BRs uygulanan grupta %40 oranında çimlenme gözlediklerini 

rapor etmiĢlerdir. Diğer bir çalıĢmada ise , Medicago sativa tohumlarına 

uygulanan 5 µM BRs‘ nin tuz stresinin çimlenme üzerindeki etkisini hafiflettiği 

ortaya konmuĢtur (Zhang et al., 2007). Ozmotik stres ve BRs uygulamasının 

sorghum (CSH-14) tohumlarının çimlenmesi üzerine yapılan baĢka bir çalıĢmada 

ise BRs uygulamasının ozmotik stresin çimlenme üzerindeki negatif etkisini 

azalttığı rapor edilmiĢtir (Vardhini and Rao 2003). 

 

1.4.3. Brassinosteroidlerin fizyolojik etkileri 
 

Brassinosteroidlerin en iyi bilinen özellikleri gövde uzamasını teĢvik 

etmeleridir. BRs eksik mutantlar 1996 yılında Arabidopsis, domates ve bezelyede 

karakterize edilmiĢ ve yaban tip bitkilerle karĢılaĢtırıldıklarında cüce olarak 

nitelendirilmiĢtir. Mutantlara uygulanan dıĢsal BL veya CS, bitkilerin boylarının 

uzamasını sağlamıĢtır. BRs‘ de giberellin ve sitokinin diğer bitki geliĢimi 

sırasında ıĢıkla düzenlenebilmektedir. BR-eksik mutantlarla yapılan çalıĢmalarda, 

bitkilerin karanlıkta normalden farklı olarak geliĢim gösterdikleri saptanmıĢtır. Bu 

bitkilerde apikal kanca bulunmamakta, kotiledonları açık Ģekilde bulunmakta ve 

fotosentezle ilgili genler ifade olmaktadır. Fakat bu durum hücre bölünmesinden 

değil hücrelerin uzamasından kaynaklanmaktadır. BRs‘nin kök uzamasını inhibe 

ettiği bilinmektedir. DıĢsal uygulanan BRs ksilem farklılaĢması, polen tübünün 

büyümesi, erkek verimliliği ve çiçek geliĢiminde rol almaktadır. Aynı zamanda 

BRs‘ nin bitki organlarının absisyonu, senesensin oluĢmasında rolü olan etilenin 

üretimini teĢvik ettiği ve gravitropizmayı arttırdığı görülmüĢtür. BRs aynı 

zamanda bitkinin abiyotik strese karĢı verdiği yanıtlarda görev almaktadır. 
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1.4.4. Brassinosteroidlerin diğer hormonlarla ilişkisi 
 

Bitkilerin strese karĢı verdikleri yanıtlar çeĢitli hormonlar ve bu 

hormonların sinyalizasyon yolaklarının iyi bir Ģekilde düzenlenmesi sayesinde 

oluĢmaktadır. Bitkilerde mitojen iliĢkili MAPK kaskadları  ROS stresini de içeren 

çeĢitli abiyotik ve biyotik strese karĢı yanıtta yer almaktadır (Fujita et al., 2006). 

Moleküler çalıĢmalar, BRs ve diğer fitohormonlar arasında bir iletiĢimin var 

olduğunu göstermektedir. DıĢsal BRs uygulaması bitkinin hormon seviyelerinde 

değiĢime neden olmaktadır. BRs‘nin fasülye epikotillerinde etilen üretimini 

arttırdığı görülmüĢtür (Arteca et al., 1983). Bunun yanında BRs‘ nin GA‘ nın 

etkisine katkıda bulunduğu (Mayumi et al., 1995), gövde uzamasında da oksinle 

sinerjitik etkili olduğu bulunmuĢtur (Katsumi et al., 1991). Arabidopsis 

tohumlarına BRs ve GA veya BRs ve oksin aynı anda uygulandığında hipokotil 

uzaması meydana gelmektedir (Tanaka et al., 2003). ABA ile BR antogonistik 

olarak iĢ görmektedir. BEE1 (BR enhanced expression) , BEE2, BEE3 proteinleri 

dıĢarıdan ABA uygulaması ile baskılanırken BEE1 proteinini aĢırı ifadesi 

bitkilerde ABA yanıtını azaltmıĢtır. Bu durum, BEE proteinlerinin birçok yolakta 

sinyalizasyon görevi görebileceğini göstermektedir. BRs‘nin bazı ABA yanıtlarını 

azaltabileceği öngörülmektedir. BaĢka bir çalıĢmada hem ABA hemde BRs‘nin 

Sorghum vulgare‘ de kuraklık stresine toleransı arttırdığı görülmüĢtür (Xu et al., 

1994). Bitki geliĢimi ve strese karĢı direncin kazanılmasında etkili olan bir diğer 

sinyal molekülü jasmonik asittir (JA). Yapılan çalıĢmalarda BRs uygulaması ile 

JA biyosentezi arasında bir bağ olduğu da bulunmuĢtur. Bu nedenle bitkilerde 

BRs‘nin JA biyosentezinin baĢlaması ile de iliĢkili olabileceği düĢünülmektedir 

(Mazorra et al., 2002). 

 

1.4.5. BRs ve ROS süpürücü sistemler arasındaki ilişki 
 

BRs‘nin bitki büyümesi ve geliĢimi üzerinde etkili olduğu bilinmektedir 

(Sasse et al., 1995). Fakat BRs‘nin oksidatif stres altındaki bitkideki rolü henüz 

tam olarak bilinmemektedir. Farklı stres koĢulları altında dıĢsal uygulanan BRs 
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bitkideki SOD, CAT, GPX, APOX gibi enzimatik ve askorbik asit, tokoferol, 

karotenoid, glutatyon gibi enzimatik olmayan antioksidanların miktarlarında 

değiĢime neden olmaktadır. C ve E vitaminleri ve glutatyon doğrudan veya enzim 

katalizi ile OH
.
, H2O2 veya O2

.-
 ile reaksiyona girmektedir (Ozdemir et al., 2004; 

Vardhini et al., 2003). Kuraklık stresine maruz bırakılmıĢ mısırda (Zea mays) BL 

uygulaması SOD, CAT, APX‘un yanısıra askorbik asit ve karotenoid içeriklerinde 

artıĢa neden olmuĢtur. BaĢka bir çalıĢmada osmotik stres koĢulları altında 

Sorghum vulgare‘ de BRs‘ nin CAT aktivitesini arttırmakta ancak peroksidaz ve 

askorbik asit oksidaz aktivitelerini azaltmaktadır. Tuz stresine maruz kalan 

çeltikte BR muamelesi CAT, SOD ve GR aktivitelerinde önemli ölçüde artıĢa 

neden olmaktadır. Tuza duyarlı ve duyarlı olmayan türlerde yapılan 24-epiBL 

uygulamaları, tuza duyarlı bitkilerde kısa süreli tuz stresine karĢı olan toleransı 

arttırmıĢtır. 24-epiBL uygulamasının tuza duyarlı olan bitkilerde antioksidan 

sistemi farklılaĢtırarak tuz stresine karĢı direnci arttırmakta olabileceği 

düĢünülmektedir. Ağır metal stresine maruz kalan Chlorella vulgaris‘te ise BL 

uygulamaları CAT, GR, APX ve askorbik asit, karotenoid miktarında artıĢla 

sonuçlanmıĢtır. BRs yüksek sıcaklığa maruz bırakılmıĢ domates yapraklarında 

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

 

1.4.6. Tuz stresinde BRs’nin rolü 
 

Tuz stresi altındaki Eucalyptus camaldulensis‘ e 24-epiBL uygulması 

sonucunda tohum çimlenmesi ve fide geliĢiminde geliĢim görülmüĢtür 150 mM 

NaCl varlığında Eucalyptus camaldulensis tohum çimlenmesi  24-epiBL ile artıĢ 

göstermekte, fakat fideler hidrofonik olarak tuz stresine maruz bırakıldıklarında 

24-epiBL‘ nin kökler vasıtasıyla alınması daha fazla zarara neden olmuĢtur (Sasse 

et al., 1995). BRs çeltikte (Oryza sativa) tuz stresinin neden olduğu çimlenme 

inhibisyonu etkisini ortadan kaldırmaktadır. Aynı zamanda BRs‘nin klorofil 

içeriğini yenilediği ve nitrat redüktaz aktivitesini arttırdığı görülmektedir. 

Önceden NaCl ile muamele edilmiĢ nohut tohumları 28-homoBL ile 

ıslatıldıklarında nitrojen fikse edebilme kapasiteleri artmaktadır. NaCl ile 

ıslatılmıĢ Brassica juncea tohumları, sprey ile yapraklara veya köklerden 28-

homoBL muamelesi ile büyütüldüğünde, nükleik asit ve etilen içeriklerinde artıĢ 
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sağlanmıĢtır (Hayat et al., 2007). Buğday germ aglutinini (WGA) fungal 

enfeksiyon, kuraklık stresi, tuzluluk, yüksek sıcaklık gibi uygun olmayan 

koĢullarda artıĢ gösteren bir lektindir. ABA WGA‘nın sentezine ve birikimine 

neden olmaktadır. BRs‘nin ABA içeriği üzerinde herhangi bir etkisi olmadığı 

halde tuz stresi sırasında buğday (Triticum aestivum) köklerinde lektin birikimine 

neden olmaktadır. Bu sonuçlar lektinin ABA-bağımsız kontrolünün BRs 

tarafından yapılabileceğini göstermektedir.  

BRs bitkilere doğru miktar ve doğru zamanlarda uygulandıkları zaman 

bitkinin dayanıklılığını arttırabilmektedir. BRs bitkilerin abiyotik streslere ve 

bakteriyal, fungal ve viral patojenlere karĢı olan yanıtlarında yer almaktadırlar. 

BRs ile düzenlenmiĢ stres yanıtları; önemli enzimatik reaksiyonların 

aktivasyonları veya baskılanması, protein sentezinin baĢlaması ve çeĢitli kimyasal 

savunma bileĢenlerinin üretimi sonucunda oluĢan karmaĢık bir süreçtir. Tüm bu 

sonuçlar BRs‘nin zararlı çevresel koĢullara karĢı bitki direncinin arttırılması için 

yeni yaklaĢımların önünü açmaktadır. 

 

Şekil 1.4 Abiyotik ve biyotik stres koĢullarında Brassinosteroid‘in etkileri (Bajguz 2009‘dan) 

 

Yukarıda belirtildiği gibi son yıllarda tohum çimlenmesi ve ROS üretimi 

arasındaki iliĢki yada BRs‘ lerin çimlenme üzerine etkilerine ait birçok araĢtırma 

yapılmıĢtır (Bailly, 2008; Kranner, 2010). Ancak stres altında tohum 
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embriyosundaki ROS düzenlenmesinin nasıl olduğu yada tohum çimlenmesinin 

iyileĢmesinden sorumlu olan BRs‘ lerin ROS düzenlenmesi üzerinde ne kadar 

etkili oldukları bilinmemektedir. Bunun için bu çalıĢmada (i) tuz stresinin nohut 

tohumlarının çimlenmesi üzerine etkisi (ii) stres altında tohum embriyolarındaki 

ROS düzenlenmesini ve bu ROS ların süpürülmesinden sorumlu bazı antioksidan 

enzimlerin aktivitelerini nasıl etkilediği (iii) tuz stresine maruz bırakılan tohum 

embriyolarına dıĢarıdan BRs uygulamasıyla ROS düzenlenmesinin ve antioksidan 

savunma sisteminin nasıl değiĢtiği (iv) radikul uzama sürecinde BRs ve ROS 

düzenlenmesi arasındaki iliĢkinin nasıl olduğu araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla 

çalıĢmamızda,  

1- Tuz stresi altında (200 mM NaCl) nohut tohumlarının çimlenme yüzdeleri  

2- DıĢarıdan BRs (6 -10 µM)uygulanan ve tuz stresine maruz bırakılan nohut 

tohumlarının çimlenme yüzdeleri 

3- Yukarıda verilen koĢullar altında zamana bağlı olarak (ĢiĢirme, 6, 8, 12, 

24, ve 48 saat) H2O2 miktarı ve NOX aktivitesi ölçülerek ROS 

düzenlenmesi  

4- ROS süpürülmesinden sorumlu olan SOD, CAT, POX (çözünebilir- hücre 

duvarına bağlı) gibi antioksidan enzimlerin ve izozimlerin aktiviteleri 

5- Hücre zarlarındaki lipid peroksidasyon seviyeleri 

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

belirlenmiĢtir. 
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2. MATERYAL VE METOD 

2.1. Deneme Deseni 

2.1.1. Tohumların temini 
 

ÇalıĢmamızda KahramanmaraĢ Tarım AraĢtırma Enstitüsü‘nden temin 

edilen Aksu çeĢidi nohut tohumları kullanılmıĢtır.  

 

2.1.2. Tohum sterilizasyonu 
 

Tohumlar 5 dk. boyunca %1 sodyum hipoklorit çözeltisinde sterilize 

edilmiĢtir.  

 

2.1.3. Tohumların ekimi 
 

Nohut tohumları ekimden önce farklı konsantrasyonlarda NaCl, BRs, NaCl 

+ BRs solusyonlarında 24 saat ĢiĢirilmiĢtir. 24 saat sonunda ĢiĢen tohumlar steril 

ortamda filtre kağıtları üzerinde 24 saat boyunca kurutulmuĢtur. Bu iĢlemin 

ardından tohumlar, çimlendirilmek üzere çapı 20 cm olan ve içinde 15 ml 

uygulama solusyonu (NaCl, BRs, NaCl + BRs) ile ıslatılmıĢ 2 adet filte kağıdı 

bulunan cam petrilere ekilmiĢtir. Ekim iĢleminin sonunda tüm petriler 25˚C sabit 

sıcaklık ve karanlıkta bekletilmek üzere inkübatöre konulmuĢtur.  

 

2.1.4.  Bitkilerin yetiştirilmesi ve deneme deseni 
 

Tuz stresi için 200 mM NaCl, BRs için 6 ve 10µM 24-epiBL 

uygulanmıĢtır. Uygulamanın 6, 8, 12, 24, 48. saatlerinde embriyo ve radikul 

örnekleri alınmıĢtır. Alınan örnekler analizler için -80˚C de saklanmıĢtır. 
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Çizelge 2.1 Denemedeki uygulama grupları 

 

 

Şekil 2.1 Çimlenmekte olan nohut tohumları 

 

 

 

 

 

2.2. Fizyolojik Parameterler 

2.2.1. Çimlenme Yüzdesi  
 

C Kontrol 

6B 6 µM 24-epiBrassinolid 

10B 10 µM 24-epiBrassinolid 

N 200 mM NaCl 

6BN 6 µM 24-epiBrassinolid + 200 mM NaCl 

10BN 10 µM 24-epiBrassinolid + 200 mM NaCl 
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Tuz stresi ve BRs uygulamasının 6, 8, 12, 24 ve 48. saatlerinde tohumların 

çimlenme yüzdeleri belirlenmiĢtir. Radikul uzunluğu 2 mm‘ye ulaĢan tohumlar 

çimlenmiĢ olarak kabul edilmiĢtir. 

 

2.2.2. Büyüme parametreleri 
 

ÇimlenmiĢ tohumların radikul uzunlukları uygulamaların 12, 24 ve 48. 

saatlerinde kaydedilmiĢtir. 

 

2.3. Biyokimyasal Parametreler 
 

2.3.1. Lipit peroksidasyonu 

Yapraklardaki lipit peroksidasyonu Madhava Rao ve Sresty (2000)' e göre 

tiobarbitürik asit reaktif maddeleri (TBARS) içeriği belirlenerek ölçülmüĢtür. 

TBARS konsantrasyonu 532 nm ve 600 nm‘ de ölçülen absorbans değerlerine 

göre hesaplanmıĢtır. 600 nm‘ de ölçülen absorbans spesifik olmayan turbiditedir 

ve 532 nm‘ de ölçülen absorbanstan çıkartılarak gerçek TBARS miktarı belirlenir. 

TBARS miktarı hesaplanırken ekstinksiyon katsayısı 155 mM
-1

 cm
-1 

kullanılmıĢtır. 

 

2.3.2. H2O2 miktarı 
 

H2O2 miktarı, Cheeseman (2006)‘ a göre bazı değiĢikliklerle belirlenmiĢtir. 

Standart H2O2 analizinde 100 µM sorbitol, 250 µM ferrous amonyum sülfat ve 

100 µM xylenol orange  25 mM H2SO4  içinde çözülmektedir. Bu yöntemde 

ferrous amonium sulphate/xylenol orange (FOX) tamponuna %1 etilen (EtOH) 

eklenerek hazırlanmıĢtır (eFOX). Analizde kullanılacak örnekler analize kadar 

sıvı azot içinde muhafaza edilmiĢtir. Eğer örnekler, -80 
o
C veya -20 

o
C derecede 

saklanırsa H2O2 miktarında 1 haftada %60‘ a varan kayıplar gözlenebilmektedir 

(Cheeseman, 2006). 0,1 g tohum/radikul örneği sıvı azotta toz haline getirildikten 

sonra soğuk aseton (-20 
o
C) ile hazırlanmıĢ 25 mM H2SO4 ile homojenize 
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edilmiĢtir. Homojenatlar 16000 g‘ de 4 
o
C‘ de 30 dk. santrifüj yapılmıĢtır. Elde 

edilen süpernatanttan 50 µl alınmıĢ ve üstüne 1 ml eFOX tamponu ilave 

edilmiĢtir. Elde edilen karıĢım en az 15 dakika bekletildikten sonra 550 ve 800 nm 

dalga boyunda ölçülen absorbansların farkı alınır. 

 

2.3.3. Antioksidan enzim ekstraksiyonu ve aktivite analizleri 
 

Bu aĢamadaki bütün iĢlemler proteaz aktivitesini minimum seviyede tutmak 

için 4 °C' de gerçekleĢtirilmiĢtir. Protein ve enzim ekstraktlarının hazırlanması 

için 0,1 gr embriyo örneği ilk olarak sıvı azotta ezilerek toz haline getirilmiĢtir. 

Bunun ardından 0,5 ml ekstraksiyon tamponunda (50 mM Tris-HCl 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 edilmiĢtir. Askorbat peroksidaz aktivitesi analizi için homojenizasyon 

tamponuna 5 mM askorbik asit eklenmiĢ ve DTT yerine %2 (w/v) PVPP 

kullanılmıĢtır. Homojenizasyonun ardından örnekler 16000 g' de 30 dk. santrifüj 

edilmiĢtir. Bu aĢamadan sonra elde edilen süpernatantlar protein miktarı ve enzim 

aktivitesi belirlenmesinde kullanılmıĢtır. Analizler sırasında örneklerin tekrar 

tekrar donup çözülmesini engellemek için elde edilen süpernatant ayrı 

ependorflara pay edilerek saklanmıĢtır.  

 

2.3.3.1 Protein miktarının belirlenmesi 
 

Protein miktarı Bradford (1976)‘ a göre belirlenmiĢtir. Ölçüm Coomassie 

Brilliant Blue G-250 boyasının asidik Ģartlarda proteine bağlandığında kırmızı 

ve/veya yeĢil formundan maviye dönüĢmesine dayanmaktadır. Bu mavi renk 

oluĢumu 595 nm‘ de ölçülmüĢtür. Standart olarak bovine serum albumin (BSA) 

kullanılmıĢtır. Standart aralığı 0,02 – 0,2 mg/ml‘ dir. Bitki ekstraktlarının protein 

miktarları elde edilen bu standart ile karĢılaĢtırılarak hesaplanmıĢtır. 

 

2.3.3.2 Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi 
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Katalaz (CAT (EC 1.11.1.6)) aktivitesi, Bergmeyer (1970)' e göre H2O2 ' nin 

süpürülmesinin 240 nm' de absorbansda yol açtığı azalmanın izlenmesi ile tespit 

edilmiĢtir. Reaksiyon karıĢımı 0.1 mM EDTA ve %3 H2O2 içeren 50 mM sodyum 

fosfat (pH 7,0) tamponudur. Enzimin, 1 mg total protein baĢına dakikada 

süpürdüğü μmol H2O2 miktarı, 1 U (μmol H2O2 mg protein
-1

 min
-1

) olarak 

hesaplanmıĢtır. 

 

 

 

2.3.3.3 Peroksidaz (POX) enzim aktivitesinin belirlenmesi 
 

Peroksidaz (POX (EC 1.11.1.7)) aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)‘ e göre 

belirlenmiĢtir. Yöntem reaksiyon karıĢımındaki 3,3'-diaminobenzidine-tetra 

hidroklorid dihidrat (DAB)‘ ın ekstrakttaki peroksidazlar tarafından H2O2‘ yi 

süpürmek için substrat olarak kullanılması ve buna bağlı renk oluĢumunun 

ölçümüne dayanır. Reaksiyon karıĢımı DAB, %0,1 (w/v) jelatin, %0,6 H2O2 

içeren 150 mM sodyum fosfat sitrat tamponudur (pH 4,4). 465 nm' deki absorbans 

3 dk. boyunca gözlenmiĢtir. Enzimin, 1 mg total protein baĢına dakikada 

oksitlediği DAB miktarı, 1 U (μmol DAB mg protein
-1

 min
-1

) olarak 

hesaplanmıĢtır. 

 

2.3.3.4 NADPH oksidaz (NOX) aktivitesinin belirlenmesi 
 

NADPH oksidaz aktivitesi Jiang and Zhang (2002)‘ ye göre belirlenmiĢtir. 

Reaksiyon karıĢımı 50 mM Tris-HCl tamponu (pH 7.5), 0.5 mM XTT, ve 100 μM 

NADPH içermektedir. 470 nm‘ de XTT‘ nin redüksyonu izlenmiĢtir. Reaksiyon 

dıĢı oluĢabilecek renk değiĢiminin belirlenmesi için 50 U SOD kullanılmıĢtır. 

O2.- üretimi 2.16x10
4
 M

-1
 cm

-1
 ekstinksiyon kat sayısı kullanılarak hesaplanmıĢtır. 

 

 

2.3.4. Antioksidan enzimlerin izoenzim tayini 
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Örneklerden elde edilen protein ekstraktları denaturasyona sebep olmayan 

koĢullarda (SDS içermeyen) poliakrilamid jel elektroforezinde (Native-PAGE) 

ayrılmıĢ ve araĢtırılan enzimlere özel boya solüsyonlarıyla boyanmıĢtır. 

Örneklerin hazırlanmasında aktivite analizlerinde kullanılan ekstraksiyon 

prosedürü kullanılmıĢtır. Native-PAGE Laemmli (1970)'e göre SDS 

kullanılmadan yapılmıĢtır. 

Jeller Vilbert Lourmat jel görüntüleme sisteminde görüntülenmiĢ ve Bio-

Capt yazılımı kullanılarak bant yoğunlukları analiz edilmiĢtir. 

 

2.3.4.1 Süperoksit dismutaz (SOD) izoenzim tayini 
 

Örnekler %12.5‘ lik ayırma (separating) ve %4‘ lük hizalama (stacking) 

jelinde elektoforetik ayrıma maruz bırakılmıĢtır. Her kuyucuğa çimlenen 

embriyolar için  20 μg ve çimlenmeyen embriyolar için 40 µg protein 

yüklenmiĢtir. SOD boyaması, Beauchamp ve Fridovich‘e (1971) göre riboflavin 

ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyası ile belirlenmiĢtir. Riboflavin ıĢıkla birlikte 

süperoksit anyonu (O2
.-
) üretme özelliğine sahiptir, üretilen O2

.-
 NBT‘ yi 

oksitleyerek mavi-mor renkte formazan oluĢumuna sebep olur. Boyamanın 

prensibi jel üzerinde SOD lokalize olmuĢ bölgelerde NBT oksitlenmesinin 

inhibisyonu ile beyaz bantlar oluĢmasının sağlanmasıdır. Jeller 60 dk karanlıkta 

boya solüsyonunda bekletildikten sonra ıĢık altında çalkalanarak bantların 

oluĢması beklenmiĢtir.  

SOD‘ un izoenzim tipleri Vitória et al. (2001)‘ e göre boya solüsyonuna 

inhibitörler eklenerek belirlenmĢtir. Cu/ZnSOD inhibisyonu için 2 mM KCN, 

Cu/ZnSOD ve FeSOD inhibisyonu içinde 3 mM H2O2 kullanılmıĢtır. MnSOD 

aktivitesi her iki inhibitörden de etkilenmemektedir. 

 

 

 

2.3.4.2 Peroksidaz (POX) izoenzim tayini 
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Proteinlerin ayrımı için %10' luk ayırma jeli ve %4‘ lük hizalama jeli 

kullanılmıĢtır. Her kuyucuğa 20 μg protein yüklenmiĢtir. POX izoenzimlerinin 

boyanması Seevers et al. (1971)‘ e göre yapılmıĢtır. Boya solüsyonu 1.3 mM 

DAB ve %3 H2O2 içeren 200 mM sodyum asetat tamponudur (pH 5.0). Boyama 

peroksidaz enzimlerinin bulunduğu bölgelerde DAB‘ın oksitlenmesi ile 

kahverengi bantlar oluĢması ile gerçekleĢir. Elde edilen jeller %7‘ lik asetik asitte 

fikse edilmiĢtir. 

 

 

3. BULGULAR 

3.1. Fizyolojik Parametreler 

3.1.1. Çimlenme Yüzdesi 
 

Kontrol Ģartlarında (C, 6B, 10B) nohut tohumlarında çimlenme belirgin 

olarak 12. saatte baĢlarken tuz stresi uygulanan gruplarda 24. saatte baĢlamıĢtır. 

Uygulamanın 12. saatinde 6B grubundaki tohumların çimlenme yüzdesi 

kontrole göre %6, 10B grubundaki tohumların ise %12 daha fazladır. Tuz 

uygulanan gruplardan N grubu kontrole göre %64 daha az çimlenirken 6BN ve 

10BN grupları N grubuna göre %4 daha fazla çimlenmiĢtir 

24. saatte ise kontrol grubunun çimlenme yüzdesi 10B grubu ile aynı 

seviyeye gelirken 6B grubu kontrol ve 10B‘ye göre %4 daha az çimlenmiĢtir. N 

grubunun çimlenmesi 6BN‘den %16, 10BN‘den %20 daha az olmuĢtur. 

Denemenin son saat sayımı olan 48. saatte kontrol ve 10B gruplarının 

tamamı çimlenirken 6B grubunda bu oran %96 olmuĢtur. Kontrol grubuyla 

karĢılaĢtırıldığında sadece tuz stresinin çimlenmeyi %64 azalttığı belirlenmiĢtir. 

6BN ve 10BN grupları N grubundan sırasıyla %20 ve %24 daha fazla 

çimlenmiĢtir (ġekil 3.1). 
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Şekil 3.1 12, 24 ve 48. Saatlerdeki uygulama gruplarının çimlenme yüzdeleri 

 

3.1.2. Radikul Uzunluğu 
 

12. saat: 6B ve 10B uygulamaları kontrole göre radikul uzunluğunu  %50 

oranında artmıĢtır. Tuz uygulaması ise radikul uzunluğunu kontrole göre % 37.5 

oranında azaltmıĢtır. 6BN ve 10BN uygulamaları %50 ve %41.25 kontrole göre 

radikul uzunluğunu azaltmıĢtır.  

24. saat: Radikul uzunluğu 6B ve 10B uygulamaları ile %23.08 ve %24.02 

oranında azalmıĢtır. Tuz uygulaması ise radikul uzunluğunu %66.6 oranında 

azaltmıĢtır. 6BN ve 10 BN uygulamaları ise tuz grubuna göre radikul 

uzunluğunda sırasıyla % 9.2 ve %29.2 iyileĢme sağlamıĢtır.  

48. saat: 6B ve 10B uygulamaları sonucunda radikul uzunluğu %30 azalmıĢtır. 

Tuz uygulaması radikul uzunluğunu kontrole göre 4.5 kat azaltırken, 6B ve 10B 

uygulamaları tuz stresi altında %61.1 ve %66.6 iyileĢmeye neden olmuĢtur. 
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Şekil 3.2 Uygulamaların 12,24,48. Saatlerinde ölçülen radikul uzunlukları. Uygulama grupları: 

Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 µM BRs 

(6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). 

 

3.2. Biyokimyasal Parametreler  

3.2.1. Enzim ve izoenzim aktiviteleri 

3.2.1.1 Süperoksit dismutaz (SOD) Aktivitesi 
 

Şişirme: Kontrol grubuyla karĢılaĢtırdığımızda 6B ve 6BN gruplarının SOD 

aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢim gözlenmemiĢtir. 10B 

uygulaması ise SOD aktivitesini %4.6 arttırmıĢtır.  

Tuz uygulaması, SOD aktivitesini kontrole göre %3.4 oranında arttırmasına 

rağmen 10BN uygulaması SOD aktivitesini %22.9 azaltmıĢtır (ġekil 3.3).  

ġiĢirilen tohum embriyolarında 1 MnSOD, 1 CuZn SOD ve 1 FeSOD olarak 

toplam 3 adet SOD izozimi tanımlanmıĢtır. 6 µM ve 10 µM BRs uygulanan 

gruplarda MnSOD izoziminin aktivitesi sırasıyla kontrole göre azalmıĢtır. Sadece 

tuz stresi MnSOD aktivitesini kontrole göre arttırırken 6BN ve 10BN gruplarının 

MnSOD aktivitesi azalmıĢtır.  

CuZnSOD aktivitesi 6B grubunda azalırken 10B uygulama grubunda artıĢ 

göstermiĢtir. Tuz uygulanan gruplarda ise N ve 10BN gruplarının CuZnSOD 
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izozim aktivitesi düĢüĢ gösterirken 6BN grubunun CuZNSOD izozim 

aktivitesinde artıĢ gözlenmiĢtir.  

FeSOD izozimi sadece 6 µM ve 10 µM BRs uygulaması ile artıĢ 

göstermiĢtir. Tuz uygulaması bu izozimin aktivitesini değiĢtirmezken, 6BN ve 

10BN uygulamaları FeSOD aktivitesini arttırmıĢtır.  

 

 

 

 

 

Şekil 3.3 24 saat sıvı içerisinde ĢiĢen tohumların SOD izozim aktiviteleri, Native-PAGE. 

Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 200 mM NaCl (N), 200 mM 

NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). Her kuyucuk 60µg protein 

içermektedir. Std: 1 U bovine karaciğeri SOD standartı 

 

6. saat: Kontrol gruplarına göre 6. saatte SOD aktivitesi 6 µM BRs (6B) 

uygulaması ile % 30.8 oranında, 10 µM BRs (10B) uygulaması ise %22.4 
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arttırmıĢtır. 200 mM NaCl (N) uygulaması ise SOD aktivitesini kontrole (C) göre 

8.5% oranında düĢürmüĢtür. 6 µM BRs uygulanan tuz gruplarının (6BN) SOD 

aktivitesi kontrol koĢullarına göre %13.1 oranında azalırken, 10 µM BRs 

uygulanan tuz gruplarının SOD aktivitesi ise %33.65 oranında azalmıĢtır.  

Uygulamanın 6. saatinde kontrol (C), 6B ve 10B gruplarında 3 tane SOD 

izozimi (MnSOD, CuZnSOD, FeSOD) tanımlanmıĢtır. 6 µM ve 10 µM BRs 

uygulamaları MnSOD, CuZnSOD ve FeSOD izozim aktivitelerini arttırmıĢtır. 

Tuz uygulanan gruplarda ise sadece MnSOD ve FeSOD izozimleri tanımlanmıĢtır. 

MnSOD izozim aktivitesi 6BN ve 10 BN gruplarında kontrole göre azalmıĢtır. 

FeSOD aktivitesi ise 6BN grubunda kontrole göre istatistiksel olarak değiĢmezken 

10BN grubunun FeSOD aktivitesi azalmıĢtır. (ġekil 3.4) 

 

 

Şekil 3.4 6 saat uygulama sonrasında hasat edilen embriyoların SOD izozim aktiviteleri, Native-

PAGE. Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 200 mM NaCl (N), 

200 mM NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). Her kuyucuk 60µg protein 

içermektedir. Std: 1 U bovine karaciğeri SOD standartı 
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8. saat: 8. saatte 6B grubunun SOD aktiviteleri kontrol grubuna göre %5 oranında 

azalırken 10 B grubunda %4.3 oranında artmıĢtır. Tuz uygulaması (N) ile SOD 

aktivitesi 7.3% oranında artmıĢtır. Diğer uygulama saatlerinden farklı olaak 

(ĢiĢirme ve 6 saat) 8. saatte BRs uygulaması ile tuz stresi altındaki SOD aktivitesi 

ilk defa artıĢ göstermiĢtir. 6BN grubunda kontrole göre %24.5, 10BN uygulama 

grubunda ise SOD aktivitesi %18.4 oranında artmıĢtır.  

Uygulamanın 8. saatinde bir adet MnSOD bir adette FeSOD olmak üzere 

toplam 2 tane izozim tanımlanmıĢtır. 10B uygulaması kontrole göre MnSOD 

izozim aktivitesini arttırmıĢtır. Benzer olarak tuz uygulaması da tüm grupların (N, 

6BN, 10BN) MnSOD aktivitesini arttırmıĢtır.  

FeSOD aktivitesi 6B ve sadece tuz uygulanan grupta azalmıĢtır. 10 B 

grubunda ise kontrol grubuna göre herhangi bir değiĢim olmamıĢtır. Tuz ile BRs 

uygulamalarının beraber yapıldığı (6BN, 10BN) gruplarda FeSOD aktivitesinin 

artıĢ gösterdiği bulunmuĢtur. (ġekil 3.5) 
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Şekil 3.5 8 saat uygulama sonrasında hasat edilen embriyoların SOD izozim aktiviteleri, Native-

PAGE. Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 200 mM NaCl (N), 

200 mM NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). Her kuyucuk 40µg protein 

içermektedir. Std: 1 U bovine karaciğeri SOD standartı. 

 

12. saat: 12.saatte, 6B grubunun SOD aktivitesi kontrol gruplarına göre 3.4% 

oranında, 10B grubunun SOD aktivitesi %9.25 oranında azalmıĢtır. Tuz stresiyle 

SOD aktivitesi artmıĢtır. Tuz stresi altındaki en yüksek artıĢ 10 µM BRs 

uygulanmıĢ gruplarda elde edilmiĢtir. N grubunun SOD aktivitesi kontrole 

göre %5 oranında, 6BN grubunun ise %13.4 oranında arttırmıĢtır.  

Uygulamanın 12. saatinde toplam iki adet (MnSOD ve FeSOD) SOD 

izozimi tanımlanmıĢtır. MnSOD aktivitesi tüm gruplarda kontrole göre düĢüĢ 

gösterirken FeSOD aktivitesi sadece tuz uygulanan gruplarda (N, 6BN, 10BN) 

artmıĢtır. (ġekil 3.6) 
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Şekil 3.6 12 saat uygulama sonrasında hasat edilen embriyolar ve radikulların SOD izozim 

aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 

200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). Her 

kuyucuk 40µg protein içermektedir. Std: 1 U bovine karaciğeri SOD standartı 

 

24. saat: 24.saatte, 6B grubunun SOD aktivitesi kontrole göre %15.4, 10B 

grubunun ise %14 azalmıĢtır. N grubunun SOD aktivitesi kontrole göre 9.1% 

oranında azalırken, 6BN‘nin SOD aktivitesi %16.8 ve 10BN grubunun ise %8.4 

azalmıĢtır. 

Uygulamanın 24. saatinde diğer uygulama saatlerine benzer olarak 2 farklı 

SOD izozimi tanımlanmıĢtır. Tanımlanan MnSOD izoziminin aktivitesi sadece 

BRs uygulanan gruplarda artıĢ gösterirken tuz uygulanan tüm gruplarda bu 

izozimin aktivitesi azalmıĢtır (N, 6BN, 10BN). FeSOD izoziminin aktivitesi ise 

sadece 10BN uygulama grubunda kontrole göre artıĢ göstermiĢtir. Diğer 

uygulama gruplarının tamamında azalmıĢtır.(ġekil 3.7) 
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Şekil 3.7 24 saat uygulama sonrasında hasat edilen radikulların, SOD izozim aktiviteleri, Native-

PAGE. Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 200 mM NaCl (N), 

200 mM NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). Kuyucuklar, C, 6B, 10B 

grupları için 20µg protein, N, 6BN, 10BN grupları için 40 µg protein içermektedir. Std: 1 U 

bovine karaciğeri SOD standartı 

 

48. saat: Kontrol grubuyla karĢılaĢtırıldığında 6B‗nin SOD aktivitesi %9.2 

oranında artmasına rağmen 10B‗nin SOD aktivitesi %7.4 oranında düĢmüĢtür. 

Tuz uygulaması ise kontrole göre SOD aktivitesini %32 azaltmıĢtır. 6BN 

grubunun SOD aktivitesi kontrole göre %29.9 azalırken, 10BN grubunun SOD 

aktivitesi %34.33 azalmıĢtır (ġekil 3.9, ġekil 3.10) 

Uygulamanın 48. saatinde toplam 2 adet SOD izozimi belirlenmiĢtir. 

MnSOD izoziminin aktivitesi sadece BRs (6B, 10B) uygulamaları ile artmıĢ, tuz 

uygulamaları (N, 6BN, 10BN) ile beraber azalmıĢtır. FeSOD aktivitesi ise 6B 
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grubunda artarken, diğer tüm uygulama gruplarında (10B, N, 6BN, 10BN) 

azalmıĢtır. (ġekil 3.8) 

 

 

Şekil 3.8 48 saat uygulama sonrasında hasat edilen radikulların SOD izozim aktiviteleri, Native-

PAGE. Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 200 mM NaCl (N), 

200 mM NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). Kuyucuklar, C, 6B, 10B 

grupları için 20µg protein, N, 6BN, 10BN grupları için 40 µg protein içermektedir. Std: 1 U 

bovine karaciğeri SOD standartı. 
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Şekil 3.9 C, 6B, 10B gruplarının zamana bağlı SOD aktivitesi.  

 

 

Şekil 3.10 N, 6BN, 10BN gruplarının zamana bağlı SOD aktivitesi.  
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3.1.1.2. POX aktivitesi ve izoenzimleri 

 

6. saat: 6. saat POX aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında 6B grubunun POX aktivitesi 

kontrole göre %16.33 azalmıĢtır. 10B deki bu azalma, %42.79‘tır. Sadece tuz 

stresi POX aktivitesinde kontrole göre %61.7 azalmaya neden olurken, 6µM BRs 

(6BN) uygulaması POX aktivitesinde %23.19 iyileĢmeye neden olmuĢtur. 10BN 

uygulaması ise POX aktivitesindeki azalmaya (%63.9) engel olamamıĢtır.  

12. saat: 12. saatte, 6B ve 10B gruplarının POX aktiviteleri sırasıyla %53.4 ve 

%46.5 oranlarında artmıĢtır. N, 6BN ve 10BN gruplarının POX aktivitelerindeki 

azalmalar kontrole göre %39.7, %38.3 ve %39.9 olarak ölçülmüĢtür. 

 

Şekil 3.11 12 saat uygulama sonrasında hasat edilen embriyolar ve radikulların SOD izozim 

aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 

200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). Her 

kuyucuk 240µg protein içermektedir. 

 

24. saat: 6B grubunun kontrol grubuna göre POX aktivitesi %23.1 azalmıĢtır. 

10B de bu azalma %14.4 oranındadır. Tuz uygulaması yapılan tüm grupların POX 

aktiviteleri azalmıĢtır. N grubundaki azalma kontrole göre %86.63 iken, 6BN de 

%77.2, 10BN de ise %81.61 olarak kaydedilmiĢtir. Bu durum NaCl 

uygulamasının 24. saatinde 6 ve 10 µM BRs‘ nin POX aktivitesini sırasıyla 70% 

ve 36.9% iyileĢtirdiğini göstermektedir. 
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Şekil 3.12 12 saat uygulama sonrasında hasat edilen embriyolar ve radikulların SOD izozim 

aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 

200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). C, 6B, 

10B grupları100 µg; N, 6BN, 10BN 240µg protein içermektedir. 

 

48. saat: 48. saat POX aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında 6B grubunun POX 

aktivitesinde kontrole göre %19.33 azalma olurken, 10B grubunun POX 

aktivitesinde %68.9 oranında artıĢ kaydedilmiĢtir. Sadece NaCl uygulaması ise 

POX aktivitesini %36 azaltmıĢtır. 6BN ve 10BN uygulaması tuz stresi altında 

sırasıyla POX aktivitesinde %15.1 ve %36.3 iyileĢmeye neden olmuĢtur (ġekil 

3.14, ġekil 3.15) 

 

Şekil 3.13 48 saat uygulama sonrasında hasat edilen embriyolar ve radikulların SOD izozim 

aktiviteleri, Native-PAGE. Uygulama grupları: Kontrol (C), 6 µM BRs (6B), 10 µM BRs (10B), 

200 mM NaCl (N), 200 mM NaCl+6 µM BRs (6BN), 200 mM NaCl+10 µM BRs (10BN). Her 

kuyucuk 100µg protein içermektedir. 
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Şekil 3.14 C, 6B, 10B gruplarının zamana bağlı POX aktivitesi.  

 

Şekil 3.15 N,6BN, 10BN gruplarının zamana bağlı POX aktivitesi.  
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3.2.1.2 Hücre Duvarına Bağlı POX Aktivitesi 
 

6.saat: 6. saatte hücre duvarına bağlı POX aktivitesine bakıldığında, 6B grubunun 

POX aktivitesinin kontrol grubuna göre %29.78, 10B grubunda ise %49.22 

oranında azaldığı belirlenmiĢtir. Tuz uygulanan gruplardan N grubunun POX 

aktivitesi %80.8, 6BN ve 10BN gruplarının hücre duvarına bağlı POX aktiviteleri 

ise %81.5 oranında azalmıĢtır. 

12. saat: 6B grubu kontrolle karĢılaĢtırıldığında hücre duvarına bağlı POX 

aktivitelerinde %51.11 artıĢ meydana gelirken 10B grubunda %4.9 oranında 

azalma görülmüĢtür. Tuz uygulaması yapılan gruplardan N grubundaki POX 

aktivitesi, kontrol grubuna göre %72.9, 6BN grubu %71.1, 10BN grubu 

ise %68.55 oranında azalmıĢtır. 

24. saat: 24. saatte, hücre duvarına bağlı POX aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında 

POX aktivitesinde 6B de %39.66, 10B de ise %16.44 oranında düĢüĢler meydana 

gelmiĢtir. Tuz uygulaması gruplarında N grubunun POX aktivitesi kontrol 

grubuna göre %97.6 azalmasına rağmen 6BN ve 10 BN uygulaması bu azalmayı 

sırasıyla %55 ve %40.7 oranında iyileĢtirmiĢtir. 

48. saat: Kontrol grubuyla karĢılaĢtırıldıklarında 6B grubunun POX aktivitesi 

kontrole göre 2.58 kat, 10B grubunun ise kontrole göre 3.32 kat arttığı 

belirlenmiĢtir. Tuz uygulaması ile birlikte N grubunun hücre duvarına bağlı POX 

aktivitesinde kontrole göre %39.1 oranında azalma meydana gelmiĢtir. 6BN 

grubunun POX aktivitesi kontrole göre %41.71 ve 10BN grubunun ise %22.5 

azalmıĢtır. Bu sonuçlar 10BN uygulamasının hücre duvarına bağlı POX 

aktivitesinde %27.25 iyileĢme sağladığını göstermektedir (ġekil 3.16, ġekil 3.17) 
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Şekil 3.16 C, 6B, 10B gruplarının hücre duvarındaki zamana bağlı POX aktivitesi.  

 

 

Şekil 3.17 N, 6BN, 10BN gruplarının hücre duvarındaki zamana bağlı POX aktivitesi 
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3.1.1.4 CAT aktivitesi  

 

Şişirme: 24H ĢiĢme sonrasında hasat edilen bitkilerde, 6 µM BRs uygulaması 

CAT aktivitesi kontrole göre %19.03 oranında azalırken, 10 µM BRs uygulaması 

ile CAT aktivitesi %5.3 oranında artmıĢtır. Tek baĢına tuz uygulaması CAT 

aktivitesini %13.7 oranında arttırırken, beraber uygulanan tuz ve BRs, CAT 

aktivitesini düĢürmüĢtür. Bu düĢüĢ 6BN grubunda kontrole göre %33.4, 10BN 

grubunda ise %41 oranındadır.  

6. saat:  6 µM BRs ve 10 µM BRs uygulamaları kontrole göre CAT aktivitesini 

sırasıyla %5.6 ve%5.8 oranlarında azaltmıĢtır. Tuz uygulaması ile tüm gruplarda 

CAT aktivitesinde düĢüĢ belirlenmiĢtir. N grubunun CAT aktivitesi kontrole 

göre %35.35, 6BN grubunun CAT aktivitesi %6.79, 10 BN grubunun CAT 

aktivitesi ise %25.13 oranlarında azalmıĢtır. 6BN uygulaması CAT aktivitesinde 

N grubuna göre %43.3 iyileĢme sağlamıĢtır.Aynı saatte 10 BN uygulaması ise 

sadece %13.3 oranında iyileĢme sağlamıĢtır. 

8. saat: 6 µM BRs uygulaması kontrol ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

CAT aktivitesinde anlamlı bir değiĢikliğe neden olmamıĢtır. 10 µM BRs 

uygulaması ise CAT aktivitesini kontrole göre %23.1 oranında azaltmıĢtır. Tuz 

uygulaması tüm grupların CAT aktivitesinde azalmaya neden olmuĢtur. Bu 

düĢüĢler kontrole göre, N grubunda %29.43, 6BN grubunda %36, 10BN grubunda 

ise %44 oranlarındadır. 

12. saat: 6B ve 10B uygulamaları kontrole göre CAT aktivitesini sırasıyla%4.9 

ve %6.5 arttırmıĢtır. Tuz uygulamaları ise bitkilerin CAT aktivitelerinde azalmaya 

neden olmuĢtur. En yüksek azalma (%29.9) sadece NaCl uygulanan grupta 

gözlenmiĢtir. 6BN ve 10BN uygulamaları, CAT aktivitesini N grubuna göre %20 

ve %8 oranlarında arttırmıĢtır. 

24. saat: 6B ve 10B gruplarında kontrole göre CAT aktiviteleri sırasıyla %9.9 

ve %60.8 oranlarında artmıĢtır. Tuz uygulaması ise aktiviteyi kontrole göre %3.6 

oranında düĢürmüĢtür. 6BN grubunun CAT aktivitesini kontrole göre %8.5 

oranında azaltırken,10 BN grubunun aktivitesi bu saatte %6.6 oranında artmıĢtır. 
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48. saat: Uygulamanın 48. saatinde tüm gruplarda CAT aktiviteleri kontrole göre 

azalmıĢtır. CAT aktiviteleri kontrole göre 6B de %29.2 ve 10B grubunda 

ise %53.3 azalmıĢtır. Benzer olarak, kontrole göre NaCl uygulanmıĢ gruplarda da 

CAT aktivitesi azalmıĢtır. Ancak diğer tuz gruplarıyla karĢılaĢtırıldığında 6BN 

uygulamasının CAT aktivitesini %7.5 iyileĢtirdiği belirlenmiĢtir (ġekil 3.18, ġekil 

3.19) 

 

Şekil 3.18 C, 6B, 10B gruplarının zamana bağlı CAT aktivitesi.  
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Şekil 3.19 N, 6BN,10BN gruplarının zamana bağlı CAT aktivitesi.  

       

3.1.1.5 NOX aktivitesi ve izoenzimleri 

 

Şişirme: NOX aktivitesi kontrole göre BRs uygulamaları sonrasında (6B ve 10B) 

sırasıyla %33 ve %17.8 oranında azalmıĢtır. Benzer olarak tuz uygulanan tüm 

grupların NOX aktiviteleri kontrol grubuna göre sırasıyla %15.5, %28.3, %33.2 

azalmıĢtır.  

6. Saat: Tek baĢına BRs (6B, 10B) uygulamaları NOX aktivitelerini istatistiksel 

olarak anlamlı bir Ģekilde değiĢtirmemiĢtir. Tuz uygulanan grupların (N, 6BN, 

10BN) NOX aktiviteleri ise sırasıyla %27, %35.6, %12 oranlarında azalmıĢtır.  

8. Saat: 6 µM BRs uygulaması NOX aktivitesini kontrole göre %2.12 oranında 

azaltmıĢtır. Tuz uygulanan grupların NOX aktiviteleri ise kontrol gruplarıyla 

karĢılaĢtırıldığında azalmıĢtır. Bu azalma N grubunda %31.32 iken, 6BN 

grubunda %39.68 ve 10BN grubunda %39.4 oranlarındadır. 

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

uygulama grubunun ise % 3.3 oranında azalmıĢtır. Tuz uygulanan tüm gruplarda 
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ise NOX aktivitesinde dramatik düĢüĢler gözlenmiĢtir. N grubunun NOX 

aktivitesi kontrole göre %40.7, 6BN grubunun NOX aktivitesi %32.71, 10BN 

grubunun NOX aktivitesi ise %32.56 oranlarında azalmıĢtır. 

24.saat: 6B grubunun NOX aktivitesi kontrole göre %8.7 oranında azalırken 10B 

grubununki kontrole göre değiĢmemiĢtir. Bu sonuçlara benzer olarak N grubunun 

NOX aktivitesi kontrole göre %54, 6BN grubunun %55.65, 10BN grubunun 

ise %53.2 oranlarında azalmıĢtır. 

48. saat: 6B ve 10B uygulama gruplarının NOX aktiviteleri kontrole göre 

artmıĢtır. 6B grubunun NOX aktivitesi % 35 oranında artarken, 10B grubunun 

NOX aktivitesi %26.8 artmıĢtır. N grubunun NOX aktivitesi %7.1, 6BN grubunun 

NOX aktivitesi %34, 10BN grubunun NOX aktivitesi ise %18.4 oranında 

azalmıĢtır. (ġekil 3.20, ġekil 3.21) 

 

 

Şekil 3.20 C, 6B, 10B gruplarının zamana bağlı NOX aktivitesi.  
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Şekil 3.21 N, 6BN, 10BN gruplarının zamana bağlı NOX aktivitesi.  

 

3.2.2. H2O2 miktarı 

 

Şişirme: 24 saat boyunca ĢiĢirme sonrasında grupların H2O2 analizi 

yapıldığında 6B grubunun H2O2 miktarının kontrole göre %4.25 oranında arttığı 

belirlenmiĢtir. 10B grubunun H2O2 miktarında ise istatistiksel olarak anlamlı 

herhangi bir değiĢiklik belirlenmemiĢtir. Tuz uygulanan gruplardan N grubunda 

H2O2 miktarı %3.25, 6BN grubunda %3.63, 10BN grubunda ise kontrole 

göre %12 oranında düĢüĢler saptanmıĢtır.  

6. saat: 6B grubunun H2O2 içeriği kontrole göre %25.7 artarken 10B 

grubunun H2O2 miktarı %16.6 artmıĢtır. Tuz uygulaması yapılan gruplardan N 

grubunda H2O2 içeriği %2.48, 6BN ve 10BN gruplarında sırasıyla %21.2 

ve %14.48 azalmıĢtır. 

12. saat: 12. saatte, 6B ve 10B gruplarının H2O2 içerikleri kontrole göre 

sırasıyla %18.65 ve %2.93 artmıĢtır. N grubunun H2O2 içeriği ise kontrol grubuna 
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göre %1.1 daha fazladır. 6BN ve 10BN gruplarının H2O2 içeriklerinin ise %31.7 

ve %12.4 daha düĢük olduğu bulunmuĢtur. 

24. saat: H2O2 miktarı 6B grubunda kontrol grubuna göre %6.25 

azalmaktayken 10B grubunda bu oran %27.3 olarak saptanmıĢtır. Tuz uygulanan 

gruplardan N grubunda H2O2 içeriği kontrol ile karĢılaĢtırıldığında %44.26 

azalmıĢtır. Bu azalma 6BN de %46.1, 10BN de ise %40.2 olarak tespit edilmiĢtir. 

48. saat: 48. saatte, 6B grubunun H2O2 içerikleri kontrole göre %33.5, 10B 

grubunun %51.6 oranında arttığı bulunmuĢtur. Benzer olarak kontrole göre N 

grubunun H2O2 içeriği de %24.5 artmıĢtır. Ancak 6BN ve 10BN gruplarının H2O2 

içerikleri kontrole göre sırasıyla %56.3 ve %36.3 oranlarında azalmıĢtır. (ġekil 

3.22, ġekil 3.23) 

 

Şekil 3.22 C, 6B, 10B gruplarının zamana bağlı H2O2 içerikleri.  
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Şekil 3.23 N, 6BN, 10BN gruplarının zamana bağlı H2O2 içerikleri.  

 

3.2.3. Lipit Peroksidasyonu (TBARS miktarı) 

 

Şişirme: 10 µM BRs (10B), 200 mM NaCl (N) ve 6 µM BRs uygulanan tuz 

gruplarının (6BN) TBARS içerikleri kontrol grubuna göre değiĢmemiĢtir. 6B 

uygulamasında TBARS miktarı kontrole göre %4.2 oranında artmıĢtır. 10BN 

uygulamasında ise kontrole göre TBARS içeriğinde %12 azalma belirlenmiĢtir. 

6. saat: Uygulamanın 6. saatinde 6B ve 10B grubunun TBARS içeriği 

kontrole göre sırasıyla %25 ve %16.7 artmıĢtır. Sadece tuz stresi uygulaması 

TBARS miktarında herhangi bir değiĢime neden olmamıĢtr. Ancak aynı koĢullar 

altında 6B ve 10B uygulaması TBARS içeriğinde %21.7 ve %14.6 azalmaya 

neden olmuĢtur. 

8. saat: 8. saatte 6B grubunun TBARS içeriği kontrole göre %2.9 artmasına 

rağmen, 10B grubunda %2.94 azalmıĢtır. NaCl uygulaması (N) TBARS miktarını 

kontrol grubuna göre %30.29 azaltmıĢtır. 6BN ve 10BN gruplarının TBARS 

içerikleri ise kontrole göre sırasıyla %35.29 oranında ve%30.8 oranında azalmıĢtır. 
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12. saat: Uygulamanın 12. saatinde, 6B (%18.6) ve 10 B (%3.16) gruplarının 

TBARS içeriklerinin kontrole göre arttığı belirlenmiĢtir. N uygulaması ile 

embriyoların TBARS içeriği kontrole göre %1.14 artarken, 6BN grubunda %31.6 

oranında azalmıĢtır. 10BN grubunda ise TBARS miktarı kontrollere göre %12.36 

azalmıĢtır. 

24. saat: 6B ve 10B grubunda TBARS miktarı kontrol göre %6.11 ve %27.16 

azalmıĢtır. Aynı Ģekilde tuz uygulanan tüm gruplarda TBARS içeriği 

uygulamanın 24. saatinde azalmıĢtır. N grubunda TBARS içeriği kontrole 

göre %44.22, 6BN grubunda %46.11,ve 10BN grubunda %40.11 oranlarında 

azalmıĢtır. 

48. saat: 48. saatte TBARS miktarları karĢılaĢtırıldığında 6B grubunun 

kontrole göre TBARS içeriğinin %33.57, 10B grubunun TBARS miktarının 

ise %51.63 arttığı belirlenmiĢtir. N grubunun TBARS içeriği ise kontrole 

göre %24.54 artmıĢtır. 6BN ve 10BN grubunun TBARS içeriği kontrole 

göre %56.3 ve %36.36 azalmıĢtır. (ġekil 3.24, ġekil 3.25) 

 

 

Şekil 3.24 C, 6B, 10B gruplarının zamana bağlı TBARS içerikleri.  
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Şekil 3.25 N, 6BN, 10BN gruplarının zamana bağlı TBARS içerikleri. 

 

3.2.3.1 Radikul uzunluklarına bağlı TBARS içerikleri 
 

12. Saat: Kontrol Ģartları altında 6B ve 10B uygulaması, TBARS miktarının %21 

ve %32 azalmasına neden olmuĢtur. Tuz stresi uygulamasıyla TBARS içeriği tüm 

gruplarda artmıĢtır. Sadece tuz stresi uygulanmıĢ gruplarda TBARS içeriği 

kontrole göre %61 artmıĢtır. Stres altında 6 µM ve 10µM BRs uygulaması 

TBARS içeriğindeki bu artıĢı sırasıyla %15.23 ve %7.82 oranında engellemiĢtir. 

24. Saat: Uygulamanın 24. saatinde kontrole göre 6B grubunun TBARS 

içeriği %21 artarken 10B grubunun %5 azalmıĢtır. Tuz stresi TBARS 

miktarında %67 artıĢa sebep olurken 6BN ve 10BN uygulaması sırasıyla 

sadece %47 ve %38 oranında artıĢa neden olmuĢtur. 

48. Saat: Uygulamanın 48. saatinde tüm grupların TBARS içeriği kontrol 

grubuna göre artmıĢtır. Sadece tuz stresi TBARS içeriğinde %251 oranında artıĢa 

neden olmuĢtur. 6B ve 10B uygulaması bu artıĢı sırasıyla %43.37 ve %50.45 

oranında engellemiĢtir.  
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Şekil 3.26 12, 24, 48. saatlerdeki radikul uzunluğuna bağlı olarak C, 6B, 10B, N, 6BN, 10BN 

gruplarının TBARS içerikleri (p<0,05) 

 

 

4. TARTIŞMA 

Tohum çimlenmesi, su alınımı sonucu artan hücre bölünmelerinin 

ardından radikulun ortaya çıkmasıyla baĢlar (Bewley, 1997). Ancak bu süreçte 

tohumun su alarak hızlıca ĢiĢmesi, zar yapısında belirgin bir değiĢime neden 

olurken, bu değiĢim ĢiĢmeye bağlı bazı hasarlara da neden olmaktadır (Neya et al., 

2004). Tohumlarda ROS  üretiminin ana kaynağı, fotosentetik aktivite henüz 

gerçekleĢmediğinden, solunumdur. AĢırı ROS üretimi, nükleik asitlerin 

oksidasyonuna ve depolimerizasyonuna, peptit bağlarının kırılmasına ve membran 

lipidlerinin polisakkaritlerinin ve doymamıĢ yağ asitlerinin oksidasyonuna neden 

olduğundan dolayı hücre fonksiyon kaybına, hücre ölümüne ve tohum ölümüne 

neden olmaktadır (Bewley, 1997). Tüm bunların aksine, ROS‘ ların düĢük 

miktarları  hücre uzaması için gerekli olan hücre duvar gevĢemesini 

kolaylaĢtırması nedeniyle büyüme için hayati bir rol oynar (Passardi et al., 2004). 
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Tohumda aĢırı ROS üretimine neden olup tohum çimlenmesini ve verimini 

azaltan bir diğer faktör tuz, kuraklık gibi çevresel streslerdir (Kranner et al., 2010).  

Son yıllarda tohum çimlenmesi boyunca hücrelerarası ROS üretimi birçok 

çalıĢmanın (Schopfer et al., 2001) konusunu oluĢturmuĢtur. Ancak ROS 

üretiminin kontrollü ya da stres koĢulları altındaki tohum çimlenmesi ve erken 

fide geliĢimini nasıl etkilediği konusunda hala  çok az Ģey bilinmektedir (Kranner 

et al., 2010). Oysa ki tuz stresi altındaki tohum çimlenmesinin iyi anlaĢılması, 

tuzlu alanlarda tarımsal üretimin gerçekleĢtirilebilmesi için çok önemlidir. Son 

yıllarda, çeĢitli araĢtırmalarda, çimlenme sırasında hormon metabolik yolakları ve 

çevresel sinyaller arasındaki etkileĢimin belirlenmesinin de çimlenmenin baĢarılı 

olmasında oldukça etkili ve önemli olacağı rapor edilmiĢtir  (Yamauchi et al., 

2004; Oh et al., 2006; Matakiadis et al., 2009).  Bu nedenle çalıĢmamızda (i) tuz 

stresinin nohut tohumlarının çimlenmesini nasıl etkilediği (ii) stresin tohum 

embriyolarındaki ROS düzenlenmesini ve bu ROS ların süpürülmesinden sorumlu 

bazı antioksidan enzimlerin aktivitelerini nasıl etkilediği (iii) tuz stresine maruz 

bırakılan tohum embriyolarına dıĢarıdan BRs uygulamasıyla ROS 

düzenlenmesinin ve antioksidan savunma sisteminin nasıl değiĢtiği (iv) radikul 

uzama sürecinde BRs ve ROS düzenlenmesi arasındaki iliĢkinin nasıl olduğu 

araĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢmamızda tuz stresi, nohut tohumlarının çimlenmesinde inhibisyona 

neden olmuĢtur. Kontrol gruplarında ilk çimlenme uygulamanın 12. saatinde 

gözlenirken, tuz stresi altında ise tohumların çimlenmesi 24. saatte gerçekleĢmiĢtir. 

Bir baĢka deyiĢle, 200 mM NaCl çimlenmeyi 12 saat geciktirmiĢtir. Bir bitki 

hormonu olan BRs‘ nin çimlenme üzerine olumlu etkileri bir çok çalıĢmada 

gösterilmiĢtir (Anuradha and Rao, 2001; Zhang et al. 2007). ÇalıĢmamızda da, 

literatürle benzer olarak BRs uygulamasının tuz stresi altındaki tohumlarda 

çimlenmeyi iyileĢtirici yöndeki etkisi bulunmuĢtur. Uygulamanın 48. saatinde 

sadece tuz uygulanan tohumların çimlenmesi %40‘ ın altındayken, BRs 

uygulaması ile bu oran %50‘ nin üzerine çıkmıĢtır. ÇalıĢmamızdaki bulgularla 

paralel olarak; Anuradha and Rao (2001) da çeltik tohumlarında 150 mM NaCl ve 

3 µM BRs uygulamasının 24. saattinde sadece tuz uygulanan grupta hiç çimlenme 

gözlemezken tuz+ BRs uygulanan grupta %40 oranında çimlenme gözlediklerini 

rapor etmiĢlerdir. Aynı çalıĢmada, uygulamanın 36. saatinde ise sadece tuz 
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uygulanan grupta çimlenme % 41.6 oranındayken tuz+ BRs uygulanan grupta 

çimlenmenin %78.3 olduğu belirlenmiĢtir. Diğer bir çalıĢmada ise , Medicago 

sativa tohumlarına uygulanan 5 µM BRs‘ nin tuz stresinin çimlenme üzerindeki 

etkisini hafiflettiği ortaya konmuĢtur (Zhang et al., 2007). Ozmotik stres ve BRs 

uygulamasının sorghum (CSH-14) tohumlarının çimlenmesi üzerine yapılan baĢka 

bir çalıĢmada ise BRs uygulamasının ozmotik stresin çimlenme üzerindeki negatif 

etkisini azalttığı rapor edilmiĢtir (Vardhini and Rao 2003).  

Bitki hücrelerinde H2O2 birikiminin iki türlü etkisi vardır; birincisi hücreye 

zarar veren oksitleyici olarak davranması ve Fenton reaksiyonuna yol açarak OH
.-
 

radikali üretmesidir, ikincisi ise ikincil mesajcı olarak gen ifadesini uyarmasıdır 

(Miller et al., 2010). Kranner et al.‘ un (2010) bezelye tohumlarının çimlenmesi 

üzerine yaptıkları araĢtırmada tohumların su almaya baĢladığı ilk 30 dak. içinde 

hücre içindeki H2O2 miktarında belirgin bir artıĢ meydana gelmiĢtir. Bu artıĢ, 

solunum süresince elektron taĢıma zincirinden moleküler oksijene elektron kaçıĢı 

ile iliĢkilidir. ÇalıĢmamızda tohumların ilk defa su aldıkları 24 saatlik ĢiĢirme 

döneminde farklı uygulamalara maruz bırakıldıklarında H2O2 miktarlarının 

yaklaĢık aynı olduğu bulunmuĢtur. Bu durum, tuz stresi ya da BRs uygulamasının 

tohum içindeki ilk oksidatif patlamada rol oynamadığını göstermektedir.  

ġiĢirme dönemi sonrasında, kontrol ve sadece BRs uygulanan grupların 

H2O2 konsantrasyonu, çimlenme gerçekleĢinceye kadar (12 saat) sürekli artıĢ 

göstermiĢtir. Çimlenmeden gerçekleĢtikten sonra ise 24. saatte bu gruplarda H2O2 

konsantrasyonunda artıĢ durmuĢtur. Bu durum H2O2 ve O2
.-
 radikalinin hücre 

içindeki düĢük miktarının hücre uzaması için gerekli olan hücre duvar 

gevĢemesini kolaylaĢtırarak hücre büyümesindeki artıĢı sağlamasıyla 

iliĢkilendirilebilir. Kontrol gruplarıyla karĢılaĢtırıldıklarında tuz stresi uygulanan 

diğer gruplarda çimlenmenin gecikmesinin, bu radikallerin miktarındaki aĢırı artıĢ 

nedeniyle olabileceği düĢünülmektedir. Sadece tuz stresi uygulanan gruba göre  

6BN ve 10BN gruplarında gözlenen çimlenme yüzdesindeki iyileĢme özellikle 6 

ve 12. saatlerde artan H2O2 süpürücüleri olan CAT ve POX enzim aktivitesi ile 

ilgili olabilir.  

NADPH oksidazlar (NOX) hücre zarında bulunan bitki büyümesi, geliĢimi 

ve biyotik ve abiyotik streslere karĢı bitki cevaplarının oluĢmasında görev 
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almaktadır. NOX‘ lar NADPH‘ ı kullanarak O2
.-
 radikalini üreten enzimlerdir. 

Radikul uzaması ve hücre büyümesi sırasında ilk olarak hücre duvarının 

gevĢetilmesi gerekmektedir. Bu iĢlem ekspansinler ve endoglikanazlar gibi 

enzimler tarafından yapılabilse de, H2O2 , O2
.-
 , OH

.
 gibi ROS‘ larda hücre 

duvarının gevĢetilmesi görevini üstlenebilmektedir (Müller et al., 2009). 

ÇalıĢmamızda, çimlenmenin tamamlanmasından itibaren (kontrol koĢulları için 12 

saat, tuz koĢulları için 24 saat) NOX aktivitesinde önemli bir artıĢ gözlenmiĢtir. 

Bu artıĢın radikulun uzaması sırasında gerçekleĢmesi, nohut tohumlarında NOX 

aktivitesi sonucu üretilen ROS‘ un hücre duvarının gevĢemesinde oynadığı rol ile 

iliĢkilendirilebilir. ÇalıĢmamızda, kontrol koĢullarında ve 6B- 10B uygulama 

gruplarında NOX aktivitesi, ölçülen H2O2 konsantrasyonları ile paralellik 

göstermektedir. NOX‘ un radikul uzamasındaki önemini vurgulayacak nitelikte 

bir baĢka çalıĢmada ise, Lepidium sativum tohumlarında radikul uzaması sırasında 

bir NOX inhibitörü olan DPI uygulaması sonrası, ROS üretiminin %38.9 oranında 

azaldığı bulunmuĢtur (Müller et al., 2009).  

SOD, oksidatif strese karĢı bitkilerin oluĢturduğu savunma sisteminde 

önemli bir yere sahiptir (Giannopolities and Ries, 1977). Strese karĢı bu enzimin 

aktivitesinin artıĢ göstermesi bitki savunmasındaki önemini göstermektedir 

(Ashraf and Ali, 2008). Ancak, Cavalcanti et al., (2004) börülce (cowpea)‘ de 

SOD aktivitesindeki artıĢın tuz toleransının sağlanması için gerekli olmadığını 

kanıtlamıĢtır. Medicago sativa tohumlarına uygulanan 5 µM BRs‘ nin 150 mM 

NaCl stresi altında SOD aktivitesini arttırdığı gözlenmiĢtir (Zhang et al., 2007). 

Bizim çalıĢmamızda ise, 6B ve 10B uygulanan  tohumlar ile kontrol grubu 

tohumlarının su alıp ĢiĢmelerinden hemen sonra 8. saate kadar SOD aktivitesinde 

çok yüksek bir artıĢ gözlenmiĢtir. Çimlenmenin tamamlandığı 12. saatte ise SOD 

aktivitesinde azalma gözlenirken, 24. saat ile 48. saat arasında radikulların SOD 

aktivitesinde ise yükselme gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar, SOD‘ un substratını üreten 

NOX aktivitesi ile karĢılaĢtırıldığında, çimlenme gerçekleĢinceye kadar NOX 

aktivitesinin de SOD aktivitesi gibi arttığı anlaĢılmaktadır. Çimlenmenin 

tamamlanmasının hemen ardından radikullarda solunum nedeniyle ROS 

üretiminin arttığı bilinmektedir (Bailly, 2004). 24-48. saatte NOX aktivitesi azalsa 

da, radikullarda solunum faaliyetindeki artıĢ ROS‘ ların üretimini tetiklemiĢ ve 

buna bağlı olarak SOD aktivitesinde artıĢ gözlendiği düĢünülmektedir. Otegui et 
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al., (2002)‘da Arabidopsis‘de çimlenmenin ilk evrelerinde mitokondriyal MnSOD 

aktivitesinin arttığı görülmektedir. MnSOD aktivitesinin çimlenmenin ilk 

evrelerinde artması mitokondrideki solunum reaksiyonları ile ilgili olabilmektedir. 

ÇalıĢmamızda materyal olarak kullandığımız dokularda fotosentez aktivitesi 

gözlenmemesine rağmen, tüm uygulama gruplarında  kloroplastlarda lokalize olan 

FeSOD izozimi tanımlanmıĢtır. Benzer Ģekilde Libik et al. (2005) ve Bagnoli et al. 

‗da (1998) iceplant ve at kestanesi embriyolarında FeSOD izozimini tanımlamıĢtır. 

Uygulanan BRs konsantrasyonlarının tohum çimlenmesi ve radikul 

büyümesi sırasındaki toplam SOD ve MnSOD ve FeSOD izozim aktiviteleri 

üzerine etkisi incelendiğinde belirgin bir farklılığa rastlanmamıĢtır. Total SOD ve 

izozim aktivitelerindeki artıĢ ya da azalıĢların uygulanan BRs konsantasyonundan 

ziyade daha çok embriyo ve radikulun fizyolojik geliĢmiyle ilgili olduğu 

düĢünülmektedir.  

POX, kloroplastlar ve sitozolde H2O2‘ nin önemli bir kısmının 

süpürülmesinden sorumludur. Bu görevleri dıĢında, bitkilerin büyüme, geliĢme, 

lignifikasyon ve süberizasyon gibi süreçlerinde de önemli rollere sahiptirler 

(Asada and Takahasi, 1987). POX enzimi, CAT enzimi gibi SOD tarafından 

üretilen H2O2‘ nin süpürülmesinden sorumludur. ÇalıĢmamızda POX enzim 

aktivitesinin çimlenme sonrası ortaya çıktığı gözlenmiĢtir. Tohumda önemli bir 

görevi olan hücre duvarına bağlı POX enzimi ile beraber hem kontrol koĢullarında 

(12. saat) hem de tuz uygulanan gruplarda  (24. saat) POX aktivitesi çimlenmeden 

sonra gözle görülür seviyede artmıĢtır. Diğer ROS süpürücü enzimlerin 

aktivitelerinde artıĢ gözlenmemesine rağmen sadece POX aktivitesininin artması 

radikulda H2O2 süpürülmesinden sorumlu enzimin POX olduğunu iĢaret 

etmektedir. Medicago sativa tohumlarına uygulanan 5 µM BRs‘ nin 150 mM 

NaCl stresi altında POX aktivitesini arttırdığı gözlenmiĢtir (Zhang et al., 2007). 

Uygulamanın 6. saatinde kontrol gruplarının (C, 6B, 10B) POX 

aktivitesinin tuzlu gruplara göre daha fazla olması, ĢiĢirme dönemi sonrasındaki 

ilk oksidatif patlamanın sonucu olarak ortaya çıkan H2O2 miktarındaki artıĢı daha 

çok engellediğini göstermektedir. H2O2 in hücre içinde sınırlı miktarda 

tutulmasını sağlayan bu durum kontrol gruplarındaki erken çimlenmeyi de 

açıklayabilir.  
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CAT enzimi stresin yol açtığı oksidatif stres ile mücadelede önemli bir 

yere sahiptir. CAT enzimi peroksizomlarda lokalize olur. H2O2‘ nin H2O‘ ya 

dönüĢümünden sorumludur. Kontrol koĢullarında CAT aktivitesi POX gibi 

çimlenmeden sonra radikulda artıĢ göstermiĢtir. Tuz uygulanan gruplarda ise 

tohumun su alıp ĢiĢmeye baĢlamasından hemen sonra CAT aktivitesinde artıĢlar 

gözlenmiĢtir. CAT ve SOD aktiviteleri Bagnoli et al. ‗ un (1998) kestane 

embriyoları üzerinde yaptıkları çalıĢmada tohum çimlenmesi ve geliĢiminin ilk 

evrelerinde artıĢ göstermiĢtir ve çalıĢmamızla uyumlu bir sonuç göstermektedir. 

ġiĢirme döneminde ve stres-hormon uygulamasının 6. ve 8. saatlerinde 

NaCl uygulanmıĢ tüm tohumların embriyolarında ölçülen TBARS miktarı, kontrol 

gruplarına göre daha düĢük seviyededir.  Bu durum stres altındaki tohumlarda 

gerçekleĢen metabolik faaliyetlerin daha az olması buna bağlı olarakta Ģekil 3.22 

ve 3.23 de da görüldüğü gibi oluĢan H2O2 ve ya diğer ROS‘ların azlığı ile 

açıklanabilir. Denemenin 12., 24. ve 48. saatlerinde radikulların zarlarında 

meydana gelen peroksidasyon oranları karĢılaĢtırıldığında tuz gruplarının TBARS 

içeriklerinin BRs uygulaması yapılan gruplardan daha fazla olduğu bulunmuĢtur. 

Bu sonuçlar McCord (2000) ve Jain et al. (2001) çalıĢmasında da belirtildiği gibi 

brassinosteroidin tohumun tuzlu koĢullarda aktif oksijen türleri ile baĢa 

çıkmasında önemli rol oynadığını göstermektedir. 

5. SONUÇ 

ÇalıĢmamızda; 

 (i) tuz stresinin nohut tohumlarının çimlenmesi üzerine etkisi,  

(ii) stres altında tohum embriyolarındaki ROS düzenlenmesini ve bu ROS 

ların süpürülmesinden sorumlu bazı antioksidan enzimlerin aktivitelerini nasıl 

etkilediği,  

(iii) tuz stresine maruz bırakılan tohum embriyolarına dıĢarıdan BRs 

uygulamasıyla ROS düzenlenmesinin ve antioksidan savunma sisteminin nasıl 

değiĢtiği,  

(iv) radikul uzama sürecinde BRs ve ROS düzenlenmesi arasındaki 

iliĢkinin nasıl olduğu belirlenmiĢtir.  
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Buna göre;  

1. Tuz stresinin (200 mM NaCl) tohum çimlenmesinde inhibisyona 

(%64) neden olduğu, dıĢarıdan BRs (6 -10 µM) uygulamasıyla tuz 

stresine maruz bırakılan nohut tohumlarının çimlenmesinde %20-24 

iyileĢme sağladığı gözlenmiĢtir.  

2. ġiĢirme sonrasındaki ilk oksidatif patlamada ortaya çıkan H2O2 miktarı 

üzerinde tuz stresi ya da BRs uygulamasının etkili olmadığı 

belirlenmiĢtir. 

3. Kontrol koĢulları altındaki tüm uygulama gruplarında çimlenme 

gerçekleĢinceye kadar H2O2 ‗ in sınırlı artıĢı tuz gruplarına göre 

çimlenmenin 12 saat daha erken olmasını sağlamıĢtır .  

4. Tuz stresi altında BRs uygulamasının tohum çimlenme zamanı 

üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığı bulunmuĢtur. 

5. Tüm gruplarda çimlenmenin tamamlanmasından sonra gözlenen NOX 

aktivitesi sonucu O2
.- 

radikal miktarındaki artıĢ radikul uzamasıyla 

paralellik göstermektedir. Tuz stresi koĢullarında NOX aracılı-radikul 

uzaması üzerine BRs‘ nin etkisi ilk 12 saatte gözlenmiĢtir. 

6. Tüm uygulama gruplarının total SOD ve izozim aktivitelerindeki artıĢ 

ya da azalıĢların uygulanan BRs konsantasyonundan ziyade daha çok 

embriyo ve radikulun fizyolojik geliĢmiyle ilgili olduğu 

düĢünülmektedir. 

7. Kontrol gruplarında H2O2 ‗ in hücre içinde sınırlı miktarda tutulmasına 

bağlı olarak gözlenen erken çimlenme POX (çözünebilir ve hücre 

duvarına bağlı) aktivitesindeki artıĢla açıklanabilir. Ayrıca dıĢarıdan 

BRs uygulaması, tuz stresi altında çimlenme verimini arttırmıĢtır. Bu 

durum POX aktivitesindeki artıĢla açıklanabilir.  

8. ġiĢirme döneminde ve stres-hormon uygulamasının 6. ve 8. saatlerinde 

NaCl uygulanmıĢ tüm tohumların embriyolarındaki TBARS miktarı, 

kontrol gruplarına göre daha düĢük seviyededir.  Bu durum stres 

altındaki tohumlarda gerçekleĢen metabolik faaliyetlerin daha az 

olması ile açıklanabilir.  
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9. Denemenin 12., 24. ve 48. saatlerinde tuz gruplarındaki membran 

hasarının BRs uygulaması yapılan gruplardan daha fazla olduğu 

bulunmuĢtur.  
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