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OZET

Bu g¢aligmada spermin (SPM), putrescin (PUT), benziladenin (BA) ve giberellik asit
(GA3) ile 6n muamele yapildiktan sonra paraquat (PQ) herbisiti uygulanan usir
fidelerindeki nispi su igerigi, toplam klorofil, ¢ziinebilir protein, baz1 antioksidant madde
(karotenoid ve askorbik asit) ve enzim aktivitelerindeki (siiperoksit dismutaz (SOD),
peroksidaz (POD) ve glutatyon rediiktaz (GR)) degisimler ile bazi endojenik hormon
miktarlar1 (GA, indol asetik asit (IAA), zeatin (Z) ve absisik asit (ABA)) belirlenmigtir.

PQ uygulanan fidelerdeki nispi su igerigi, toplam klorofil ve ¢Oziinebilir protein
miktarlarmin  istatistiki bakimdan Onemli Olgiide azaldigi, biiylimeyi diizenleyici
maddelerle (BDM) 6n muamele yapilan fidelerde ise s6zkonusu parametrelerde meydana
gelen azalmalarm engellendigi tespit edilmistir. Ayrica BDM’lerle én muamele yapilan
fidelerde, karotenoid ve askorbik asit gibi antioksidant maddelerin miktarlarmda PQ’nin
sebep oldugu azalmalarin da 6nemli Slgiide engellendigi bulunmugtur.

Antioksidant enzimlerle ilgili yapilan g¢aligmalarda, PQ uygulanan fidelerdeki SOD
ve POD aktivitelerinin arttig1, GR aktivitesinin baglangicta arttifi daha sonra ise azaldig:
belirlenmigtir. SPM, PUT ve BA ile 6n muamele yapilan fidelerde uygulanan
konsantrasyona bagh olarak SOD ve POD aktivitelerinin arttif1i, GAs uygulanan fidelerde
ise SOD ve POD aktivitelerinde meydana gelen degisimlerin istatistiki bakimdan Snemli
olmadigi bulunmugtur. BDM’lerle 6n muamele yapilan fidelerdeki GR aktivitesinin
genellikle arttig1 tespit edilmigtir.

Ayrica PQ uygulanan fidelerdeki endojenik GA, IAA ve Z miktarlarmin azaldig,
ABA miktarmin ise arttifi saptanmustir. GA, IAA ve Z miktarlarimda meydana gelen
azalmalarm BDM’lerle 6n muamele yapilan fidelerde engellendigi, hatta bazilarmm
miktarlarmda Snemli artiglarin oldugu belirlenmigtir. ABA miktarimm ise kontrol fidelerine
nazaran (0,2 mM SPM ve PUT hari¢) istatistiki bakimdan Onemli &lgiide degismedigi
bulunmustur.

Elde edilen bulgulara gbre, BDM’lerin oksidatif strese sebep olan faktSrlere kars

bitkilerin tolerans mekanizmasimi olumlu ydnde uyarabilecegi sGylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Paraquat, Oksidatif Stres, Spermin, Putrescin, Benziladenin,
Giberellik Asit, Siiperoksit Dismutaz, Peroksidaz.
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SUMMARY

The Effects of Plant Growth Regulators on Oxidative Stress

In this study, maize (Zea mays L.) seedlings exposed to paraquat (PQ) after pretreated
with spermine (SPM), putrescine (PUT), benzyladenine (BA) and gibberellic acid (GA3)
were examined to find out the changes of relative water content, total chlorophyll, soluble
protein, some antioxidant substances (carotenoid and ascorbic acid) and enzyme
(superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and glutathione reductase (GR)) activities
with some endogenous plant growth regulators (GA, indolacetic acid (IAA), zeatin (Z),
abscisic acid (ABA)) levels.

Relative water, total chlorophyll and soluble protein contents in maize seedlings
treated with PQ decreased significantly, while the decreases in these parameters were
determined to prevent in seedlings pretreated with plant growth regulators (PGR). Also, it
was found that the decreases caused by PQ in the levels of antioxidant substances such as
carotenoid and ascorbic acid were significantly prevented in seedlings pretreated with
PGR.

SOD and POD activities were recorded to increase, GR activity increased at first and
then decreased in seedlings exposed to PQ. In seedlings pretreated with SPM, PUT and
BA, SOD and POD activities were determined to increase depending on the concentrations
applied and not to change significantly the activities of these enzymes in GA3 treatments.
Generally, GR activity increased in the seedlings pretreated with PGR.

Also, PQ treatment decreased the levels of endogenous GA, [AA and Z, while
increased ABA level. The decreases in the levels of GA, IAA and Z were prevented in the
seedlings pretreated with PGR, even the amounts of some endogenous PGR increased
significantly. ABA content was not markedly different as compared with control seedlings
(except 0.2 mM SPM and PUT).

According to the present results, it can be said that PGR might positively stimulate

the tolerance mechanisms of plants against the factors caused oxidative stress.

Key Words:Paraquat, Oxidative Stress, Spermine, Putrescine, Benzyladenine, Gibberellic
Acid, Superoxide Dismutase, Peroxidase.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Girig

Oksijen, aerobik hayatin devamu i¢in gerekli olmasma rafmen canlilarda bir gok
dejenerasyon ve hastabk olugumuyla da alakahdr (Marx, 1985). Cesitli caligmalarda
oksijenin canh dokularda meydana getirdigi hasarmn serbest oksijen radikalleri olarak
adlandirilan siiperoksit, peroksit ve hidroksil radikallerinin {iretiminden kaynaklandigi
kaydedilmistir. Oksijenden kaynaklanan bu radikaller protein, lipid, karbohidrat ve niikleik
asitler gibi makromolekiillerle reaksiyona girerek hiicrelerde hasar meydana getirirler
(Smirnoff, 1993; Wise, 1995; Bartosz, 1997). Bu durum bitki, insan, hayvan ve aerobik
bakteriler olmak {izere biitiin canlilarda meydana gelebilir, Oksijenin toksikligi, elektron ve
enerjinin oksijen molekiiliine transferinden kaynaklanir. Bu olaylarm her ikisi de toksik
oksijen radikallerinin olugsumuna neden olur. Toksik oksijen radikalleri reaktif oksijen
tlirleri (ROS) olarak da adlandiriliclar. Yaglanma, katarakt, kalp hastaligt ve kanser gibi bir
¢ok hastalifin bu reaktif oksijen tiirleriyle ilgisi oldugu kaydedilmisticr (Marx, 1985;
Cerutti, 1994; Wiseman, Halliwell, 1996; Jacobson, 1996).

Bitkilerde ¢esitli stres kosullarinda agir1 miktarda iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin
sebep oldugu lirlin kayiplarmmn, tarimsal verimlilikteki azalmanin temel kaynagi oldugu
diigtiniilmektedir. Optimum kosullar altinda bile birgok metabolik olayda reaktif oksijen
tiirleri iretilebilmektedir. Bitkilerde bu metabolik reaksiyonlarm en nemlisi 1518a bagh
olaylardir. Isik enerjisi fotosentez igin gerekli olup karbon fiksasyonu ve diger metabolik
olaylar icin gerekli olandan daha fazla 151k enerjisi absorblandiginda zararh etkilere sebep
olabilir. Cogu bitkiler 11k yakalayici kompleks tarafindan absorblanan enerjinin % 50°den
fazlasi kullanamazlar. Bu nedenle bitkiler, ROS’larin iiretiminden sakimak icin fazla
olan enerjinin dagitilmasm saglayan mekanizmalara sahiptirler. Enerji harcanmasi
NADPH ve ATP aracihifiyla karbon fiksasyonu ve fotorespirasyon olaylariyla basarilir.
Fotosentetik hiicreler bir dizi 15182 duyarh pigmentler ihtiva ettikleri igin oksijen radikalleri
tiretmeye meyillidirler. Siiperoksit ve H,0, gibi ROS’larm kloroplastlardan etkili bir
sekilde uzaklagtirdmasi fotosentezin inhibisyonunu Onlemek i¢in oldukca Onemlidir.
Nitekim, H>O»’nin 10 uM kadar diigiik seviyelerinin bile karbon fiksasyonunun % 50’sini




inhibe edebilecegi bulunmustur (Kaiser, 1976, 1979). Ayrica bir ¢ok calismada, cesitli
cevresel stresleri takiben fotosentezde meydana gelen azalmanm biiyiik sebebinin ROS’lar
oldugu ileri siiriilmiigtiir (Bowler vd., 1992; Allen, 1995; Smirnoff, 1995; Alscher vd.,
1997). Bununla birlikte siiperoksit ve HzO,, hidroksil radikaline oranla daha az bir
toksisiteye sahiptir. Hidroksil radikali canlilarda Onemli biyolojik hasarlara sebep
olmaktadr.

Stresin en genel &zelligi elektron transferiyle ilgili metabolizmay: bozmak oldugu
igin, fotosentetik elektron transport sistemi bitki dokularindaki reaktif oksijen tiirlerinin
tiretilebilecegi biiyiik kaynaktir (Asada, 1994). Bitkilerde oksijen aktivasyonunun
gerceklesebilecegi bu olaylar siki bir gekilde baglantih ve kontrol altmda olmalarma
ragmen, herhangi bir stres durumunda bu kontrol ve baglantmm bozulmas: sonucu reaktif
oksijen tiirlerinin olugumu gergeklesebilir. Bir bitkinin hareketinin minimum oldugu ve
cevresini kontrol edemedigi diigliniildiigiinde, bu durumun bitkilerdeki genel bir olay
olmas1 muhtemeldir.

ROS’larmn toksikliginin iistesinden gelmek igin aerobik organizmalar hem enzimatik
hem de enzimatik olmayan bilesenlerden olusan antioksidant savunma sistemine
sahiptirler. Stressiz kogullar altinda antioksidant savunma sistemi reaktif oksijen ve serbest
radikallere kargi yeterli korumayr saglar. Radikal {iretimi antioksidant savunma sistemini
aginca metabolizmada bozukluklar meydana gelir ve dokular hasara maruz kalirlar. Bu
durum oksidatif stres olarak adlandirilir. Bitkilerde oksidatif strese sebep olan faktorlerin
baginda hava kirleticileri, yiiksek oksijen basmci, afir metaller, radyasyon ve herbisitler
sayilabilir.

Oksidatif strese karsi bitkileri daha toleransh hale getirmek veya oksidatif stresin
meydana getirdigi olumsuz etkileri minimuma indirebilmek icin birtakim g¢aligmalar
yapimaktadir. Bu c¢ahgmalarin bazilarinda antioksidant enzimler veya maddeleri fazla
miktarda ekspres eden transgenik bitkiler retilmekte (Bowler vd., 1991; Creissen vd.,
1994; Van Camp vd., 1994a), bazilarinda ise biiylimeyi diizenleyici maddeler gibi birtakim
kimyasallar uygulanmaktadir (Mehlhorn, 1990; Chang, Kao, 1997).

Yapilan literatiir ¢aligmalarmda biiylimeyi diizenleyici maddelerin oksidatif stres
lizerine etkisiyle ilgili ayrmtih ¢aligmalara rastlanilmamigy ve sdz konusu maddelerin
muhtemel etkilerinin antioksidant sistemin bilegenleriyle baglantili olup olmadify detayl
bir sekilde aragtirlmamugtir. Bu nedenle ¢ahigmamizda bazi biiylimeyi diizenleyici
maddelerin (putrescin, spermin, giberellik asit ve benziladenin) oksidatif strese karsi




bitkileri daha toleransh hale getirip getirmedikleri arastirilacak ve bu maddelerin etki
mekanizmalarmm bitkilerdeki antioksidant sistemin bilesenleriyle iligkili olup olmadig:
tespit edilecektir. Bu amagla ¢aligmamizda Oncelikle bitkiler baz biiyiimeyi diizenleyici
maddelerle (putrescin, spermin, giberellik asit ve benziladenin) 6n muameleye tabii
tutulacak ve daha sonra paraquat herbisiti kullamlarak oksidatif stres tegvik edilecektir.
Paraquat uygulandiktan sonra oksidatif stresin giddetine bagh olarak belirli zaman
dilimlerinde bitkilerden alman Ornekler iizerinde antioksidant sistemde fonksiyonu olan
bazi parametreler ve enzim aktivitelerindeki degigiklikler tayin edilecektir. Boylece
oksidatif stresin olumsuz etkilerini gidermede sz konusu biiylimeyi diizenleyici
maddelerin katkis1 aragtirilacak ve hangi mekanizmalarla etki ettikleri hakkinda bazi
deliller elde edilmeye ¢ahigilacaktir.

1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Organizmalar igin agm derecede toksik olan reaktif oksijen tiirlerinin firetimi, biitiin
canll organizmalarda aerobik metabolizmanin kagmilmaz bir sonucudur. Temel haldeki
atmosferik oksijenin 6zellikleri difer gaz elementlerinkinden farkhdir. Ciinkii oksijen
biradikaldir yani ¢iftlesmemis iki elektron ihtiva eder. Bu 6zellik aktive olmaksizin organik
molekiilllerle oksijenin reaksiyona girmesini engeller. Ancak bu eslesmemis elektronlarm
varhgmdan dolayr oksijen yiiksek bir indirgenme potansiyeline sahip olan ¢ok giiclii bir
oksidanttir ve kolaylkla bagka radikallerle reaksiyona girebilir. Oksijendeki iki tane
¢iftlesmemis elektronun paralel spinlere sahip olmalarindan dolayi, oksijenin aktivasyonu
igin enerjiye ihtiyag vardr. Molekiiler oksijenin olafan olmayan bu elektron
konfigiirasyonu ya bir spin degisimiyle singlet oksijen (‘0,) ya da bir, iki veya iig
elektronun ilavesiyle swrasiyla siiperoksit (O2), hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri
(OH) nin olugumlariyla sonuglanir. Bu reaktif oksijen tiirlerinin en belitli etkileri in vivo
makromolekiillerde irreversibl hasar olusturmalaridir (Larson, 1995). Normal kosullarda
ROS’larm fiiretimi ve uzaklagtirilmasi arasmda denge vardir (Foyer vd., 1994). Ancak,
olumsuz gevre kosullarmda bu denge bozulur ve ROS miktarinn artmas: sonucu oksidatif
stres meydana gelir (Farr, Kogoma, 1991; Noctor, Foyer, 1998). ROS olusumunun
sonuglan stresin yogunluguna ve hiicredeki fizikokimyasal kosullara (antioksidant durum,
redoks bali ve PH) baghdir. Genellikle stres altinda {iretilen ROS’larm lipid
peroksidasyonu, enzim inaktivasyonu, proteinlerde g¢apraz baglanmalar, fotosentezde




azalma ve DNA’da mutasyonlara sebep olan zararh faktorler oldugu kabul edilir (Shewfelt,
Purvis, 1995; Alscher vd., 1997).

Kloroplast, mitokondri ve plazma membranlarmdaki elektron transportunun
kacimlmaz bir sonucu olarak molekiiler oksijene elektronlarm aktarilmasiyla birlikte
ROS’lar iiretilir (Alscher vd., 1997). Karanlikta biiyilyen fideler ve kokler gibi fotosentetik
olmayan dokularda mitokondri, fotosentetik dokularda ise, fotosentezin yiiksek enerjili
reaksiyonlar1 ve zengin O, kaynafindan dolay1 kloroplastlar ROS’larm en muhtemel
kaynagidir (Puntarulo vd., 1991). Bu nedenle bitkiler fotosentetik hiicre ici oksijen
{iretiminden dolayr oksidatif stresten etkilenirler (Rabinowitch, Fridovich, 1983). Ozellikle
fotosentetik hiicreler hem oksijen iirettikleri hem de tiikettikleri icin oksidatif strese
meyillidirler. Fotosentetik elektron transport sistemi, bitki dokularmndaki reaktif oksijen
tiirlerinin biiyiik kaynagidir. Bu elektron transport sistemi singlet oksijen ve siiperoksit
liretme potansiyeline sahiptir (Foyer, Harbinson, 1994). Bilindigi gibi yiiksek 151k
yogunlugu PS I'in agin indirgenmesine yol agar ve CO, fiksasyonu elektron transport
sisteminin bu hizma erisemeyecegi icin, NADP" havuzu tamamen indirgenir. Bu durumda
ortamda indirgeyecek NADP' olmaymca PS I elektronlarim oksijene vererek ROS
olusumunu saglar (Mehler reaksiyonu). Diisiik sicaklik ve diigiik CO, kullamlabilirligi
(kapali stoma) gibi gevresel stres kosullar1 tarafindan CO, fiksasyonu kisitlandifi zaman,
orta dereceli 15tk yogunlugunda bile PS I agir1 indirgenir ve ROS iiretimi artar (Allen,
1995). Ayrica soguk, sicakhk gibi gevresel stresler, ozon ve siilfiir dioksit gibi kirleticiler
ve UV radyasyonundaki artiglar CO, fiksasyonu ve NADP indirgenmesi arasmdaki
dengeyi bozarlar ve fotosentezle iiretilen indirgeyici enerjinin NADP yerine Oj’ye
aktarilmasim saglarlar (Mehler, 1951; Anderson vd., 1995; Green, Fluhr, 1995). Bu
durumda olusan reaktif oksijen tiirleri hiicresel makromolekiillerle direkt ya da indirekt
olarak etkilegime girerek oksidatif stresi meydana getirebilir (Asada, Takahashi, 1987;
Foyer vd., 1994).

Son yapilan g¢aliymalarda bitki-patojen etkilegimlerinde de H»O»’nin rol oynadifi
ortaya koyulmustur (Mehdy, 1994; Levine vd., 1994). Ormegin, apoplastta H,O,
tiretimindeki artig patojenlere kargi koruma saglanugtir (Mehdy, 1994). Ayrica patojenik
mantarlara cevap olarak bitkilerde siiperoksit tiretildigi tespit edilmigtir (Doke vd., 1991).
Goriilecegi gibi bazi durumlarda ROS’larm yikic1 giici ve sinyal potansiyelleri etkili bir
savunma igin kullamlabilir. Bitkilerde biyolojik, fiziksel ve kimyasal streslere cevap olarak




siiperoksit iireten reaksiyonlarm aktiflestidi ve bir sinyal gibi gOrev yaptif1
diigiiniilmektedir (Doke vd., 1991).

1.2.1. Singlet O,’nin Olusumu

Singlet O2 (*O), oksijenin daha yitksek enerjili bir halidir. Bu form oksijendeki
eslesmis iki elektron, aym orbitalde veya farkhh orbitallerde zit spinler halinde
bulunduklarmda olugur. Triplet oksijenin singlet oksijene doniigmesi igin ilave elektrona
ihtiya¢ yoktur ancak elektronlardan birinin spinini degigtirmesi i¢in enerji gereklidir.
Singlet oksijen ¢ok cesitli yollarla kimyasal veya fotokimyasal olarak iiretilebilir ve
dumanin bilegenlerinden biri olmasindan dolayr atmosferik bir kirleticidir. Bu oksijen
formunun kimyasal {iretim yollarmdan birisi lipoksigenaz (LOX, EC 1.13.11.12)
aktivitesiyle ilgilidir (Kanofsky, Axelrod, 1986). Bitkilerde 'O,’nin tiretildigi en iyi bilinen
yol fotokimyasal olup, fazla miktarda isik enerjisi absorblayan klorofilden, oksijene enerji
aktarilmasiyla alakahdir. Yani elektron transport sistemindeki klorofil pigmentleri 'O, nin
baglica kaynagidirlar (Foyer vd., 1997). Fotosentezin 151k yakalayict sistemlerinde bulunan
uyartlmg durumdaki singlet klorofil molekiilii absorbladifi enerjiyi, elektron transport
sistemi, floresans veya termal dagitim yoluyla kaybedemez veya kullanamazsa triplet
klorofile doniigiir. Triplet klorofil, temel durumdaki oksijene enerjisini vererek 'O,’ni
olusturur ve normal haline geri déner (Foyer vd., 1994; Demming- Adams, Adams, 1996).
Bu tip bir singlet oksijen olusumu, kuraklik sonucunda stomalarm kapanmasiyla, membran
transport sistemlerinde hasar olugmasiyla, spesifik besleyicilerin eksikligi ile, kirletici ve
herbisit gibi ksenobiotik kimyasallarin varhginda meydana gelebilir.

10, bir ¢ok organik molekiille reaksiyona girdi3i igin yiiksek oranda yikicidir ve
canh organizmalarda hasar olusturan baglica oksijen tiirlerinden birisidir (Cadenas, 1989).
Ayrica singlet oksijen hidroperoksitleri ve endoperoksitleri olugturmak igin en ve dien’lerle
birlikte reaksiyonlara girer ve serbest radikal zincir reaksiyonlarm baglatir (Foote, 1979;
Krinsky, 1979). Bu oksijen tiiriiniin kimyasal reaksiyonlar igin tercih ettigi hedefler,
doymams yag asitleri veya DNA’daki guanin bazlar gibi ¢ifte baglardir.




1.2.2. Siiperoksit Uretimi

Siiperoksit radikali (O2), oksijene bir elektronun aktarilmasiyla olugur. Bu reaksiyon
enzimatik olarak ¢esitli organellerde meydana gelebilir. Mikrobadilerdeki ksantin oksidaz,
iirat oksidaz ve NADH oksidaz enzimleri, substratlarmin oksidasyonu sirasmda stiperoksit
iiretirler. Ksantin oksidaz reaksiyonu siiperoksitin bir {iretim kaynagi olarak in vitro
kullanilir ve ksantinin {irik asite doniiglimii boyunca 1 mol siiperoksit iiretilir (Fridovich,
1970). Plasma membranlarinda da siiperoksit iireten bir NAD(P)H oksidaz belirlenmigtir
(Vionella, Macri, 1991). Bu flavoproteinler belirli kinonlar veya azotlu bilegiklerin redoks
siklusuyla siiperoksit iiretebilirler. Koklerde, NAD(P)H oksidaz Fe'*’ti Fe¢"*ye indirger ve
boylece onu transport edilebilir bir forma doniigtiiriir. Bu enzimin yukanda belirtilen
fonksiyonu bozulunca siiperoksit iiretmeye baglar (Cakmak, Marschner, 1988). Ayrica
enzimatik olmayan reaksiyonlarla siiperoksit, kloroplast, mitokondri ve plazma
membranmndaki elektron transport sisteminin yeterince diigiik redoks potansiyeline sahip
bilegenleri ve ferrodoksin tarafindan {iretilebilir. Kloroplastlarda PS I ve PS II tarafindan
stiperoksitin {iretildigi kaydedilmigtir (Robinson, 1988). CO, kaynag: kisith oldugu zaman
PS I, NADP havuzunu tamamen indirger ve ortamda indirgeyecek baska NADP olmadif:
icin ihtiva ettigi elektronu molekiiler oksijene vererek stiperoksiti olugturur (Asada,
Takahashi, 1987). PS II reaksiyon merkezinde de suyun pargalanmast sonucu agiga ¢ikan
elektronlarm molekiiler oksijeni indirgeme ihtimali oldugundan burada da siiperoksit
tiretilebilmesi miimkiindiir. Ayrica bazi herbisitler PS II yapisinda bulunan D1 proteinine
baglanip, elektron transportunu keserek siiperoksit olugumuna katkida bulunabilirler. Fakat
genellikle in vivo oksijen indirgenmesinin biiyiik bir ¢ogunlugu, indirgenmis ferrodoksin
yoluyla PS I’de meydana gelir (Furbank, Badger, 1983). Ayrica mitokondrilerde de Snemli
miktarlarda siiperoksit iiretildigi rapor edilmistir (Rich, Bonner, 1978). Siiperoksitin
yanisira izole edilmis mitokondrilerde, NADH varliginda H,O, de dretildigi
kaydedilmistir (Loschen vd., 1973, 1974). Mitokondrilerde siiperoksitin iiretildigi iki bolge
tespit edilmigtir (Leprince vd., 1994). Birincisi ETS’de elektronlar: en son oksijene aktaran
sitokrom oksidaz kismi, digeri ise ubikinon A bdlgesidir. Ubikinonun indirgenmesini
artrran  kosullar, ETS’de ubikinon A- sitokrom b bolgesinde oksijenin siiperoksite
indirgenmesini saglarlar (Rich, Bomner, 1978). ETS’de bulunan Fe-S proteinlerinin
¢ogunlugu ve NADH dehidrogenaz enzimleri de siiperoksit ve HyO, liretme potansiyeline




sahiptirler (Turrens vd., 1982). Ayrica endoplazmik retikulumda sitokrom Paso’nin de
stiperoksit tiretimine katildigi rapor edilmistir ( Winston, Cederbaum, 1983).

Siiperoksit radikali oldukga reaktiftir ve lipidlerin yanisira difer biyokimyasal
bilegenlerin de oksidasyonuna sebep olur. Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran
hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek zincir kiriklartyla iligkisi oldugu belirtilmigtir
(Fridovich, 1995). Siiperoksitin biyolojik sistemlerde en etkili oldugu yapilar proteinlerin
siilfidril gruplar1 ve hiicre membramindaki doymamug yag asitleridir. Ayrica siiperoksit
radikali, hidrojen peroksitle reaksiyona girerek ¢ok daha toksik bir molekiil olan hidroksil
radikalini iiretebilir. Haber- Weiss reaksiyonu olarak bilinen bu reaksiyon demir ve bakir
gibi metallerin katalizorliigiinde oldukca hizh gergeklesir.

1.2.3. Hidrojen Peroksit

Oksijenin tek elektronla kademeli indirgenmesinde ikinci tiriin peroksit anyonu olup
(02?), daha ziyade kararh bir hali olan hidrojen peroksit (H,0,) seklinde bulunur. H,O,
esas olarak siiperoksitin enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlarla yikimi sirasinda
olugur. Siiperoksitin enzimatik olmayan yikmm notral ve hafifce asidik PH’da
kendiliginden, enzimatik yikim ise siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan gergeklestirilir.
Ancak SOD tarafindan katalizlenen reaksiyon digerinden 10.000 kat daha hizhdir (Bowler
vd., 1992). Kisaca siiperoksitin olugtugu yerlerde Gnemli miktarlarda H,O,’de {iretilir.
Bitkilerde H,O»’nin iiretildifi bagka bir biiylik kaynak, fotorespirasyonla glikolatin
oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Glikolat oksidaz, glikolattan oksijene
iki elektron transfer ederek H»O,’yi iiretir (Lindqvist vd., 1991). Ayrica peroksit,
biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri swrasmda ve genellikle flavoproteinlerle gergeklestirilen reaksiyonlarla da
olugturulur. H,O,, bitki hiicrelerinde iiretilen ROS’lar icerisinde en kararh olan bilegiktir.
Membranlardan kolaylikla gecebilir ve bdylece etki edecegi kisma aktarilabilir (Foyer vd.,
1997). Ayrica bu bilesik, DNA, proteinler ve doymamg yaglarda ciddi kimyasal
degisikliklere neden olabilir. Diger taraftan Calvin siklusu enzimlerini ve diger enzimleri
SH baglar1 oksidasyonuyla inhibe ederek hasarlar olugturabilir (Kaiser, 1976). Hidrojen
peroksit bir radikal olmadig1 halde gesitli radikallerin olugumunda 6nemli bir rol oynar ve
stiperoksit ile reaksiyona girdiginde serbest oksijen radikalleri iginde en yiiksek derecede
toksisiteye sahip olan hidroksil radikallerini olugturur.




1.2.4. Hidroksil Radikali

Hidroksil serbest radikali (OH") oksijen ara {iriinlerinden en reaktif olanidir ve bilinen
en potansiyel oksidanttir. Bu oksijen radikal tiirliniin hiicrelerde mevcut olan tiim organik
yapilara saldrabilme yetene§i vardir: Bu nedenle yiikksek oranda yikici ve mutajenik
potansiyele sahiptir. Hidroksil radikali iyonlagtirici radyasyonun etkisiyle olugturulabilir ve
muhtemelen X-1gm ve gama iginlari ile hiicrelerin 6lmesine sebep olan en temel tiirlerden
birisidir. Bu radikal kimyasal olarak siiperoksit ve hidrojen peroksit arasindaki reaksiyonla
da iiretilebilir. Dolayisiyla siiperoksit ve hidrojen peroksitin aym anda iiretildigi canh
sistemlerde hidroksil radikalinin biyokimyasal olugumu miimkiindiir (1).

0Oy +H,0 - O, +0H +OH (1)

Haber- Weiss reaksiyonu olarak adlandirilan bu reaksiyon demir veya bakir gibi
metallerin katalizérliigiinde olduk¢a hizli gergeklegir. H,O,'nin Fe™ tuzlariyla karigmu
sonucu hidroksil radikali olugur ve bu reaksiyon sonucu Fe?, Fe"*’e oksitlenir (Fenton
reaksiyonu) (2). Olugan Fe*, siiperoksit radikaliyle yeniden Fe"*’ye indirgenir ve Fenton
reaksiyonu yeniden gerceklesir (3).

H,0, + Fe'* kompleks — Fe™ kompleks + OH + OH 2)
0, + Fe*® kompleks — Fe™ kompleks + O (3)

Hidroksil radikallerinin reaktivitesi olduk¢a yiiksek ve yarilanma Omiirleri gok
kisadir. Canh sistemlerde olugtuklar1 anda yakmlarmda bulunan herhangi bir biyolojik
molekiille reaksiyona girebilirler (Baker, Orlandi, 1995). Proteinlerdeki siilfidril gruplari
ve doymamig yag asitleri bu radikallerin etkisine maruz kaldiklarinda ¢esitli reaktiviteye
sahip organik radikalleri olugturabilirler.




1.2.5. ROS’larin Makromolekiillere Etkileri

ROS’lar lipid, protein, karbohidrat ve nikleik asitler gibi hiicrelerin temel bilesenleri
tizerinde etkili olurlar. ROS’lara en hassas molekiiller membranlarin da yapisim olugturan
lipidlerdir. Ozellikle ¢ift baglarm bulundugu doymamig yag asitlerini igeren lipidler ROS
ile kolayca reaksiyona girer ve lipid peroksidasyonu meydana gelir. Membran yapis1 ve
fonksiyonu iizerinde ROS’larm etkilerinin en ¢ok aragtirilanlarmdan birisi lipid
peroksidasyonudur. Bir dizi reaksiyonlar sonucu meydana gelen bu olay, ROS’un etkisiyle
doymamig yag asitinden (RH) bir H atomunun gikariimasiyla baglatiir ve bu reaksiyon
sonucu organik bir radikal olugur (4).

RH+X - R+XH 4

Olugan organik radikal (R) bir tane cifilesmemis elektrona sahiptir ve oksijenle
reaksiyona girerek bir peroksil radikalinin olugmasin saglar (5).

R +0; — ROO (5)

Peroksil radikali (ROO) kolaylikla bagka bir yag asiti veya organik molekiilden H
ayrarak, ikinci bir karbon radikalinin olugumuna yol agar (6) ve olusan karbon radikali
yeniden aym reaksiyonlarn gergeklegsmesine olanak saglar.

ROO +RH — R'+ROOH (6)

Ayrica bu reaksiyon sonunda olusan lipid hidroperoksitleri (ROOH), demir veya
bagka metallerin varligmmda kararsiz olup pargalandiklarinda aldehit ve hidrokarbonlar
olustururlar. Bu iriinler ya metabolize edilirler ya da hiicrenin diger bolimlerine
difiizlenerek o bolgelerde de peroksidasyonun baglamasim saglarlar. BSylece ROS’larin
biitiin hiicreye bu olay1 yayma yetenekleri vardir. Genellikle iic veya daha fazla ¢ift bag
igeren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit olusur. Malondialdehit
membran bilegenlerinin ¢apraz baglanmasma ve polimerlesmesine yol agtifmndan,
membranlarda gerceklesen iyon taginmasi, elektron transferi ve enzim aktiviteleri gibi pek
¢ok biyolojik fonksiyonun bozulmasma sebep olur. Ayrica bu zincir reaksiyonlar: sirasinda
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olusan ara tiriinler radikal &zelligi tasidigmdan sadece membran lipidlerinin yapisim
bozmakla kalmaz aym zamanda membran proteinlerine saldwarak, onlar iizerinde de
modifikasyonlara sebep olurlar. Lipid peroksidasyonunun baglamasina sebep olan ROS’lar,
bir yangm baglatan kivilcima benzetilmektedir. Bu olay, besin maddelerinin bozulmasinin
yanisira kanser, iltihaph hastaliklar ve yaslanma gibi durumlara neden olabilen doku
hasarmdan da sorumtudur.

Hidroksil radikali ve singlet oksijenin doymamig yag asitlerinin metil gruplariyla
reaksiyona girip, konjuge dienler, lipid peroksil radikalleri ve hidroperoksitleri
olugturduklar1 tespit edilmigtir (Smirnoff, 1995). Ayrica siiperoksitin yag asitleriyle
gliserol arasindaki ester baglarma saldirarak serbest yag asitlerinin olugumunu sagladify
gOriilmiigtiir. Serbest yag asitleri ise membranlar1 bozucu deterjanlar olarak fonksiyon
yaparlar,

Lipidlere nazaran proteinler ROS*un etkilerine kars1 daha az hassastirlar. Ozellikle
proteinlerin polipeptid zincirlerinde bulunan aminoasitlerin yapisindaki doymanuglik
derecesi ve kiikiirt atomlarmm bulunmast bu molekiilleri radikallere karsi daha hassas
yapar. Histidin, fenil alanin, tirozin ve triptofan gibi ¢ift bag iceren aminoasitler ile
metiyonin ve sistein gibi yan zincirlerinde kiikiirt ihtiva eden aminoasitler radikallere kars
daha duyarhdirlar. Bu aminoasitlere radikallerin etkisiyle karbon ve kiikiirt radikallerinin
olugma ihtimali yiiksektir. Cok sayida kiikiirt kopriisii igeren immunoglobulinler ve
albumin gibi proteinlerin bSyle bir etki sonucu tersiyer yapilari (ii¢ boyutlu yapi) bozulur
ve biyolojik aktiviteleri kaybolur. ROS’un Gnemli oranda etki ettifi bir bagka protein smufi
ise hem proteinleridir.

Proteinler iizerine oksidatif saldir1 sonucu spesifik aminoasit modifikasyonlar,
peptid zincirin pargalanmasi, ¢apraz bagh reaksiyon {iriinlerinin agregasyonu, elektriksel
yiik degisimi ve proteinin proteolizise duyarhliginm artmas: meydana gelir. Siiperoksit
tarafindan Fe-S merkezlerinin oksidasyonu sonucu proteinin enzimatik fonksiyonu
kaybolur (Gardner, Fridovich, 1991). Proteinlerin oksidatif pargalanmasi demir gibi metal
kofaktdrlerin varh@inda artar. BSyle bir durumda metal, protein iizerindeki bir divalent
katyon baglama bdlgesine baglamr ve daha sonra H»O, ile etkilegsime girerek, Fenton
reaksiyonuyla hidroksil radikalinin olugumunu saglar. Olugan hidroksil radikali hzli bir
sekilde proteinin katyon baglama bolgesi ve yakinindaki aminoasitleri oksitler (Stadtman,
1986). Neticede bir aminoasitin spesifik degigimi ve katyon baglama bdlgesinin bozulmasi
sonucu enzim inaktif olur. Ayrica spesifik bir aminoasitin oksidatif modifikasyonu,
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proteinleri proteolizise kargi duyarh yapar (Stadtman, 1986). E. coli’de oksitlenmis
proteinleri pargalayan spesifik proteazlar vardrr (Farr, Kogoma, 1991) ve benzer bir
spesifikligin bitkilerde de oldugu diisiiniilmektedir. Nitekim, fotosistem II'nin gesitli peptid
bilegenlerinin, $zellikle D1 proteininin yiiksek oranda turnoveri goriilmiis ve bunun protein
{izerindeki spesifik bolgelere oksidatif saldrmm olmast sonucu meydana geldigi kabul
edilmigtir (Barber, Andersson, 1992).

ROS’lar glikoz, mannitol ve bazi sakkarit tiirevleriyle de reaksiyon verebilirler.
Monosakkaritlerin yiikseltgenmesiyle olugan peroksit tiirevleri, protein ve niikleik asitler
gibi diger makromolekiillerle etkilegerek, bu molekiiller iizerinde ¢apraz baglar olusturur
ve s6z konusu molekiillerin yapilarim bozabilirler.

Ayrica iyonize radyasyon gibi serbest oksijen radikalleri iireten ajanlar ve aktiflesmis
oksijen, DNA’da delesyonlara, mutasyonlara ve bazi Oldiiriicii genetik etkilere sebep
olabilir, DNA’daki hem gseker hem de baz kisimlarmmn oksidasyona duyarh oldugu ve
neticede baz pargalanmasi, tek =zincir kiriklari ve proteinlere capraz baglanmalarin
meydana geldigi kaydedilmigtir (Imlay, Linn, 1986). Niikleik asitlerdeki tek =zincir
kirklarmin temel sebebi, hidroksil radikaliyle seker kismmun oksidasyonudur. Ayrica
proteinlere DNA’nin ¢apraz baglanmasmin da hidroksil radikalinin, DNA veya DNA ile
baglantili proteinlere saldmsmin sonucu oldufu ileri stiriimiistir (Oleinick vd., 1986).
Iyonize radyasyon ve bagka hidroksil radikali iireten ajanlar, DNA ve protein arasmnda
timin-sistein gibi kovalent baglarm olugumuna sebep olurlar. Bdyle bir ¢apraz bag olustugu
zaman, DNA’dan proteinin aynlmast ¢abucak meydana gelmez ve tamir igleminden Once
replikasyon ve transkripsiyon meydana gelirse bu durum $liimciil olabilir,

Goriilecegi gibi ROS’lar hiicre bilesenleriyle etkilesime girerek hasarlar olugturmakta
(Larson, 1995) ve bu hasarlar organizmalarda bir ¢ok dejenere edici durum ve hastahin
olugumuna sebep olmaktadirlar (Marx, 1985). Hiicreler ROS miktarimi kontrol etmek ve
olumsuz etkilerinden korunmak i¢in antioksidant savunma sistemine sahiptirler.

1.3. Anticksidant Sistem

ROS miktarim1 kontrol etmek ve stres kogullarmda ROS etkisinden hiicreleri korumak
icin, bitki dokularn ROS’u temizleyen bazi enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz,
peroksidazlar) ve diigiik molekiiler agirlkl antioksidantlar (glutatyon, askorbat,
tokoferoller, karotenoidler) ihtiva ederler. Ayrica antioksidantlarn aktif formlarmm
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yeniden olugumu igin bazi enzimler (askorbat peroksidaz, dehidroaskorbat rediiktaz,
glutatyon rediiktaz) gereklidir. Antioksidant terimi, zararh bir forma doniigmeksizin
ROS’lart temizleyebilen bilegikler igin kullamlmaktadir. Bitkilerden mayaya kadar, biitiin
aerobik organizmalarda oksidatif stresten hiicrelerin korunmasi antioksidant sistemle
alakahdir. Antioksidant sistem, dogal ve yapay streslere kargi koruma saglar. Oksidatif
strese karg1 tiirlerin farkh duyarlibk g6stermeleri, antioksidant enzimler veya enzimatik
olmayan antioksidantlarn seviyelerindeki farklihklara baghdir. Bu farkhiliklar yag, tir ve
gen ekspresyonundaki degisikliklerden kaynaklamir (Foyer vd., 1994). Ayrica bitkinin
antioksidant sistemini aktive edebilme hiz1 da Onemlidir (Madamanchi, Alscher, 1991).
Bitkiler apoplastik bogluk dahil biitiin hiicre alt yapilarmda antioksidant sistem ihtiva
ederler. Ciinkii hiicre ve hiicre alt yapilarmdaki hasarlart Onlemek igin ROS’larmn
temizlenmesi gerekir (Bowler vd., 1992; Halliwell, Gutteridge, 1989). Siiperoksit ve H,O»
enzimlerle temizlenirken, hidroksil radikali ve singlet O»’nin enzimlerle temizlenmesiyle
ilgili bir kayda rastlanmamustir. Bu ROS’larm yikim muhtemelen enzimatik olmayan
temizleyiciler tarafindan yerine getirilir.

1.3.1. Antioksidant Enzimler

Antioksidant enzimler koordineli bir sekilde ROS’lar1 temizlerler veya onlar1 daha az
toksik olan bilesiklere metabolize ederler. Bu enzimlerin baghcalar1 siiperoksit dismutaz,
katalaz, peroksidazlar ve glutatyon rediiktazdir.

1.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) ilk defa Mann ve Keilis (1938) tarafindan
izole edilmig ve baglangigta bir bakir depo proteini oldugu disiiniilmiigtiir. Daha sonralar
McCord ve Fridovich (1969) tarafindan bu enzimin katalitik fonksiyonu kesfedilene kadar
eritrocuprein, indofenol oksidaz ve tetrazolium oksidaz gibi isimlerle adlandirilnmgtir, Bir
metaloprotein olan SOD, siiperoksit serbest radikalinin hidrojen peroksit ve oksijene
doniislimiinii katalizler (7).




, SOD
20, +2H ——— - H,0,+ O, (7)

Bu reaksiyon sonucu olusan H,O,, fotosentezin giiglii bir inhibitoriidiir ve H,0,’nin
yikim kloroplast fonksiyonu igin hayati bir dneme sahiptir. Kloroplastlardaki siiperoksit
ve H»0, tilakoid membrana bagh SOD ve askorbat peroksidaz (AsPOD) tarafindan asagida
belirtilen mekanizmayla temizlenebilir (Sekil 1).

Kloroplast stroma ZMU{“\
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Sekil 1: Tilakoid membranlardaki mehler- peroksidaz
reaksiyon dizisi (PS I: Fotosistem [, Fd:
Ferrodoksin, As: Askorbik asit, MDHA:
Monodehidro askorbat)

SOD, siiperoksiti uzaklagtirir ve bdylece metallerin katalizledigi Haber- Weiss
reaksiyonuyla hidroksil radikali olusum riskini azaltr. Yani SOD enziminin aktivitesi,
hidroksil radikallerini iireten Haber — Weiss reaksiyonunun iki bileseninin nispi oranimi
belirler. Hidroksil radikallerinin yiiksek reaktivitelerinden dolayi, konsantrasyonlarini
enzimatik olarak kontrol etmek zordur. Canh organizmalar SOD ile siiperoksiti
pargalayarak bu radikalin olusumundan kagimirlar. SOD, biitiin aerobik organizmalarda ve
aktiflegmis oksijen iireten biitiin hiicre alt yapilarinda bulundugu igin oksidatif strese karsi
savunmada merkezi bir roliiniin oldugu diisiiniilmektedir (Bowler vd., 1992; Scandalios,
1993). Metal kofaktorlerine bagli olarak ii¢ farkli tip SOD izoenzimi vardir. Bunlar
bakir/ginko (Cw/ZnSOD), mangan (MnSOD) ve demir (FeSOD) izoenzimleridir (Bannister




vd., 1987). SOD izoenzimleri KCN ve H,0,'ye duyarliliklarma bagli olarak teshis
edilebilirler. MnSOD her iki inhibitére direngli, Cu/ZnSOD her iki inhibitére duyarh,
FeSOD KCN’ye direngli H,O,’ye ise duyarhdir. Bu izoenzimlerin hiicre alt yapilarindaki
dagilimi da farkhdir. MnSOD, prokaryotik organizmalar ve Okaryotik hiicrelerin
mitokondrisinde bulunurken, SOD’un en yaygn tipi olan Cu/ZnSOD izoenzimleri, yiiksek
bitkilerin hem sitoplazmasinda hem de kloroplastlarinda bulunur (Scandalios, 1993).
FeSOD izoenzimleri, prokaryotik organizmalarda ve bazi bitki tiirlerinin kloroplastlarinda
Cu/Zn SOD’un yanisira bulunabilir (Tsang vd., 1991; Bowler vd., 1992). SOD’un biitiin
formlar1 nukleustan kodlamir ve bir amino ug¢ hedef zinciriyle birlikte ayri ayr1 hiicre alt:
boliimlerine hedeflenirler. Hiicrelerde farkli bolgelerde bulunmalari ve farkh metal
kofaktorleri ihtiva etmelerine ragmen biitin SOD’larin  fonksiyonu aymdir. SOD
izoenzimlerinin her biri bagmmsiz olarak ayri hiicre alti boliimlerinde goriilen oksidatif
stresin derecesine gdre diizenlenirler. Fakat bunun molekiiler seviyede nasil ifade edildigi
bilinmemektedir. Bununla birlikte Bowler vd. (1992) stz konusu molekiiler diizenlemenin
oksidatif zarar goren bolgeden nukleusa yayilan, her bir organelin kendine has lipid
peroksidasyon iiriinleri tarafindan diizenlendigini ileri siirmiigler ve bu olaym sonucu
olarak SOD genlerinin transkripsiyonunun arttigim kaydetmislerdir.

SOD genlerinin artan ROS olusumunun sonucu olarak cevresel streslere duyarl
oldugu gosterilmistir (Bowler vd., 1992). 7 giin boyunca sel etkisine maruz birakilan Zea
mays’in yapraklarinda siiperoksit ve HyO iiretiminin §nemli &lgiide arttigi goriilmistiir
(Yan vd., 1996). Sel etkisinin SOD aktivitesini azalttigindan dolay: siiperoksit birikiminin
arttig ileri siiriilmiistiir (Yan vd., 1996). Bununla beraber SOD aktivitesinin gesitli
ksenobiotik ve gevresel streslere cevap olarak arttigi ve bu artislarin oksidatif strese
direnglilikle baglantis1 oldugu rapor edilmistir (Foyer vd., 1994; Van Camp vd., 1994a).
Bazi ¢ahgmalarda ise tek bagma SOD aktivitesindeki artigin oksidantlara karsi yeterli
koruma saglayamayaca@i ve oksidatif stresi tek basmna engelleyemeyecegi ifade edilmigtir
(Tepperman, Dunsmuir, 1990; Pitcher vd., 1991). Nitekim, bdcekler grubundan
Drosophila’da katalaz ve Cu/Zn siiperoksit dismutazin fazla ekspresyonunun yasla alakah
oksidatif hasar1 geciktirdigi ve Drosophila’daki hayat siiresini uzattig1 gosterilmistir (Sohal
vd., 1995),
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1.3.1.2. Katalaz

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), hem ihtiva eden bir enzimdir ve H>O,’nin su ve oksijene
doniigtimiing katalizler. Aktif bdlgesinde Fe™ atomuyla birlikte hem ihtiva eden her biri 60
kDa molekiiler agirhginda 4 alt {initeden olugur. Biitiin aerobik Skaryotlarda bulunur ve
Szellikle asagida belirtilen reaksiyonla (8) peroksizomlarda {iretilen HyO,’nin
uzaklagtirilmasinda Snemlidir.

CAT
2H;O0 ——— = ZH;O+ O (8)

Katalaz kararh bir enzim degildir. Yiiksek 151k yogunlugu ve stresli bitki hiicrelerinde
olugan H»O,’nin yiiksek konsantrasyonlariyla inhibe edilir (Feierabend vd., 1992; Streb
vd., 1993). Siyanid, azid, siiperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan da katalaz
aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmigtir (Paul, 1963; Kono, Fridovich, 1982). Ayrica
H»0,’ye olan zayif affinitesi (Scandalios vd., 1972) ve bitkilerde sadece peroksizomlarda
bulunmasi (Asada, 1992; Scandalios, 1992) bu enzimin etkinlifini kisttlamaktadir (Foyer
vd., 1994). Katalazm kloroplastlarda bulunmadif1 ve esas olarak fotorespirasyon sirasinda
olusan HyO, nin yikinu i¢in gerekli oldugu vurgulanmigtic (Foyer vd., 1994).

1.3.1.3. Peroksidazlar

Peroksidazlar (POD, EC 1.11.1.17) bitkilerde yaygm olarak bulunan ve hem grubu
ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. Bu enzim grubunun yliksek bitkilerdeki yapisi
detayll bir gekilde analiz edilmigtir. Bitki peroksidazlari protein kismna baglanan ve
enzimin kararliifinda etkisi olan oligosakkarit zincirlerinin varhg: ile karakterize edilen
glikoproteinlerdir (Hu, Van Huystee, 1989). Stres altindaki bitkilerde peroksidaz
aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Guida vd., 1992; Asada,1992).

Peroksidazlarin bir ¢ok fizyolojik olayla iligkisi olduu ve metabolizmada aktif bir rol
oynadig1 belirlenmistir. Ornegin, bitki hiicrelerindeki ceperin uzama &zelligi, lignin
biyosentezi ve oksin katabolizmas: ile iligkisi oldugu saptanmmgtir (Hinman, Lang, 1965;
Mader, Fissl, 1982). Biitiin bu fonksiyonlarmin yanisira peroksidazlarn en Onemli
Ozelliklerinden birisi HO»’yi yok ederek antioksidant savunma sistemine katki
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saglamalaridir. Peroksidazlar hidrojen vericisi olarak bir ¢ok organik veya inorganik
substrat: (AH,) kullanarak H,O,’yi temizlerler (9) ve H vericisi olarak kullandiklari
substrata gore isimlendirilirler.

POD |
HyOp + AH; ———# 2H;0+A 9)

HO,’yi pargalarken indirgenmis glutatyonu (GSH) substrat olarak kullananlar,
glutatyon peroksidazlar olarak adlandirihr. Bu enzim grubunun hayvanlardaki H,O,'nin
detoksifikasyonunda biiyiik bir role sahip oldugu, bitkilerde ise bu tip peroksidazlarm olup
olmadigi heniiz belirlenememigtir. Substrat olarak askorbati kullanan askorbat
peroksidazlarm, bitki hiicrelerinin  sitoplazma ve kloroplastlarndaki HO’nin
temizlenmesinde etkili olduklar diigtiniilmektedir (Dalton vd., 1987, Asada, 1992). Bu
enzimin kloroplastlarda tilakoid membrana bagh ve stromada bulunan formlar1 vardir
(Chen ve Asada, 1989; Miyake ve Asada, 1992). Bu formlar elektron verici olarak askorbat
icin spesifik olup, askorbatin yoklugunda asir1 derecede kararsizdirlar (Miyake, Asada,
1996). Sitoplazmada bulunan askorbat peroksidaz, kloroplastakine benzer ancak askorbat
yoklugunda daha fazla kararh olup askorbattan bagka elektron vericilerini de kullanabilir
(Dalton vd., 1987; Mittler, Zilinkas, 1991). Askorbat peroksidazlar yaygm sekilde galigilan
guaiacol peroksidazlara benzerler. Ancak H wverici olarak askorbata olan yiiksek
spesifikliklerinden dolayr aralarmda farkliliklar vardir (Nakano, Asada, 1987). Guaiacol
peroksidazlar, guaiacola olan yiiksek spesifikliklerine ragmen bagka bir ¢ok substrati
elektron vericisi olarak kullanabilirler. Ayrica askorbat peroksidazlar guaiacol
peroksidazlar gibi glikoprotein degildirler (Creissen vd., 1994).

Peroksidazlarm bol miktarda substrat ¢esiti ve izoform varhgmdan dolayr belirli bir
hiicresel yapt veya dokuyla ilgili izoformlarmi belirlemek ¢ok zor olmustur. H,O»
membranlardan gecebildigi i¢in, hiicrede bulunan biitiin H,O,’yi temizleyen enzimlerin
antioksidant savunma sisteminde Gnemli bir rol oynadig: diigiiniiliir. Yiiksek oranda reaktif
olan hidroksil radikallerinin olusumunu Gnlemek igin siiperoksit ve H,O,’nin temizlenmesi
gereklidir.
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1.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) elektron verici olarak NADPH’1 kullanan
oksitlenmig glutatyonun (GSSG), indirgenmesini (GSH) katalizleyen bir flavoprotein
oksidorediiktazdir (Scruton vd., 1990; Creissen vd., 1994) (10).

GR
GSSG +NADPH+H — g 2GSH + NADP* (10

GSH’m antioksidant &zellifinden dolay, glutatyon rediiktaz hiicrenin antioksidant
kapasitesinin devamhhifinda Onemlidir (Meister, Anderson, 1983; Creissen vd., 1994).
Ayrica bu enzim, bakteri ve bitkilerde glutatyon seviyesinin diizenlenmesiyle de ilgili olup
bunun nasil bagarildif1 heniiz belirlenememigtir (Broadbent vd., 1995).

GR’nin hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda bulundugu belirlenmistir (Creissen
vd., 1994). Ilk defa eritrositlerde ve mayalarda tespit edilmigtir (Meldrum, Tarr, 1935). En
yogun olarak cahgilan GR, insan eritrositlerindekidir ve primer aminoasit dizisi de
bilinmektedir (Creissen vd., 1994). Bununla beraber, enzimin yapisi ve Ozelliklerinin
detayli ¢aligmas: ilk defa ¢imlenmis bezelyelerde yapilmugtir (Mapson, Isherwood, 1963).
Glutatyon rediiktaz hem gymnospermler hem de angiospermlerin dahil oldugu birgok
bitkide ¢ahgilmistir (Creissen vd., 1994).

GR’ler substratlarma karsi ¢ok yiiksek spesifiklik gOstermelerine ragmen baz
glutatyon konjugatlari ve kangik glutatyon disiilfidlerini de indirgeyebilirler. Bu nedenle
GR’nin in vivo GSSG’den bagka substratlarla reaksiyona girmesi muhtemeldir. Baz
GR’ler NADPH’dan ziyade NADH’1 kullanarak GSSG’nin indirgenmesini katalizlerler.
Yapraklardaki GR’ler kdklere nazaran NADPH’a daha yiiksek bir spesifiklik gosterirler.
GR’lerin ¢ogunlugunun NADPH i¢in yiiksek bir affiniteye sahip oldugu, GSSG i¢in ise
GR’lerin affinitesinde 6nemli varyasyonlar oldugu kaydedilmigtir (Creissen vd.,1994).

Hayvanlarda tek bir GR formu bulunmasma kargmn bitkilerde bu enzimin bir ¢ok
izoformu vardrr. Iki boyutlu jel elektroforeziyle, bezelyede 8 izoenzim oldugu
belirlenmigtir (Edwards vd., 1990). Hayvan hiicrelerindeki en yiikksek GR aktivitesi
sitoplazmada, bitkilerde ise kloroplastlarda bulunmustur. Ornegin, Edwards vd. (1990),
bezelye yapraklarinda yaptiklari ¢aligmada GR aktivitesinin %77’sinin kloroplastlarda,
%3’{iniin mitokondride, % 20’sinin ise sitoplazmada bulundugunu gdstermiglerdir.
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GR’nin diger enzimlerle birlikte H,O, nin temizlenmesine katildif: da belirlenmigtir.
Hayvanlarda substrat olarak GSH’1 kullanan glutatyon peroksidazla birlikte GR, H,O2’nin
temizlenmesine katilir (Schirmer vd., 1989). Glutatyon peroksidaz H,Q,’yi temizlerken
substrat olarak GSH’t kullamir ve reaksiyon sonucu GSSG olugur. Olusan GSSG, GR
enzimiyle tekrardan GSH’a indirgenir ve bOylece glutatyon peroksidaz enziminin substrati
yeniden olugur. GR’nin benzer bir fonksiyonu bitkilerde de mevcuttur. Oksitlenmig
askorbik asiti (dehidroaskorbat) tekrardan askorbik asite indirgeyen dehidroaskorbat
rediiktaz enzimi de GSH’1 kullanmakta ve reaksiyon sonucu GSSG olugmaktadir. Ayrica
GR enzimi GSSG’yi GSH’a indirgerken, NADPH’1 kullanmakta ve bdylece CO;
fiksasyonu azaldi§i zamanlarda, NADPH/NADP® oranmm ayarlanmasma yardimci
olmaktadir. Bu nedenle GR tarafindan GSSG’nin GSH’a indirgenmesi, oksidant
temizlenmesinde biiyiik bir adim olarak kabul edilmekte (Creissen vd., 1996) ve oksidatif
strese karst korunmada GR’nin Onemli bir enzim oldugu diisiiniilmektedir (Aono vd.,
1995). Nitekim, yapilan g¢esitli c¢ahsmalarda oksidatif stres durumunda bu enzim
aktivitesinin arttifi kaydedilmigtir (Mehlhorn vd., 1987; Pastori, Trippi, 1992; Edwards
vd., 1994).

1.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidantlar

ROS temizlenmesine, yukarida agiklanan enzimatik mekanizmalarin yanisira
enzimatik olmayan antioksidantlarm da katkist vardur.

1.3.2.1. Glutatyon

Glutatyon biitlin canli organizmalarda bulunan diisiik molekiiler agwrhkli tiol ihtiva
eden biiylik bir bilegiktir. Yapraklarda milimolar konsantrasyonlarda buhinan genel bir
indirgeyicidir (Rennenberg, Lamourex, 1990). Bir tripeptid olan glutatyonun (Glu- Cys-
Gly) metabolizmada ve metabolizmanm diizenlenmesinde OGnemli rolii oldugu
belirlenmigtir. Oksitlenmis proteinlerin disiilfit indirgeyicisi olarak rol oynadigi (Ziegler,
1985), biyotik ve abyiotik streslere cevapta gen ekspresyonunun diizenlenmesine katildigi
kaydedilmigtir (Dronn vd., 1988; Wingate vd., 1988). Glutatyonun &zellikle lignin ve
fitoaleksin biyosenteziyle baglantih savunucu gen liiriinlerinin miktarlarmt yiikselttigi
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belirlenmigtir (Wingate vd., 1988). Glutatyonun bitki ve hayvan hiicrelerinde gerekli
oldugu ve bazi legumenlerin bir homolog tripeptid olan homoglutatyon (Glu-Cys-Ala)
ihtiva ettikleri tespit edilmigtir (Klapheck, 1988).

GSH, bitki yapraklarinm hem sitoplazmasi hem de kloroplastlarinda enzimatik olarak
sentezlenir (Meister, 1988; Hausladen, Alscher, 1993). GSH seviyesi doku yagiyla birlikte
azalr (Rennenberg, Lamourex; 1990) ve bitkinin biiyiime cevresine gdre degisir. Ornegin
igikh ortamdaki bitkilerin glutatyon miktar1 karanhktakinden daha yiiksektir. Ayrica
mevsimlere ve tiirlere gére de GSH igeriginin degistigi belirlenmigtir (Schupp vd., 1992).
Hiicre alt1 seviyede, GSH konsantrasyonunun en yiiksek oldugu organel kloroplastlardir.
Burada glutatyon miktarmmn, ortalama olarak 1 ve 4 mM arasmnda oldugu kaydedilmigtir
(Law vd., 1983). Bununla beraber, sitoplazmada da 6nemli miktarda GSH’m bulundugu
belirlenmigtir (Smith vd., 1985). Glutatyon daha ¢ok indirgenmis formda bulunur.

GSH birgok farkli yolla antioksidant roliinii gergeklestirir ve GSH’m antioksidant
fonksiyonunda yapisinda bulunan sisteinin siilfidril grubu etkilidir. Molekiil oksitlendigi
zaman siilfidril grubu ikinci bir GSH molekiililyle reaksiyona girer ve glutatyonun
oksitlenmig formu (GSSG) olusur (Alscher, 1989). GSH, kimyasal olarak singlet oksijen,
stiperoksit, hidroksil radikalleri ile reaksiyona girer ve bSylece direkt olarak serbest radikal
temizleyicisi olarak g6rev yapar (Foyer vd., 1994; Creissen vd., 1996). Lipid
peroksidasyon reaksiyonlartyla olusan agil peroksitlerini uzaklagtirarak membran yapisim
kararh kilar (Price vd., 1990). Ayrica GSH, dehidroaskorbat rediiktaz enzimiyle askorbik
asidi oksitlenmig formdan indirgenmis forma déniistiiren indirgeyici bir ajandir (Loewus,
1988) ve bitkilerdeki askorbik asit havuzunun redoks durumunun devamu igin gerekli
oldugu diisiiniiliir (Alscher, 1989). Hiicrelerdeki PH> 7 oldugunda GSH’m 1 mM’dan daha
yiksek konsantrasyonlarmn enzimatik olmayan bir mekanizmayla dehidroaskorbati
askorbik asite indirgedigi gOriilmiistiir (Noctor, Foyer, 1998). Bu durum kloroplastlarda
Gnemli bir yol olabilir. Nitekim igikta kloroplastlarm stroma pH’1 yaklagik 8°dir ve GSH
konsantrasyonu 5 mM’a kadar yiikselebilir (Foyer, Halliwell, 1976). GSH —340 mV’luk
redoks potansiyeline sahiptir ve bu Ozelik GSH’m hem dehidroaskorbati hem de
proteinlerdeki disiilfit baglarim indirgemesinde etkili olabilir (Ziegler, 1985). Bu nedenle
GSH’mn miktar1 oksidatif hasardan korunmada Snemlidir. Nitekim direngli olan bitkilerde
duyarh olanlara nazaran GSH miktarmmn artti1 belirlenmistir (Gossett vd., 1994).

GSH’in hiicre metabolizmasinda antioksidant &zelliklerinden bagka fonksiyonlar1 da
vardir. Bunlardan biri indirgenmis siilfiiriin depo ve taginma gekli olarak rol oynamasidir




20

(May vd., 1998; Meister, Anderson, 1983). GSH’n yapraklardan kék gibi depo organlarma
indirgenmig siilfiiriin aktarilmasinda 6nemli bir rolii vardir (Rennenberg, 1982). GSH, aym
zamanda hayvan, bitki ve bdcek dokularinda bulunan glutatyon S- transferaz (GST, EC
2.5.1.18) enziminin substrati olarak ksenobiotiklerin (herbisitler ve gaz kirleticileri)
detoksifikasyonuna katilir (Coleman vd., 1997). Ayrica GSH’m herbisitlerle kendiliginden
konjugasyona girmesi de muhtemeldir. Triazin herbisitlerine musirin iyi bir tolerans
gOstermesine neden olarak, GSH’in herbisitle olan konjugasyonu ileri siiriilmisgtiir
(Timmerman, 1989). GSH, bitkilerde toksik agir metal iyonlarm gelasyonla uzaklagtiran
ve vakuolde depolayan fitogelatinlerin de Oncii maddesidir (Riiegsegger vd., 1990; Grill
vd., 1989). Onemli metabolik diizenleyici ve antioksidant rollerinin gogunun sonucunda
GSH, GSSG’ye oksitlenir. Bu agamada GSSG’yi GSH’a doniigtiiren GR enzimi fonksiyon

yapar.

1.3.2.2. Askorbik Asit

L- Askorbik asit (vitamin C) insan beslenmesinde Snemli bir vitamin olup bitki
dokularinda bol miktarda bulunur. Yegil yapraklarm ihtiva ettigi klorofil miktar: ile
askorbik asit miktar1 arasinda benzerlik vardir. Besleyici 6neminden dolayr askorbatin
bitkilerdeki dagibmi yaygin olarak Olgiilmiig fakat bitkilerdeki fonksiyonunun ne oldugu
konusuna nispeten az dénem verilmigtir. Son yillarda askorbatin bitki biiylime ve geligmesi
gibi stres fizyolojisinde de Snmemli bir rolii oldugu gésterilmigtir (Foyer, 1993; Conklin,
2001). ROS’larm detoksifikasyonunda, askorbik asitin anahtar bir antioksidant roliiniin
oldugu bulunmugtur (Conklin, 2001). Siiperoksit, singlet oksijen ve H,O,’yi temizleme
Ozelligi vardrr (Padh, 1990). Bu nedenle askorbik asit oksidatif strese kargi korunmada
Onemli bir role sahiptir.

Hem bitki hem de hayvanlarda askorbatin gesitli enzimatik ve enzimatik olmayan
reaksiyonlarla ROS’lart temizledigi belirlenmigtir (Nishikimi vd., 1978; Finckh, Kunert,
1985). Askorbik asit Ozellikle kloroplastlarda fotosentez boyunca iiretilen ROS’lart
temizleyerek, kloroplastin oksitleyici ortaminda fotosentezin karbon assimilasyonu
fonksiyonunun bozulmamasmi saglar. Suda ¢oziinebilir bir bilesik oldugu i¢in, aktiflegmig
oksijenle sulu fazda bulunan diger bilesenlerden daha kolayca reaksiyona girer ve oksidatif
hasardan makromolekiilleri korur. Hidroksil radikaliyle olan reaksiyonu yalnizca
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diflizyonla smrlandirilir, Siiperoksitle olan reaksiyonunda fizyolojik olarak SOD’un
roliine benzer fonksiyonu vardir (11).

205 + 2H" + askorbat —> 2H,0, + dehidroaskorbat (11)

Hidrojen peroksitle olan reaksiyonu askorbat peroksidaz tarafindan katalizlenebilir (Asada,
1992) (12,13).

H,0; + 2 askorbat — 2H,0 + 2 monodehidroaskorbat (12)
H;0, + askorbat — 2H,0 + dehidroaskorbat (13)

Askorbatin antioksidant olarak indirekt rolii, o-tokoferol ve karotenoid gibi
membrana bagh antioksidantlar1 indirgenmis formuna doniigtiirlip yenilemesidir (Packer
vd., 1979; Liebler vd., 1986; Eskling vd., 1997). a-tokoferol, peroksil radikalleri ve singlet
oksijeni temizleme 6zelligine sahiptir, ancak bu sirada tokoferoksil radikaline doniigiir.
Olugan tokoferoksil radikal, askorbat tarafindan tokoferole indirgenir (Beyer, 1994) (14).

tokoferoksil radikal + askorbat — tokoferol + monodehidroaskorbat (14)

Goriilecegi gibi biitiin bu reaksiyonlar sonunda askorbat, monodehidroaskorbat ve
dehidroaskorbata oksitlenir. ROS temizleme sisteminin fonksiyonunun devamnm igin
askorbatin bu oksitlenmig formlarmin indirgenmesi gerekir. Monodehidroaskorbat
(MDHA) ya kendiliginden ya da NAD(P)H’1 indirgeyici ajan olarak kullanan
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR, EC 1.6.5.4) tarafindan askorbata indirgenir
(Hossain, Asada, 1984) (15, 16).

2monodehidroaskorbat — askorbat + dehidroaskorbat (15)
monodehidroaskorbat + NAD(P)H — askorbat + NAD(P) (16)

Dehidroaskorbat (DHA), 6’dan biiyiik pH’larda kararsizdir ve tartarat ile oksalata
doniigebilir. Bu doniiglimii énlemek icin dehidroaskorbat, indirgeyici olarak glutatyonu
kullanan (GSH) dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR, EC 1.8.5.1) tarafindan askorbata
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(Jablonski, Anderson, 1981) ve bu reaksiyon sonucu olusan GSSG, GR tarafindan
tekrardan GSH’a indirgenir (Foyer, Halliwell, 1976) (17).

2GSH + dehidroaskorbat — 2GSSG + askorbat (17)
Bu reaksiyonlarm gergeklesmesi igin gerekli olan biitiin enzimler kloroplastlarda

bulunmakta olup bu enzimlerle oksitlenmis askorbat iirlinlerinden indirgenmis askorbat
Uretilmektedir (Sekil 2).

GSSG
H202
#/' / ASKQRBM HADP
Sﬁ?’ﬂDkSit aslkorhat monodehidro dehidro glutatyon
dismutaz peroksidaz askorbat rediktaz askorbat rediktaz

VRN redikiaz
/ MDHA - N ADPI-I
0, \_/' DHA NﬁDP

Sekil 2. Askorbat- glutatyon siklusu (Asada- Halliwell yolu)

Askorbat- glutatyon siklusu veya Asada- Halliwell yolu olarak adlandirilan bu
sistemin esas amaci, stromada indirgenmis askorbatm yiiksek seviyede kalmasim
saglamaktir. Boylece askorbat yoklugunda agir1 derecede kararsiz olan askorbat peroksidaz
enziminin de fonksiyonel olmasi saflamr ve enzimatik olarak H,O, temizlenebilir.
H;0’nin askorbat ve indirgenmis glutatyon (GSH) tarafindan enzimatik olmayan
reaksiyonlarla da temizlenebildifi ve bunun sonucunda askorbat ve glutatyonun
oksitlenmis formlarmin seviyelerinin arttif1 kaydedilmigtir (Foyer, Halliwell, 1976;
Finckh, Kunert, 1985). Bu nedenle bu sistemin diger 6nemli bir ozelligi H,O,
inaktivasyonundan  karbon  fiksasyonu  enzimlerini = korumasidir. H,07’nin
uzaklagtirilmasinm yamsira, bu sistem NADPH/NADP' oranmi diisiirerek, elektronlarm
PS I’den molekiiler oksijene verilme potansiyelini azaltr ve ROS olusumunu O6nler.
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Boylece bu sistem fotorespirasyona benzer sekilde enerji tiketici fonksiyon yapar.
Goriilecegi gibi askorbat- glutatyon yolu enzimatik ve enzimatik olmayan bilegenlerini
kullanarak ROS’larm toksikligine kargt koyar. Bu sistemler oksijenin toksikliginden
bitkilerin korunmasi i¢in gereklidir. Oksidatif stres altinda bu sistemde gSrevli olan
enzimlerin aktivitelerinin arttig1 gosterilmigtir (Mishra vd., 1993; Edwards vd., 1994;
Foyer vd., 1994). ROS olusumunu tegvik eden herbisitlere direngli olan bitkilerde, bu
enzimlerden bir veya daha fazlasiin seviyelerinin yiikseldigi gOriilmiistiir (Gressel,
Galum, 1994). Yiikselen aktivite artan oksidatif stres toleranstyla baglantiidir.

Fotosentetik bitki hiicrelerinin ROS’larin  iiretildifi esas kisimlar olduklan
diisiiniildiigii i¢in, askorbat- glutatyon yolunun kloroplastlarda esas olarak fonksiyonel
oldugu ileri siiriilmiigtiir (Asada, Takahashi, 1987). Daha onceki yillarda bu sistemin
sitoplazmada da bulundugu belirlenmigtir (Foyer, Halliwell, 1976; Jablonski, Anderson,
1981). H>0; membranlardan kolayca diflize olabildi§inden dolay, SOD tarafindan
sitoplazmada iiretilen ve fotorespirasyon boyunca peroksizomlardan diftize olan H,O»’nin
(Boveris vd., 1972) sitoplazmada askorbat- glutatyon yoluyla temizlenmesi,
kloroplastlardaki fotosentez igin etkili bir koruma saglar.

Yukarida da belirtildigi gibi askorbik asit esas fonksiyonunu antioksidant
Ozelliginin olmasiyla g6sterir. Bununla beraber son zamanlarda yapilan ¢aligmalar askorbik
asitin hiicre boliinmesi ve geniglemesine katildigini da g6stermigtir (Conklin, 2001). Ayrica
hidroksiprolince zengin proteinlerin biyosentezinde kofaktGr olarak rol oynadify da
belirtilmigtir. Bu proteinlerin hiicre siklusunun ilerlemesi (G1’den S fazmna) igin gerekli
oldugu ve hiicre duvarmn anahtar bilegenleri oldugu tespit edilmistir (Conklin, 2001).

1.3.2.3. Tokeferol

Tokoferoller (6zellikle a~ tokoferol, vitamin E) membran kararlagtiricisi olarak yogun
sekilde memelilerde cahgilmig ve oksijen serbest radikalleri, lipid peroksil radikalleri ve
singlet oksijeni temizleyen ¢ok fonksiyonlu antioksidantlar olduklar1 kaydedilmistir
(Diplock vd., 1989). Dogal olarak bulunan 8 adet tokoferolden o~ tokoferol, antioksidant
olarak en aktif olam1 ve dogada en yaygm olarak bulunamdir. Antioksidant fonksiyonu
yapisinda bulunan benzokinon halkasindaki hidroksil grubu ve indirgenmig fitil zinciriyle
alakalidir. Hidrofobik dogasindan dolay1r o-tokoferol, yalmzca hiicre membraninda
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bulunur. Tokoferoller hiicre membranlarinda esit olarak dagilmazlar. Daha ¢ok doymamis
yag asitlerinin yogun oldugu kisimlarda bulunurlar ve boylece lipid peroksidasyonuna
karg1 yag asitlerini korurlar, Ozellikle tokoferoliin lipid peroksidasyonunda olugan peroksil
radikalleriyle reaksiyona girerek (18) organik radikal olusturan zincir reaksiyonlarm
sonlandirdig1 goriilmiigtiir (Kamal-Eldin, Appelquist, 1996; Kagan, 1989).

ROO" + tokoferol — ROOH + tokoferoksil radikal (18)

Bu reaksiyon sonucu olusan tokoferoksil radikal kararhidir ve yeni bir radikal
reaksiyonu {iretmez. Olugan tokoferoksil radikal askorbik asit tarafindan yeniden
tokoferole indirgenir. Ayrica tokoferol hidroksil radikaliyle direkt reaksiyona girebilen ve
singlet oksijenin temizlenmesinde de etkili olan bir antioksidanttir (Fryer, 1992). Ancak
singlet oksijenin temizlenmesinde karotenoidlerden daha az etkilidir.

1.3.2.4. Karotenoidler

Karotenoidler hem fotosentetik hem de fotosentetik olmayan bitki dokularmm
plastidlerinde bulunan Cg4o izoprenoidler ve tetraterpenler olup, kloroplastlarda yardimc:
pigment olarak rol oynarlar. Muhtemelen daha Snemli rolleri aktiflegmig oksijenin gesitli
formlar1 ve gik tarafindan fotosentetik komplekslerin uyarilmasi sonucu iiretilen triplet
klorofili detoksifiye etmeleridir.

Karotenoidlerin en  Onemlileri karoten ve  ksantofillerdir. = Karotenler
hidrokarbonlardir. Ksantofiller bir veya daha fazla oksijen atomu ihtiva eden karoten
tiirevleridir. Karotenoidler plastidlerdeki isoprenoid yollarindan geranilpirofosfattan
sentezlenirler. Herbisitlerin bazilar1 (norflurazon, diflufenican, fluridon, flurtamon gibi)
karotenoid biyosentezinin inhibisyonuyla fonksiyon yaparlar (Young, 1991).

Karotenoidler antioksidant &zelliklerini fotosistemleri koruyan 4 yolla gésterirler. 1)
Singlet oksijeni temizlerler ve enerjiyi 1s1 seklinde dagitirlar (Mathis, Kleo 1973). 2)
Singlet oksijen olugumunu Onlemek icin triplet veya uyarilmig klorofil molekiilleriyle
reaksiyona girerler (Zbhang, Kirkham, 1996). 3) Ksantofil siklusu aracihfiyla fazla
uyarilmig enerjiyi dagitirlar. 4) Zincir reaksiyonlarim sonlandirmak igin  lipid
peroksidasyon iiriinleriyle reaksiyona girerler ve bdylece lipid peroksidasyonundan
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membranlarm korunmasma katki saglarlar (Burton, Ingold 1984). Ayrica karotenoidler
peroksil radikallerinin temizlenmesinde a-tokoferolii artirabilirler (Burton, Ingold 1984).

Fotosentetik dokulardaki karotenoidlerin esas koruyucu rolii, triplet klorofilin direkt
olarak temizlenmesiyle singlet oksijen iiretiminin dnlenmesi ve bdylece oksidatif stresten
kagmilmasidir. Bu reaksiyonda triplet klorofilin enerjisi bir karotenoid molekiiliine aktarilir
ve sonug olarak karotenoidin enerjisi 1s1 geklinde dagitihir. Boylece karotenoidler singlet
oksijen olusumunu Onlemek igin caligirlar ve 15tk yakalayict komplekste klorofile yakm
olmalartyla 6nemli bir role sahiptirler (Demming- Adams, Adams, 1993). Onemli bir
karotenoid olan zeaksantinin katildigi ksantofil siklusu da igik yakalayici kompleksten
fazla enerjinin dagtilmasinda biiyiik bir role sahiptir (Demming-Adams, Adams, 1996). PS
I ve PS II ‘nin 151k yakalayici kompleksinde bulunan zeaksantin, etkili bir gekilde triplet
klorofilin singlet klorofile doniigiimiinii kolaylastirir. Ksantofil siklusu iki form arasmda
(violaksantin ve zeaksantin) ksantofillerin reversibl doniisiimiiyle alakalidir. Bir de-
epoksidaz enzimi, fazla igikta violaksantinin zeaksantine doniisiimiinii katalizler ve bir
epoksidaz enzimi ise karanhkta veya diigiik igikta zit reaksiyonu katalizler. Boylece
zeaksantin fotosentetik kapasiteyl agsan 151k yogunluklarinda birikir. Ksantofil siklusunun
Ozellikle PS II pigmentlerindeki fazla enerjinin dagtilmasinda etkili oldugu ileri
stiriilmiigtiir (Demming-Adams, Adams, 1996).

1.4. Oksidatif Strese Sebep Olan Faktorler

Bitkiler gevresel streslere maruz kaldiklarinda reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi artar
(Elstner vd., 1988; Foyer, Harbinson 1994). Cevresel faktSrler ii¢ sekilde oksidatif stresi
artirabilirler: a) Direkt olarak serbest radikal iiretimine Kkatilabilitler. b) Antioksidant
savunma sistemini inhibe ederler ve bOylece indirekt olarak reaktif oksijen miktarmi
artrabilirler. ¢) Kloroplastlarm fazla enerjiyi dagitmasiyla ilgili biyosentetik yollar
bozarak ROS {iretimine sebep olabilirler (Salin, 1988).

Bitki hiicrelerinde direkt olarak ROS iiretimini artiran faktSrlerin basmda kirlilik,
metaller, 1;13a duyarh toksinler ve herbisitler gelmektedir.
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1.4.1. Kirlilik

Ozon (0O3) ve kiikiirt dioksit (SO») gibi atmosferik kirleticiler serbest radikal
olusumuna katilirlar (Asada, 1980; Mehthorn, 1990). Atmosferin {ist tabakalarmda dogal
olarak bulunan ozon, otomobil egsozlarindan ¢ikan azot dioksitlerin (diazot monooksit
gibl) giines sifmm etkisi ile parcalanmasi sonucu olugur. Ozonun, stomalar yoluyla
bitkiler tarafindan alindig: ileri siiriilmiigtiir (Heagle, 1989). Ozon biiyiik bir fitotoksiklige
sahiptir. Hizlica suda ¢6ziiniir ve ROS’lar1 olugturur (Grimes vd., 1983; Kanofsky, Sima,
1991). Ozonun bitkilerde olusturdugu hasarlar, bitki tiiriine, ozon konsantrasyonuna ve
ozona maruz kalma siiresine bagh olarak degisir. Genel olarak bakildiginda, ozonun
mezofil hiicrelerini beyazlatt1§1, yapraklarda goriilebilir leke ve nekrosisler olugturdugu ve
yiiksek konsantrasyonlarda kismi olarak stomalar1 kapattigt goriiliir (Aben vd., 1990).
Ayrica ozon, PS II D1 proteinini par¢alar (Lutz vd., 1992) ve Rubisco’nun aktivitesi ve
miktarm azaltir (Landry, Pell, 1993). Diisiik ozon konsantrasyonlarina siirekli maruz kalan
bitkilerde ise goriilebilir yaprak hasarlar1 olugmaz ancak bitkilerin biiylimeleri azalir
(Heagle, 1989).

SO2’ye maruz kalan bitki dokularinda hasar meydana gelir ve hem fotosentetik hem
de fotosentetik olmayan dokulardan stres etileninin salmdig1 goriiliir (Peiser, Yang, 1985).
Hiicreler SOs’ye maruz brrakildii zaman, sitoplazmanin ve kloroplastin asidifikasyonu
meydana gelir. Ciinki bu gaz siilfiirik asidi olugturmak i¢in suyla reaksiyona girer (Laisk
vd., 1988; Veljovic- Jovanovic vd., 1993). Bu durumda SH grubu ihtiva eden 1gikta aktive
olan enzimler inaktif edilir (Shimizaki, Sugahara, 1980; Tanaka vd., 1982) ve oksijen
radikal iiretimi i¢in enerji akin meydana gelir. Ayrica 151k etkisiyle siilfit siilfata
donistliriildiigii zaman siiperoksit olusumunun da meydana geldigi ileri siiriilmiistiir
(Asada, 1980).

1.4.2. Metaller

Fitotoksik metallerin birikimi endiistri ve tarmmsal uygulamalar sonucu meydana
gelir. Bakir ve kadmiyum gibi metal iyonlar1 oksidatif strese sebep olurlar. Bakir (Cu®*")
iyonlarmmn 151k varliginda lipid peroksidasyonuna ve pigment kaybma neden oldugu
bulunmustur (Rousos vd., 1986). CuSOs‘a uvzun siire maruz brakilan ¢avdarda klorofil
ihtiva eden kisimlarin beyazlastifr ve katalaz miktarmm azaldig: goriilmiigtiir (Streb vd.,
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1993). Ayrica Cu®" iyonlar1 redoks aktiftirler ve hidroksil radikali iireten Fenton tip
reaksiyonlarmi katalizlerler (Elstner vd., 1988). Lipid peroksitleri de Cu®* varhgmda
lipoksigenazmn indiiksivonundan olugurlar. Bu enzimin lipid peroksidasyonunu baglattig
bilinir. Kadmiyum ise klorofili ve antioksidatif enzimlerden SOD ve CAT’: inhibe eder
(Somashekaraiah vd., 1992). Boyle bir inhibisyon enzimlerin siilfidril gruplarma
s6zkonusu metallerin baglanmasindan kaynaklamr ve bu durum metallerin fitotoksik
etkilerini huzlandirir (Van Assche, Clijsters, 1980).

1.4.3. Isxga duyarh toksinler

Bu toksinler bitkileri 1518a daha duyarh yaparlar ve bdylece bitkilerdeki fotooksidatif
stresi tegvik ederler. Bu maddeler goriilebilir 15131 dalga boylarina bitkileri duyarh
vaparlar ve fitotoksik reaksiyonlara sebep olurlar. Bu toksinlerin bir Grnegini mantar
toksini olan cercosporin olusturur (Daub, Ehrenshaft, 1993). Cescospora fungusunda
bulunan bu 1518a hassas madde muswr, seker pancari, tiitiin, kahve, soya fasulyesi ve muz
dahil ¢ok sayida bitkide verim azalmalarma neden olur. Cercosporin genus iginde birgok
tir tarafindan iiretilen kirnmzi, perylenekinon ikincil bir metabolittir. Igikta aktive edildigi
zaman singlet oksijeni olusturmak icin oksijenle reaksiyona girer (Daub, Hangartner,
1983). Lipid peroksidasyonuna sebep olan singlet oksijenin iiretimini artmw. Sonugta
membran yapisi degisir ve iyon sizintis1 meydana gelir (Daub, Briggs, 1983).

1.4.4. Herbisitler

Herbisitler kijltiir bitkilerinin biiylimesi boyunca gikan yabanci otlari yok etmek igin
kullamlan kimyasal maddelerdir. Tarmmsal miicadele amagh kullamlan kimyasallar
icerisinde herbisitler Onemli bir yer tutmaktadir. Kiiltiir bitkilerinde gegitli etmenlerin
(hastalik, hayvansal zararlilar gibi) meydana getirdigi kayiplar ele alndifinda &zellikle
kurak gecen yillarda yabanci otlarin etkisinin en yiiksek seviyede oldugu gozlenmektedir.
Diinyadaki iiretim bazmda hububat, meyve, sebze ve baglarda yabanci otlara bagh olarak
gozlenen {iriin kayiplar1 Tablo 1°de dzetlenmigtir. Tablo’dan da gériildiigii gibi bu kayiplar
toplam {iiretimle mukayese edildifinde oldukg¢a 6nemli boyutlara ulagmaktadir.Yabanci
otlarla tarmmm ilk olarak basladif1 neolitik ¢cagdan itibaren miicadele edilmektedir. Yapilan
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bu miicadelede baghca amag¢ yabanci otlarin olusturduklari olumsuz etkileri ekonomik
zarar seviyesinin altinda tutmaktir,

Tablo 1. Diinya bazinda yabanci ot ve hastalik etmenlerinin
olugturdugu kayiplar (milyon ton)(Ozer, 1993)

Uriin Elde Yabanci Ot Hastalik
Cesiti Edilen Uriin Kayiplari Kayrplan
Hububat 433.903 54.349 50.589
Sebze 201.691 23.718 31.137
Meyve 66.567 2.462 12.825
Bag 50.697 7.909 16.937

Herbisitler genellikle bitkinin yagamu igin gerekli temel metabolik reaksiyonlar:
etkilediklerinden bitkisel metabolizmanin seyrini anlamamiza yardimci olmak igin &zel
problar olarak kullamlabilirler. Bu nedenle herbisitlerin etki mekanizmalar {izerindeki
caligmalar bitki fizyolojisi ve biyokimyasma Onemli katkilar saglamaktadir. Birgok tarim
tirlinleri tizerinde yaygmn olarak kullamlan herbisitlerin gogu, ROS iiretilmesiyle etkilerini
gosterirler. Bu herbisitler ya direkt olarak radikal iiretimiyle ya da bazi biyosentetik
reaksiyonlarm inhibisyonu ile reaktif oksijen tiirlerini iiretirler. Bipiridilium
(bipyridylium), difenil eter herbisitler, siklid imidler ve lutidin tiirevleri bunlardandir.
Bitkilerin belirli herbisitlere toleransi bu kimyasallar tarafindan iiretilen serbest radikalleri
temizleme yetenekleriyle alakalidir.

1.4.4.1. Paraquat

Paraquat segici olmayan bir bipiridilium (viologen) herbisitidir. Bu herbisite izl
cevap i¢cin hem g1k hem de klorofil gereklidir. Bu nedenle ilk aragtiricilar bu herbisitin
fotosentez {izerinde etkili oldugunu diglinmiiglerdir. Karanhkta ve etiol fidelerdeki
septomlar daha yavas goriilit. Mees (1960) adh arastirici ilk defa paraquatin elektron
transport zincirinde HyO,’nin olusumuna sebep oldugunu ileri siirmiigtiir. Bu fikir, Hill
reaksiyonunun bir inhibitérii olan monuronun fitotoksik septomlart yavaglattigi
gozlemlerine dayandirimugtir. Daha sonra Calderbank (1968) hidroksil radikalinin bu
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reaksiyonlar sonucu lretildigini kaydetmistir. Farrington vd., (1973) ise bu reaksiyonlarin
siiperoksitle iligkili oldugunu rapor etmigtir.

Paraquat, 446 mV’luk ¢ok yiiksek redoks potansiyeline sahip bir bilegiktir. Bu
Ozellik bir serbest radikal iireticisi olarak paraquati reaktif yapmaktadir. Yeterli enerjiyle
birlikte indirgeyici bir ajan, bipiridilium divalent katyonu olan paraquat™®a bir elektron
vererek paraquat™ serbest radikalini olusturur. Paraquat™ radikali tekrar eski haline
d6nebilmek igin oksijene bir elektron verir ve siiperoksit radikalini olugturur (Halliwell,
Gutteridge, 1989). Daha sonra siiperoksit, hidrojen peroksit ve toksik hidroksil
radikallerini (retir (Halliwell, 1984). Ayrica paraquat radikalinin Fenton reaksiyonuna
benzer bir reaksiyonla HO,’yi direkt olarak indirgeyebildifi ve bdylece hidroksil
radikalini iirettigi ileri siiriilmiistiir (Winterbourne, 1981). Paraquat? iyonu bagka bir sikhus
icin tekrar hazirdir ve bOylece herbisit fotosentezi bertaraf ederek Os’ye elektronlar:
transfer eden ve ROS iireten bir yol olusturur. Yapraklarda paraquati indirgeyebilecek
yeterli enerjiye sahip olan biiyiik indirgeyici ajan PS I’deki birincil elektron akseptdrii olan
ferrodoksindir. Diger bazi indirgeyici ajanlarda bu indirgenmede etkili olabilir. Paraquat,
PS I tarafindan iiretilen elektronlarm biiyiikk ¢ogunlugunu alir. Bu bilesik NADPH i¢in
rekabet ettiinden dolayr fotosentetik elektron transportunda bir diiglise sebep olur. Ayrica
H,0, birikimi sonucu kloroplast zar1 zarar goriir ve daha sonra plazma membraninin da
hasar gérmesi sonucu hiicre i¢i ve digmna maddelerin gegisi kontrolsiiz gerceklesir.

Paraquata direnglilik herbisitin uzun siireli kullannmndan sonra bazi yabanci ot
tirlerinde (Fuerst, Vaughn, 1990), wislah ve seleksiyondan sonra Lolium perenne’de
(Harper, Harvey, 1978), genetik olarak iiretilmig bitkilerde, hayvan hiicreleri ve
mikroplarda goriilmiistiir (Gruber vd., 1990; Kelner, Bagnel, 1990; Bowler vd., 1991).
Conyza baraciensis biotiplerinde (Shaaltiel, Gressel, 1986) ve ¢ok yillik delice otu Lolium
perenne’de (Harper, Harvey, 1978) direngliligin siiperoksit dismutaz ve bagka serbest
radikal temizleyici enzimlerin aktivitelerinin artmastyla baglantili olabilecegi bulunmugtur.
Bununla beraber bagka direngli bitkilerde, herbisitin kloroplastta etkili oldugu bolgeye
translokasyonunun azalmasi s6z konusudur (Preston vd., 1992). Bazi bitkilerde ise
stiperoksit dismutaz aktivitesiyle direnglilik arasmda baglant1 gézlenmemistir (Vaugh,
Fuerst, 1985). Bitkilerin paraquata toleransmn bitki geligimiyle ilgili olabilecegi hakkinda
bazi deliller elde edilmigtir. Ornegin, kishk bugdayda kesilmis yapraklar, mezofil
protoplastlar1 ve fidelerin, 2 °C’ye fidenin aligmasindan sonra paraquata olan toleranslart
artmmgtir  (Kendall, McKersie, 1989; Bridger wvd., 1994). Bu durumun lipid
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peroksidasyonuyla ilgili zararh zincir reaksiyonlarmm azaltan lipidde ¢Oziinebilir
antioksidantlarm artan miktarlariyla baglantih olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Kendall,
McKersie, 1989).

1.4.4.2. Isiga duyarh herbisitler

Difenil eterler, siklik imidler ve lutidin tiirevleri bu gruba giren peroksitleyici
herbisitlerdir. Bu bilegikler membran lipidlerinin peroksidasyonu ve genel hiicre
oksidasyonuna sebep olurlar. Bu herbisitlerin etki modu ozellikle protoporfirin IX gibi
s1i3a duyarh tetrapirollerin anormal birikimini tegvik etmeleridir (Witkowski, Halling,
1989). Tetrapiroller 15132 bagh singlet oksijen iiretimine sebep olurlar. Bu herbisitler
protoporfirinojen oksidaz (protox, EC 1.3.3.4) enzimini de inhibe ederler (Matrinage vd.,
1989; Witkowski, Halling, 1989). Protox enzimi hem ve klorofil biyosentezinin sondan bir
Onceki admmunda protoporfirinojenin, protoporfirin IX’a oksidasyonunu katalizler. Bu
enzimin inhibe oldufu kosullarda reaksiyon {iriinii protoporfirin IX anormal diizeyde
birikir. Protoporfirin IX, ig1a duyarh oldugu i¢in ROS’larm iiretimine neden olur.

Diuron gibi fotosentetik elektron transportunu bloklayan herbisitler ve norflurazon
gibi karotenoid biyosentezinin inhibitrleri, singlet oksijenin iiretilmesiyle fotooksidatif
prosesleri baglatirlar. Karotenoid biyosentezini inhibe edenler triplet klorofil ve singlet
oksijenin 6nemli temizleyicilerini yok ederler.




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Biyiitiilmesi

Trabzon Tarm Il Midiirliiinden temin edilen misir (Zea mays cv. RX 947)
tohumlar1 bir gece saf suda bekletildikten sonra esit biiyiikliikteki saksilara dikildi ve 25
°C’de % 80 nispi neme ayarli bir iklim dolabinda (Sanyo) ¢imlendirmeye birakildi.
Tohumlar ¢imlendikten sonra, iklim dolabmmn 1§tk yoguntugu 250 pE/m?, nemi % 80,
sicakhigi 25 °C ve 1gik periyodu 16 saat 1gik/ 8 saat karanlifa ayarlandi. Yaklagik 7 giin
sonra standart boya ulagan saglikli musir fidelerine dort giin boyunca biiyiimeyi diizenleyici
madde (BDM) uygulamalar1 yapildi. Dordiincii giiniin sonunda ise fidelere herbisit
uyguland:.

2.2, Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Herbisit Uygulamalar

Spermin (SPM) ile putrescin (PUT)Yin 0,2 ve 1 mM’hk, benzil adenin (BA) ile
giberellik asit (GAs)’in 1, 10 ve 100 uM’lk ¢Ozeltileri hazirlandi. BDM‘lerin yaprak
ylizeyine iyice niifuz etmesini saglamak amaciyla her bir ¢Gzeltiye % 0,05 oranmda Tween
20 ilave edildi. Daha sonra BDM ¢0zeltileri, fidelerin yapraklarmin alt ve iist ylizeylerine
bir atomizer yardimyla piiskiirtme teknigi kullanilarak uygulandi Kontrol bitkilerinin
yapraklarma ise % 0,05 oranmda Tween 20 ihtiva eden saf su piskiirtiildi. BDM
uygulamalar1 dort giin boyunca gilinde bir kez yapildi. Dordiincii giiniin sonunda bitkilere
paraquat (PQ) herbisiti uyguland.. PQ, % 0,05k Tween 20'de ¢bziilerek 100 uM
konsantrasyonunda hazirlandi1 ve BDM uygulamalarinda oldugu gibi bir atomizerle beraber
bitkilere ptiskiirtildii. PQ uygulandiktan 8, 12 ve 24 saat sonra muswr fidelerinin
yapraklarmdan alinan yas Orneklerde nispi su igerigi, klorofil, karotenoid, askorbik asit,
protein, enzim ve hormon analizleri yapildi. PQ ¢ok kisa siirede fideleri etkilediginden saat
periyotlar: segildi. Glin olarak yapilan denemelerde fidelerin canhliklarmm kayboldugu

gorildii.
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2.3. Nispi Su Icerigi Tayini (RWC)

Nispi su icerigi tayini Ekanayake vd. (1993)’e gOre yapild. Yapraklarm taze
agirliklar: tartildiktan sonra, + 4 °C’de 19 saat suda bekletilerek turgid agirliklar: alindi
Daha sonra yapraklar 80 °C’ye ayarl etiivde 48 saat tutularak kuru agwhklar kaydedildi.
Elde edilen degerler agagidaki formiilde yerine koyularak nispi su igerikleri belirlendi.

Nispi Su Igerigi (%) = (Taze agurlik- Kuru agirlik/ Turgid agirhik- Kuru agirlik)X100

2.4. Klorofil ve Karotenoid Tayini

Klorofil ve karotenoid tayini igin 0,1 g yaprak 5 ml % 80'lik asetonda homojenize
edildi. Homojenat 3000 rpm'de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatantin optik yogunlugu
spektrofotometreyle 663, 645 ve 450 nm'de okundu. Toplam klorofil Arnon (1949)’a,
karotenoid miktar: ise Jaspars (1965)’a gore asagidaki formiillerle belirlendi.

Toplam klorofil (mg/]) : 20,2 x Agss + 8,02 x Ages

Toplam karotenoid (mg/l) : 4,07 x Agso — (0,0435 xKla + 0,367 x K1 b)

2.5. Askorbik Asit Tayini

Askorbik asit tayini, Shiech ve Sweet (1979) tarafindan gelistirilen metoda gére
yapildi. Bu metod bakir (I1)-2,2’- biquinolin solusyonu (Cu(biq)®") ile askorbik asit
arasmdaki redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Bu reaksiyon sonucunda olugan pembe-
giil kurusu renk 540 nm’de Slgiilmektedir,

Bu yOntemle askorbik asit tayini i¢in Oncelikle standart askorbik asit ¢Ozeltisi
hazirland1, Sirastyla 10, 20, 40, 80 ve 100 ug askorbik asit ihtiva eden tiiplere fosfat —
sitrik asit tamponu (0,01 M, pH 3) konuldu ve daha sonra toplam hacim 3 ml olacak
sekilde her bir tiipe Cu(biq)®" ¢bzeltisi (2,4 ml) ilave edildi. (Cu(biq)®" ¢bzeltisi, 5 ml
CuCly ¢Ozeltisi ile 15 ml 2,2°biquinolin ¢dzeltisi karigtinlarak 20 ml olacak sekilde taze
olarak hazirlandi). Hazirlanan tiipler vorteksle karigtirlarak 540 nm’deki absorbanslari
belirlendi. Grafigin yatay eksenine ug askorbik asit, dikey eksenine de absorbanslar
yazilarak standart grafik ¢izildi.
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Yapraklardaki askorbik asit tayini i¢in 2 g yaprak 5 kati hacimdeki fosfat- sitrik asit
tamponunda homojenize edildi. Homojenat iki kath tiilbent bezinden siiziildiikten sonra
elde edilen siiziintii 5000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant kismmdan 0,1 ml
alnarak, 0,5 ml fosfat- sitrik asit tamponu ile 2,4 ml taze hazirlanmus Cu(biq)*" ¢ozeltisi
konulmus tiipe ilave edildi. Kor olarak 0,6 ml fosfat sitrik asit tamponu ve 2,4 ml Cu(big)**
¢Ozeltisi ihtiva eden tiip kullamldi ve 540 nm’de spektrofotometrede Sl¢iim yapildi. Elde
edilen absorbans degerlerine karsilik gelen askorbik asit miktarlar1 standart grafik
yardimiyla hesaplanarak mg askorbik asit/ g kuru agirhk olarak ifade edildi.

2.6. Proteinlerin Analizi

2.6.1. Coziinebilir Protein Tayini

Cozlinebilir protein miktarmun tayini i¢in Bradford (1976) yontemi kullamldi Bu
yontem fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi ile
kompleks olusturmasi ve olugan kompleksin 595 nm'de maksimum absorbans gostermesi
esasma dayanir, Bu yOntemin difer protein yOntemlerinden iistiin tarafi ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin pek sz konusu olmamasi, protein boya kompleksinin
¢Ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Ayrica proteine boyanmn baglanmasi ¢ok hizl
gergeklesir (ortalama 2 dak). Bu ydntemin hassasiyeti 1- 100 ug arasmdadir.

Protein tayini i¢in su iglem takip edildi: 100 ml'sinde 0,01 g protein ihtiva eden
standart BSA (bovin serum albumin) ¢ozeltisinden tiiplere 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4;
1,6 ml almarak 0,05 M fosfat tamponu (pH 6) ile tiim tiiplerin hacimleri 2 ml'ye
tamamlandi. 1,5 ml Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edilerek
tiipler vorteks ile karigtirildi. Spektrofotometre 2 ml 0,05 M fosfat tamponu ve 1,5 ml
boyadan olusan ¢ozelti (kor) ile kalibre edildi ve standart BSA ihtiva eden tiiplerin
absorbanslar1 595 nm'de kére karsi 2 ile 60 dk. arasmda okundu. Elde edilen absorbans
degerlerine kargilik gelen pg protein degerleri ile standart grafik hazirlands.

Misir yapraklarindaki ¢Oziinebilir protein tayini i¢in hazirlanan enzim ekstraktindan
0,3 ml almarak tizerine 1,7 ml fosfat tamponu ve 1,5 ml Coomassie Brilliant Blue G-250
reaktifi ilave edilerek vortekste karistiriidi. 2 ile 60 dk. arasmda 595 nm'de absorbanslari




34

Olgiildii. DOrt Olglimiin ortalama absorbansina kargilik gelen protein miktarlar: standart
grafik yardimiyla hesaplanarak mg protein / g kuru agirhk olarak ifade edildi.

2.6.2. Proteinlerin SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Miktarlar1 belirlenmis yaprak numunelerinden elde edilen ve —30 °C’de saklanan
enzim ekstraktlar1 ile standart protein Oziitiinden uygun miktarda (25 pg) alindi. Bu
Oziitlere iki kat1 kadar muamele tamponu (1 M Tris-HCI pH 6,8; % 4 SDS, % 20 gliserol,
% 6 B-merkaptoetanol) ilave edildikten sonra numuneler 90 °C’de 4 dk. bekletildi ve
Laemmli (1970) tarafindan tammlanan % 12’lik sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jeline
yliklendi. Yigma jeli igin % 5°lk, ayrma jeli icin % 12°lik akrilamid kullaniddi. Yigma
jelinin hazirlanmasi igin 3,4 ml saf su, 0,83 ml % 30’luk akrilamid, 0,63 ml 1 M Tris-HCl
(pH 6,8), 0,05 ml % 10’luk SDS, 0,05 ml taze hazirlanmig % 10°luk amonyum persiilfat ve
0,005 ml TEMED (N, N, N, N-tetrametil etilen diamin) ilave edilerek karigtirildi. Ayirma
jeli icin ise 6,6 ml saf su, 8 ml %30’luk akrilamid, 5 ml 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,2 ml
%10’luk SDS, 0,2 ml % 10°luk taze hazirlanmig amonyum persiiifat ve 0,008 ml TEMED
kullanild1.

Elektroforez iglemi icin elektroforez camlar1 6nce su sonra etil alkol ile yikandiktan
sonra etlivde kurutuldu. Cam plaklar arasi 0,75 mm olacak sekilde kiskaglarla tutturularak
jel hazrlama cihazma yerlestirildi. Taze olarak hazirlanan % 12°lik ayirma jeli enjekior
yardimiyla cam plaklar arasma yaklagik 10 cm oluncaya kadar dolduruldu. Jel yiizeyinin
diizgiin olmasm saglamak icin saf su ile ince bir tabaka olusturuldu. Yaklagik 30 dk. sonra
jelin polimerizasyonunu takiben jelin {izerindeki saf su bosgatildi ve % 5°lik yigma jeli
plaklarm arasi tamamen doluncaya kadar ilave edildi. Yigma jeli polimerlesmeden Once
icersine 0,75 mm’lik 20 digli tarak dikkatlice yerlestirildi. Yaklagik 30 dakikalik
polimerizasyon siiresinin sonunda tarak dikkatlice ¢ikarild: ve jelde olusan oyuklar saf su
ve yliriitme tamponu ile yikanarak, plaklar arasmdaki jel elektroforez tankmna yerlegtirildi.
Tankm alt ve iist kismu yiirlitme tamponu (1000 ml i¢in 14,4 g glisin, 3 g trizma base ve %
10’luk SDS) ile dolduruldu. Numuneler Hamilton marka bir enjektdr ile jele yiklendi ve
yigma jelini geginceye kadar 15 mA, ayrma jelinde ise 20 mA akimda 3-4 saat boyunca
ylrlitiildi. Yiiriitme iglemi tamamlandiktan sonra jel, dikkatli bir gekilde c¢ikariddi ve
Coomassie Brilliant Blue (% 0,125 g Coomassie Brilliant Blue R-250, % 50 metanol, %
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10 asetik asit) boyasi ile 4-8 saat boyandi. Boyadan gikarilan jel yikama I (% 50 metanol,
% 10 asetik asit) solusyonunda 1 saat kadar tutuldu ve yikama II (% 7 asetik asit, % 5
metanol) solusyonuna aktaridi. Daha sonra jelin goriintiisti bilgisayarda ¢ikarilds.

2.7. SOD Aktivitesi Tayini

2.7.1. Enzim Ekstraktinin Hazirlanmas:

Misir yapraklar: sivi azotta toz haline getirildikten sonra 1 g almarak 10 ml soguk
ekstraksiyon tamponunda (50 mM fosfat tamponu pH 7, 1 mM EDTA, %0,05 Triton, %2
polyvinylpolypyrrolidone ve 1 mM askorbik asit) buz iizerinde homojenize edildi.
Homojenat iki kath tiilbent bezinden siiziildiikten sonra sogutmal santrifiijlde 20 000Xg'de
20 dk. santrifiij edildi. Siipernatantin bir kismu ¢6ziinebilir protein miktarimin belirlenmesi
i¢in alnd1. Geri kalan kisnu ise enzim denemeleri igin kulamlds,

2.7.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

SOD aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) ‘in metodunun Dhindsa ve Matowe
(1981) tarafindan geligtirilen yntemine gdre 6lgiildii. Bu metotta nitro blue tetrazolium
(NBT) bir indikatdr molekiil olarak kullamildi ve siiperoksit radikalleri ile NBT’nin mavi
bir formazona indirgenmesi reaksiyonunun SOD tarafindan engellenmesi Slgiildii.

Aktivite tayin i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM
Methionin, 75 M NBT ve 2 uM ribofilavin ihtiva eden karigima 50 pl enzim ekstrakti
ilave edildi. Ribofilavin en son konuldu ve reaksiyon, tiiplerin floresans lamba altma
yerlestirilmesiyle baglatildi. 10 dakika sonra igik kaynagimn uzaklagtirimastyla reaksiyon
sonlandsrildi. Reaksiyon {irtinii 560 nm’de &l¢iildii ve SOD aktivitesi NBT indirgenmesinin
% inhibisyonu olarak ifade edildi.

2.7.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile SOD Izoenzimlerinin Belirlenmesi

Enzim kaynagi olarak — 30 °C’de dondurularak saklanan SOD enzim ekstrakt
kullamldi. Beauchamp ve Fridovich (1971) tarafindan tammmlanan poliakrilamid jel
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elektroforezi ile SOD izoenzimleri belirlendi. Yigma jeli icin % 5°lik, ayrma jeli icin %
8’lik akrilamid ¢6zeltisi hazirlandi. Yigma jelinin hazirlanmasi i¢in 3,4 ml saf su, 0,83 ml
% 30’luk akrilamid, 0,63 ml 1 M Tris-HCl1 (pH 6,8), 0,05 ml taze hazirlannmg % 10’luk
amonyum persiilfat ve 0,005 ml TEMED; ayima jeli i¢in ise 9,3 ml saf su, 5,3 ml %
30°’luk akrilamid, 5 ml 1,5 M Tris-HC1 (pH 8,8), 0,2 ml taze hazirlanmig % 10°luk
amonyum persiilfat ve 0,012 ml TEMED kullamidi. SOD izoenzimlerinin poliakrilamid
jelinde yiirtitiilmesi proteinlerde oldugu gibi gerceklestirildi. Ancak elektroforez igleminin
yapidig1 ortammn sicakhigs +4 °C olarak ayarlandi Jel dikkatli bir gekilde cikarildiktan
sonra 0,24 mM NBT (nitro blue tetrazolium), 33,2 uM riboflavin, % 0,2 TEMED ve 1 mM
EDTA (etilen diamin tetraasetik asit) ihtiva eden 0,05 M potasyum fosfat tamponunda (pH
7,8), 37 °C’ye ayarh etiivde karanlikta 30 dk. inkiibe edildi. Daha sonra jel, 1 mM EDTA
ihtiva eden 0,05 M potasyum fosfat tamponuna (pH 7,8) alindi ve 1gikli bir ortamda
izoenzimlerin gériilmesi igin 10- 30 dk. bekletildi. Izoenzimler belirlendikten sonra jel saf
su ile yikandiktan sonra % 30’luk etil alkolde muhafaza edildi. izoenzim bantlarmmn yerleri
Olgiiliip Rf degerleri hesapland: ve bilgisayarda jelin goriintiisii ¢ikarildi.

2.8. Peroksidaz Aktivitesi Tayini

2.8.1. Enzim Ekstraktimin Hazrlanmas:

Misrr yapraklarindan 2 g alinarak 10 ml 0,2 M soguk sodyum fosfat tamponunda (pH
7) buz lizerinde homojenize edildi. Homojenat iki kath tiilbent bezinden siiziildiikten sonra
+4 °C'de 20 000Xg'de 20 dk. santrifiij edildi. Stipernatant kismu enzim aktivitesi tayini igin
kullamldr.

2.8.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

Peroksidaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Rodriguez ve Sanchez (1982)’in
tanumladigt gibi van Lelyveld ve Pretorius (1973)’un metodunun biraz degistirilmesiyle
Ol¢iildii. Substrat olarak 40 mM guaiacol ve 26 mM H»0, ¢6zeltileri kullanildi,

Aktivite tayini i¢in, icersine 1 ml guaiacol, 0,5 ml H>O, ve 1,4 ml 0,05 M fosfat
sitrat tamponu (pH 4,6) koyulan tiip 25 °C’ye ayarl su banyosunda 15 dk. bekletildi, Tiip
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icersindeki tampon - substrat karigim spektrofotometre kiivetine dokiilerek iizerine 0,1 ml
enzim ekstrakti ilave edildi. 420 nm dalga boyunda meydana gelen absorbans degisimi
kaydedildi ve enzim aktivitesi AA/dk./g taze agirlik cinsinden ifade edildi.

2.8.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Peroksidaz izoenzimlerinin Belirlenmesi

Elektroforez ¢aligmalarinda enzim kaynagi olarak —30 °C’de dondurularak saklanan
peroksidaz enzim ekstrakti kullamldi. Liu (1973) tarafindan tamimlanan poliakrilamid jel
elektroforezi ile peroksidaz izoenzimleri belirlendi. Yigma ve ayrma jelleri SOD
izoenzimlerinde oldugu gibi hazirland1 ve peroksidaz izoenzimlerinin poliakrilamid jelinde
yiiriitlilmesi SOD izoenzimlerindeki gibi gergeklestirildi. Elektroforez sonucu dikkatli bir
sekilde ¢ikarilan jel, benzidin (0,1 g benzidin/ 100 ml 0,2 M sodyum asetat tamponu, pH 5)
ve H»O, substratlariyla hazirlanan ¢bzeltide (2,5 ml % 3’liik H>O, / 100 ml benzidin
¢Ozeltisi), 35 °C’de 1 saat bekletildikten sonra % 30°luk etil alkolde mubafaza edildi.
[zoenzim bantlarmm yerleri Slgiiliip Rf degerleri hesapland: ve bilgisayarda jelin gériintiisti
¢ikarildi.

2.9. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi Tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell (1976)’e
gbre SOD enzimi igin hazirlanan ekstrakt kullamlarak tayin edildi. Substrat olarak 0,25
M NADPH ve 1mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) kullanildi.

Glutatyon rediiktaz tarafindan oksitlenmis glutatyonun indirgenmesi i¢in indirgeyici
faktér olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini igin 200 pl 0,5 mM EDTA igerisinde
hazirlanmis 50 mM TRIS- HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH ihtiva eden
karigima 50 ul enzim ekstrakt: ilave edildi. NADPH’in oksidasyonu 5 dakika boyunca 340
nm’deki azalmanin Slgiilmesiyle belirlendi ve GR aktivitesi mU/ml olarak ifade edildi.
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2.10.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC) ile Bitki Hormon
Miktarlarinin Belirlenmesi

HPLC igin bitki hormonlarmin ekstraksiyonu ve saflagtiriimasi Kuraishi vd.
(1991)’nin tanimladiFi metodun biraz degistirilmesiyle yapildi. 2 g Ornek almarak svi
azotta toz haline getirildi ve {lizerine 40 °C’de bekletilen % 80°lik metanol ilave edilerek
10 dk. ultra doku pargalayicida (Ultrasonic Processor, Jenway LTD) homojenize edildi.
Homojenat karanhkta 4 °C’de 24 saat bekletildikten sonra Whatman no. 1 filtre kagidindan
siiziildii ve siiziintli kismn alindiktan sonra kalan pargalar tekrar aym igleme tabi tutuldu.
Elde edilen siiziintiiler birlegtirilerek 0,45 um’lik PTFE filtrelerinden gegirildi (Cutting,
1991) ve 35 °C’de evaporatdrde kurutuldu. Kurutulan ekstraktlar 100 mol.L™ KH,PO,
tamponunda (pH 8) tekrar ¢oziildii ve 4 °C’de 10.000g’de 1 saat santrifiij edildi.
Siipernatant kismu almarak iizerine 1 g polivinilpolipirolidon (PVPP) ilave edildi ve iyice
karigtirildiktan sonra Sep- Pak Cig (Waters) kartiiglerinden gegirildi (Machackova vd.,
1993). Kartiislerde kalan hormonlar % 80’lik metanolde ¢6ziilerek kiigiik viallere alind: ve
daha sonra analiz iglemleri i¢in HPLC (Shimadzu, LC-10 AD)’ye enjekte edildi. HPLC
analizleri icin mobil faz olarak % 11,5°lik asetonitril (pH 5,5) ve 40 mM’hk trietil
amonyum asetat (TEAA) tamponu kullamldi. Akig hizi, basing ve dalga boyu srasiyla 2
ml. min™, 2000 psi ve 265 nm olarak segildi ve ultraviyole dedektor kullamld: (Horgan,
Kramers, 1979; Taylor vd., 1984).

2.11. istatistik Analizler

Ekstraksiyonlar ve analizlerin tekerriirii birbirinden bagumsiz ii¢ ayri yetigtirilmis
bitki grubundan yapilmistir. Verilerin varyans analizi ‘Statistical Package for Social
Sciences (SPSS for Windows 9.0)’ kullanilarak ortalamalar arasindaki istatistiki Snemlilik
derecesi Duncan Coklu Karsilagtirma Testi’ne gére belirlenmistir,



3. BULGULAR

3.1. Morfolojik Bulgular

PQ uygulanan fidelerin morfolojik gdriiniimlerinde kontrolle karsilagtirildiginda
O6nemli degisimler belirlendi. Herbisitin etkisinin zamana bagh olarak arttigi goriildii. PQ
uygulandiktan 8 saat sonra musir fidelerinin yapraklarinda goriilmeye baglayan beyaz ve
kahverengi nekrotik lekeler, 12 saat sonra iyice belirgin hale geldi (Sekil 3, 4). Ayrica
yapraklarin renginde kontrole oranla agilma, asagiya dogru kivrilmalar ve yaprak ayasmn
daralmaya bagladigi gozlendi. PQ uygulandiktan 24 saat sonra, bu septomlarm iyice
belirginlestigi, goriilebilir yaprak hasarlarinmn olustugu ve fidelerin porsiimeye basladigi
goriildii (Sekil 5).

Sekil 3. PQ uygulandiktan 12 saat sonra fidelerin yapraklarinda olusan septomlar
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Sekil 4. PQ uygulandiktan 12 saat sonra fidelerin genel gériiniimii
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Sekil 5. PQ uygulandiktan 24 saat sonra fidelerin genel goriiniimii
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SPM ve PUT ile 6n muamele yapilms ve PQ uygulanmis fidelerde de sadece PQ
uygulanan fidelerde goriilen septomlarin olustugu saptandi. Ancak 24 saat sonra sadece PQ
uygulanan fidelere nazaran 1 mM SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki
goriilebilir yaprak hasarlarimin tedrici olarak azaldigi sSylenebilir (Sekil 6, 7). 0,2 mM
PUT ve SPM ile 6n muamele yapilan fidelerin goriiniimlerinin ise, sadece PQ uygulanan
fidelerdekinden farkh olmadig1 goriildii.

1, 10 ve 100 uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerin goriiniimlerinin, PQ
uygulandiktan 24 saat sonra sadece PQ uygulanan fidelerdekiyle hemen hemen ayni
oldugu ve konsantrasyonlar arasinda énemli bir farkliligin olmadig: belirlendi ($ekil 8).

GA; ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmug fidelerin goériiniimlerinin 12 ve 24.
saatlerde sadece PQ uygulanmus fidelerdekinden daha saglkh oldugu goézlendi.
Konsantrasyonlar arasinda ¢ok bariz bir fark gériinmemesine ragmen, 10 ve 100 uM GA3
ile 3n muamele yapilan fidelerdeki goriilebilir yaprak hasarlarmin daha az oldugu saptandi
(Sekil 9, 10, 11, 12, 13, 14).

Sekil 6. 1 mM SPM ile 6n muamele yapilmis ve PQ uygulanmg fideler ile sadece PQ
uygulanmug fidelerin 24 saat sonraki genel goriintimleri



PUT (1 mM)

PO (100 M)

Sekil 7. 1 mM PUT ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmis fideler ile
sadece PQ uygulannus fidelerin 24 saat sonraki genel goriiniimleri

BA (100 3

PO (100 30

Sekil 8. 100 uM BA ile 6n muamele yapilmug ve PQ uygulanmus fideler ile
sadece PQ uygulannus fidelerin 24 saat sonraki genel goriintimleri
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Sekil 9. 1 uM GA; ile 6n muamele yapilmis ve PQ uygulannus fideler ile sadece PQ
uygulanmus fidelerin 12 saat sonraki genel goriiniimleri

Sekil 10. 1 uM GAjs ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmug fideler ile sadece PQ
uygulanmus fidelerin 24 saat sonraki genel goriintimleri
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Sekil 11. 10 uM GA3 ile 6n muamele yapilmis ve PQ uygulanmug fideler ile sadece PQ
uygulanmus fidelerin 12 saat sonraki genel gériiniimleri

Sekil 12. 10 uM GAj ile 6n muamele yapilmis ve PQ uygulanmig fideler ile sadece PQ
uygulanmus fidelerin 24 saat sonraki genel gériiniimleri
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Sekil 13. 100 uM GA;3 ile 6n muamele yapilmis ve PQ uygulanmus fideler ile sadece
PQ uygulanmis fidelerin 12 saat sonraki genel goriiniimleri

Sekil 14. 100 uM GA; ile 6n muamele yapilnug ve PQ uygulanmug fideler ile sadece
PQ uygulanmus fidelerin 24 saat sonraki genel goriiniimleri
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3.2. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarimn Nispi Su
Icerigine Etkileri

PQ uygulamasindan 8, 12 ve 24 saat sonra fidelerdeki nispi su igeriginin kontrole
gore istatistiki bakimdan onemli (P=0,05) 6lgiide azaldigi goriildii. 24 saatin sonunda
kontrol fidelerinde % 82,9 olan nispi su igeriginin PQ uygulanan fidelerde % 61 oldugu
bulundu (Tablo 2).

Tablo 2. Biiylimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele yapilmis ve paraquat
uygulanmis musir fidelerindeki nispi su igerigi®

Nispi Su lcerigi (%)
Uygulamalar 8. Saat 12. Saat 24. Saat
Kontrol 90,35+0,19*b 84,19+4,80b 8291 +3,01d
Paraquat (PQ) 76,32 + 4,84 a 67,11+792a 61,03 +3,32a
SPM (0,2 mM) +PQ 82,56 +5,05ab  78,89+2.20b 67,08 + 3,69 be
SPM (1 mM) +PQ 80,38 +246a  79,55+2,02b 69,731+ 2.27 ¢
PUT (02 mM) +PQ 79,49 +328a 75,12+4,54ab 68,50 +2,37 bc

PUT (1 mM) +PQ
BA (1 pM) +PQ

81,41 +5,65 ab
84,15+ 5,93 ab

76,17 +3,6 ab
77,72+£1,02b

67,68 + 3,68 be
65,05 + 5,45 abc

BA (10 uM) +PQ 82,94+774ab 78,66 +428b 68,85 +3,05bc
BA (100 pM) +PQ 7540+2,6la 7435+78lab  62,75+2,08ab
GAs (1 pM) +PQ 84,25+1,95ab 7526 +6,52ab 68,52+ 1,56 bc
GAs (10 pM) +PQ 80,52+623a 7390+620ab 68,24 + 4,65 be
GAs (100 uM) +PQ  83,03+0,69ab 7641 +339ab 69,75+ 1,41 ¢

“Dort tekerriiriin ortalamasi. *Dort tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Aym harflerle
gosterilen degerler Gnemli dlgiide farkl degildir (P= 0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir
siitiin kendi iginde kargilagtiriimistir (Duncan Coklu Kargilagtirma Testi).

SPM ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmis fidelerdeki nispi su igeriginin, 8.
saatte SPM ile 6n muamele yapilmams fidelere nazaran istatistiki bakimdan 6nemli dlgiide
degismedigi goriildii. 12. ve 24. saatlerde ise 0,2 ve 1 mM SPM ile 6n muamele yapilan

fidelerde, PQ’mn tesvik ettigi su kaybmnn istatistiki bakimdan Gnemli Glgiide engellendigi
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tespit edildi. 24 saat sonra 0,2 ve 1 mM SPM ile 6n muamele yapilmis fidelerdeki nispi su
igeriginin sadece PQ uygulanan fidelerdekinden, sirasiyla % 9 ve % 12,4 daha fazla oldugu
kaydedildi. PUT un 0,2 ve 1 mM’lik konsantrasyonlariyla 6n muamele yapilan fidelerdeki
nispi su igeriginin, PQ uygulandiktan 8 ve 12 saat sonra sadece PQ uygulanan fidelere
nazaran istatistiki bakimdan énemli 6lgiide degismedigi, 24. saatte ise PUT ile 6n muamele
yapilmamg ve PQ uygulanmus fidelerdekine kiyasla daha fazla oldugu belirlendi.

BA ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmus fidelerdeki nispi su igeriginin, 8.
saatte BA ile 6n muamele yapilmamus fidelerdekinden farkhi olmadigi, 12. saatte ise 1 ve
10 uM BA ile 6n muamele yapilmus fidelerdeki nispi su igeriginin sadece PQ uygulanmug
fidelerdekinden istatistiki bakimdan Onemli Olglide fazla oldugu belirlendi. 24 saatin
sonunda PQ’in sebep oldugu su kaybm onlemede en etkili olan BA konsantrasyonun 10
uM oldugu tespit edildi. 100 uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki nispi su igeriginin
ise 12. ve 24. saatlerde, sadece PQ uygulanan fidelerdekine nazaran istatistiki bakimdan
6nemli 6lgiide farkli olmadig: gozlendi.

1, 10 ve 100 uM GA; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki nispi su igeriginin, PQ
uygulandiktan 8 ve 12 saat sonra, GAsz ile 6n muamele yapilmamis fidelere nazaran
istatistiki bakimdan Onemli &lgiide degismedigi, ancak 24. saatte bu Ul¢ GA3
konsantrasyonunun da PQ’m sebep oldugu su kaybini 6nlemede etkili oldugu bulundu.

Genel olarak bakildiginda PQ’nin tesvik ettigi su kaybi onlemede en etkili olan
uygulamalarin 1 mM SPM ve 100 uM GAj3 oldugu tayin edildi.

3.3. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarmin Toplam
Klorofil Miktarina Etkileri

Kontrolle karsilagtirildiginda PQ uygulanan fidelerdeki toplam klorofil miktarmin
azaldigi, ancak 12 ve 24. saatlerdeki azalmalarin istatistiki bakimdan onemli (P=0,05)
oldugu belirlendi. PQ uygulandiktan 8 saat sonra toplam klorofil miktarinda belirlenen %
16,5°lik azalmanin 12. saatte % 24,9; 24. saatte ise % 41,6 oldugu bulundu (Tablo 3).

1 mM SPM ile 6n muamele yapilan fidelerde, 8, 12 ve 24. saatlerde PQ’in tegvik
ettigi toplam klorofil miktarindaki azalmalarm Gnemli oranda engellendigi belirlendi.
Sadece PQ uygulanan fidelerdekine oranla, 1 mM SPM ile 6n muamele yapilmig ve PQ
uygulanmig fidelerdeki toplam klorofil miktarimin istatistiki bakimdan nemli dlgiide fazla

oldugu tespit edildi. 24 saat sonra 1 mM SPM ile 6n muamele yapilmis fidelerdeki toplam
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klorofil miktarmin sadece PQ uygulanmig fidelerdekinden % 24,2 daha fazla oldugu
kaydedildi. Kontrolle kargilagtirldiginda ise, 1 mM SPM ile 6n muamele yapilmis
fidelerdeki toplam klorofil miktarinin 8 ve 12.

saatte ise istatistiki bakimdan Onemli Glgiide azaldigi goriildi. 0,2 mM SPM ile 6n

saatlerde onemli Slgiide degismedigi, 24.

muamele yapilmig ve PQ uygulanmis fidelerdeki toplam klorofil miktarimn ise, 24. saatte
sadece PQ uygulanan fidelerdekine nazaran daha fazla oldugu, ancak 8 ve 12. saatlerde
istatistiki bakimdan nemli bir farkhlik olmadig: belirlendi.

Tablo 3. Biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele yapilmig ve paraquat
uygulanmig misir fidelerindeki toplam klorofil miktarr®

Toplam Klorofil Miktan (mg/ g kuru agirhk)

Uygulamalar 8. Saat 12. Saat 24. Saat

Kontrol 26,49 +0,48ab 27,25+04*b 2595+3,64 ¢
Paraquat (PQ) 22,11+0,54a 20,45+0,26a 15,15+ 1,28 a
SPM (0,2 mM) +PQ 26,81 +2,03ab 24,09+3,06ab  20,48+0,27b
SPM (1 mM) +PQ 27,80+0,84b 26,56 +0,59b 21,56 + 0,96 b
PUT (0,2 mM) +PQ 28,23+3,71b 2228+395ab 18,17 +0,91 ab
PUT (1 mM) +PQ 28,00+2,29b  27,49+4,16b 20,01 +2,42b
BA (1 uM) +PQ 26,16+ 0,64ab 23,63 +0,61ab 1827 +1,10ab
BA (10 uM) +PQ 2727+0,85b 26,03+1,93ab 1834+ 1,24 ab
BA (100 uM) +PQ 28,25+430b 2434+21lab  20,16+0,47b
GA; (1 uM) +PQ 28,49+0,48b 2505+1,25ab 17,26 +3,01 ab
GA3 (10 uM) +PQ 26,92+0,91ab 2333+1,17ab 18,57 +4,09 ab
GA; (100 uM) +PQ 2549+0,19ab 2569+1,61ab  20,90+2,03b

“Dort tekerriiriin ortalamasi. *DOrt tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Aym harflerle
gosterilen degerler Gnemli dlgtide farkh degildir (P= 0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir
siitiin kendi i¢inde karsilagtirilmigtir (Duncan Coklu Kargilagtirma Testi).

PUT’un 1 mM’hk konsantrasyonuyla ¢n muamele yapilmis fidelerdeki toplam klorofil
miktarmin 8, 12 ve 24. saatlerde sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha fazla oldugu,

0,2 mM’lk konsantrasyonunun ise 8. saatte etkili oldugu goriildi. 24 saatin sonunda
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toplam klorofil miktarinda PQ’nin sebep oldugu % 41,6’lik azalmamn, 1 mM PUT ile 6n
muamele yapilmig ve PQ uygulanmis fidelerde istatistiki olarak onemli dlglide azaltildig:
belirlendi.

I uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki toplam klorofil miktarmmn PQ
uygulandiktan 8 saat sonra kontrol ve sadece PQ uygulanms fidelerdekine nazaran énemli
Slgtide degismedigi, ancak 10 ve 100 uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki toplam
klorofil miktarinin sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha fazla oldugu belirlendi. 12.
saatte BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki toplam klorofil miktarmin hem kontrol hem
de PQ uygulanan fidelerdekinden farkli olmadigi, 24. saatte ise 100 uM BA’nm PQ’nin
sebep oldugu toplam klorofil miktarindaki azalmay: onlemede etkili oldugu tespit edildi.
24 saat sonra, sadece PQ uygulanan fidelerdekine oranla, 100 uM BA ile 6n muamele
yapilan fidelerdeki toplam klorofil miktarmin % 24,8 daha fazla oldugu ve bu farkin
istatistiki bakimdan Gnemli oldugu belirlendi. Uygulanan BA konsantrasyonlar1 arasinda
istatistiki bakimdan 6nemli bir fark bulunmamasmna ragmen, 1 ve 10 uM BA ile n
muamele yapilmug fidelerdeki toplam klorofil miktarmin sadece PQ uygulanan fidelere
oranla istatistiki bakimdan 6nemli 5lgiide degismedigi goriildii.

GAs’tin 10 ve 100 pM’hk konsantrasyonlartyla 6n muamele yapilmig ve PQ
uygulanmug fidelerdeki toplam klorofil miktarmin, 8. saatte hem kontrol hem de GA; ile 6n
muamele yapilmamig ve PQ uygulanmus fidelerdekine kiyasla istatistiki bakimdan onemli
Olciide degismedigi, ancak 1 M GAj3 ile 6n muamele yapilan fidelerdeki toplam klorofil
miktarin sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha fazla oldugu belirlendi. 12. saatte
ise 8. saate benzer sekilde, GAs; uygulamalarinda, sadece PQ uygulamalarma oranla
istatistiki olarak dnemli olmasa da genellikle toplam klorofil miktarinin daha fazla oldugu
goriildii. 24. saatte ise PQ’nin sebep oldugu toplam klorofil miktarindaki azalmayi
6nlemede en etkili GA3 konsantrasyonunun 100 pM oldugu tayin edildi. 24 saatin sonunda
kontrole oranla sadece PQ uygulanan fidelerde, toplam klorofil miktariin % 58,3

kalirken, 100 pM GAj ile 5n muamele yapilan fidelerde % 80,5 inin kaldig: tespit edildi.
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3.4. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarimn Karotenoid
Miktarmna Etkileri

PQ uygulanan fidelerdeki karotenoid miktarimn 8, 12 ve 24. saatlerde kontrole oranla

istatistiki bakimdan 6nemli (P=0,05) Sl¢tide azaldigi goriildii (Tablo 4).

Tablo 4. Biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele yapilmig ve paraquat
uygulanmig musir fidelerindeki karotenoid miktar*

Karotenoid Miktan (mg /g kuru agirhk)

Uygulamalar 8. Saat 12. Saat 24. Saat

Kontrol 6,18 £0,26* ¢ 6,07+0,02 ¢ 5,79+0,47d
Paraquat (PQ) 5,01 +£0,58 a 423+036a 3,49+0,17a
SPM (0,2 mM) +PQ 5,26 + 0,09 ab 4,71 £ 0,02 ab 4,01 + 0,40 ab
SPM (1 mM) +PQ 6,10+ 0,42bc 5,66+ 1,14 bc 431+0,23b
PUT (0,2 mM) +PQ 6,07+0,83bc 5,06+ 0,08 abc 4,50 + 0,07 be
PUT (1 mM) +PQ 6,12 £ 0,09 be 5,69 + 0,97 be 4,94+ 0,07 ¢
BA (1 uM) +PQ 5,86+0,51abc  5,19+0,55 abc 4,06+ 0,10 ab
BA (10 uM) +PQ 5,90 + 0,70 be 5.87 £0,04 be 3,88+ 0,31 ab
BA (100 uM) +PQ 590+0,09bc 5,18+0,16abc 4,20+ 0,46b
GA; (1 uM) +PQ 5,40 £0,03abc 5,56+ 0,17 be 3,99 + 0,39 ab
GA; (10 M) +PQ 6,09+£0,05bc  5,82+0,05 be 429+034b
GA3 (100 uM) +PQ 5,62+0,09abc 5,55+ 0,89 be 4,17+0,49b

*Dort tekerriiriin ortalamasi. *Dort tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Aym harflerle
gosterilen degerler Snemli dlgiide farkh degildir (P= 0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir
siitiin kendi iginde kargilastirilmugtir (Duncan Coklu Kargtlagtirma Testi).

24 saatin sonunda PQ uygulanan fidelerdeki karotenoid miktarmin % 39,7 oraninda
azaldig: belirlendi. PQ’nin sebep oldugu bu azalmanin, 24. saatte SPM’nin 1 mM, PUT un
0,2 ve 1 mM’lik konsantrasyonlariyla n muamele yapilan fidelerde istatistiki bakimdan
onemli Slgiide engellendigi tespit edildi. Sadece PQ uygulanan fidelerde karotenoid
miktarinda goriilen % 39,7’lik azalmanin, 1 mM SPM ile 6n muamele yapilan fidelerde %
25,5; 0,2 ve 1 mM PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde ise sirasiyla % 22,2 ve % 14,6
oldugu kaydedildi. Ayrica 8 ve 12. saatlerde de, 1 mM SPM ve PUT’un karotenoid
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miktarindaki azalmay: istatistiki bakimdan 6nemli lgiide engelledikleri goriildii. SPM nin
0,2 mM’lik konsantrasyonunun ise, biitiin zaman dilimlerinde sadece PQ uygulanan
fidelerdekine oranla istatistiki bakimdan 6nemli olmasa bile, karotenoid miktarindaki
azalmay tedrici olarak dnledigi soylenebilir.

BA'mn 10 ve 100 pM’lik konsantrasyonlartyla 6n muamele yapimig ve PQ
uygulanmug fidelerdeki karotenoid miktarmin, 8. saatte sadece PQ uygulanmig
fidelerdekinden istatistiki bakimdan onemli 6lglide fazla oldugu belirlendi. 12 ve 24.
saatlerde ise her iki BA konsantrasyonu arasinda istatistiki olarak bir fark bulunmamasina
ragmen, 24 saatin sonunda PQ’nin sebep oldugu karotenoid miktarindaki azalmay:
onlemede en etkili BA konsantrasyonunun 100 pM oldugu tespit edildi. 1 pM BA ile 6n
muamele yapilmis ve PQ uygulanmug fidelerdeki karotenoid miktariyla, sadece PQ
uygulanmis fidelerdeki karotenoid miktari arasinda ise istatistiki bakimdan Onemli bir
farklilik olmadig: goriildii.

1 ve 100 uM GA; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki karotenoid miktarmn, PQ
uygulandiktan 8 saat sonra hem kontrol hem de sadece PQ uygulanmis fidelerdekine
nazaran istatistiki bakimdan dnemli dlgiide degismedigi, ancak 10 uM GA; ile 6n muamele
yapilan fidelerdeki karotenoid miktarmin sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha fazla
oldugu belirlendi. 12. saatte, uygulanan biitin GAs; konsantrasyonlarimin PQ’nin sebep
oldugu karotenoid miktarindaki azalmayi istatistiki bakimdan onemli &lgiide azalttiklari,
24. saatte ise 10 ve 100 uM GAj’iin etkili oldugu goriildii. 24 saat sonra sadece PQ
uygulanan fidelerdekine oranla 10 ve 100 uM GAj; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki
karotenoid miktarmin, sirasiyla % 18,6 ve % 16,3 daha fazla oldugu belirlendi.

3.5. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarnin Askorbik Asit
Miktarna Etkileri

PQ uygulamasindan 8, 12 ve 24 saat sonra fidelerdeki askorbik asit miktarinin
kontrole gore istatistiki bakimdan énemli (P=0,05) §lgiide azaldig: belirlendi (Tablo 5).
SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde, PQ’nin sebep oldugu askorbik asit
miktarindaki azalmamin 6nemli oranda engellendigi tespit edildi. Uygulanan her iki SPM
ve PUT konsantrasyonunun da askorbik asit miktarinda PQ’nin sebep oldugu azalmay1
onlemede istatistiki bakimdan etkili olduklar1 bulundu. Ozellikle 1 mM SPM ve PUT’un
etkilerinin ¢ok daha onemli oldugu kaydedildi. Kontrolle karsilastirildiginda, PQ



uygulandiktan 24 saat sonra askorbik asit miktarinda belirlenen % 69,9°luk azalmanmn, 1
mM SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde, sirasiyla % 23,5 ve % 17,7 oldugu
kaydedildi.

Tablo 5. Biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele yapilmig ve paraquat
uygulanmig musir fidelerindeki askorbik asit miktarr®

Askorbik Asit Miktan (mg /g kuru agirhk)

Uygulamalar 8. Saat 12. Saat 24. Saat

Kontrol 573+0,62*c  4,88+1,76d 3,99+0,68 f
Paraquat (PQ) 3,01+0,77.a 2,66+ 0,62 a 1,20+ 0,27 a
SPM (0,2 mM) +PQ 431+0,84b 3,82+0,67bcd 2,76+ 0,41 de
SPM (1 mM) +PQ 4,12+026b 4,03+ 0,80 cd 3,05+ 030
PUT (0,2 mM) +PQ 3,92+0,09b 3,78+0,06 abcd 2,95+ 0,27 de
PUT (1 mM) +PQ 4,11+0,16b 4,07+0,12 cd 3,28+0,50 e
BA (1 pM) +PQ 419+4030b 3,72+0,16abc 2,89+ 025 de
BA (10 uM) +PQ 480+035b 3,67 + 0,46 abc 2,34+0,78 cd
BA (100 uM) +PQ 424+059b 332+046abc  1,95+0,53 be
GAs (1 uM) +PQ 429+087b  339+030abc  1,64+0,15ab
GA3 (10 uM) +PQ 3,88+0,76b 3,86+ 0,72 bed 1,95+ 0,41 be

GA3 (100 uM) +PQ 4,54+0,80b 2,87 + 1,00 ab 1,96 + 0,25 be

"Dort tekerriiriin ortalamasi. *Dort tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Ayni harflerle
gosterilen degerler onemli dlgiide farkl degildir (P= 0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir
siitiin kendi i¢inde kargilastirilmistir (Duncan Coklu Kargilagtirma Testi).

BA ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmus fidelerdeki askorbik asit miktarmmn,
8. saatte sadece PQ uygulanms fidelerdekinden istatistiki bakimdan énemli 6lgiide fazla
oldugu, 12. saatte ise aralarinda 6nemli bir farklihgm olmadig gériildii. 24 saatin sonunda
uygulanan biitiin BA konsantrasyonlarinin, PQ’nin sebep oldugu askorbik asit miktarindaki
azalmay1 6nlemede istatistiki bakimdan etkili olduklari kaydedildi.

PQ uygulandiktan 8 saat sonra askorbik asit miktarinda meydana gelen azalmanm,
GA;3 ile 6n muamele yapilan fidelerde istatistiki bakimdan 6nemli dlgiide engellendigi

belirlendi. 12. saatte ise 10 uM GA3’iin etkili oldugu, 1 ve 100 uM GAj; ile 6n muamele
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yapilan fidelerdeki askorbik asit miktarmm sadece PQ uygulanan fidelerdekinden istatistiki
olarak farkli olmadigi tespit edildi. 24. saatte, PQ’nin tesvik ettigi askorbik asit
miktarindaki azalmay: 6nlemede istatistiki olarak etkili olan GA3 konsantrasyonlarmnm 10
ve 100 uM oldugu bulundu. 24 saat sonra, askorbik asit miktarinda PQ’nin sebep oldugu
% 69,9°luk azalmanin, 10 ve 100 uM GA; ile 6n muamele yapilan fidelerde % 18,8 ve %
19 oraninda azaltildig: belirlendi.

Genel olarak bakildiginda PQ uygulandiktan 24 saat sonra, 1 mM SPM ve PUT ile 6n
muamele yapilan fidelerdeki askorbik asit miktarmimn, diger uygulamalardakinden istatistiki

bakimdan 6nemli 6l¢iide fazla oldugu belirlendi.

3.6. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarmin Coziinebilir
Protein Miktarina Etkileri

Kontrole gére PQ uygulanan fidelerdeki ¢oziinebilir protein miktarmmn istatistiki
bakimdan nemli 6lgiide azaldigi goriildii. PQ uygulandiktan 24 saat sonra g¢oziinebilir
protein miktarmin % 49,1 oraninda azaldig: belirlendi. 24. saatte PQ’nin tesvik ettigi bu
azalmanin, SPM ile PUT un 0.2 ve 1 mM’lik konsantrasyonlariyla 6n muamele yapilan
fidelerde istatistiki bakimdan onemli dl¢iide azaltildig: tespit edildi. 8 ve 12. saatlerde ise
SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ¢oziinebilir protein miktarinin, sadece PQ
uygulanan fidelerdekine oranla istatistiki olarak Gnemli olmasa da, daha fazla oldugu
bulundu (Tablo 6).

BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ¢Oziinebilir protein miktarmm, PQ
uygulandiktan 8 saat sonra kontrol ve sadece PQ uygulanmus fidelerdekine oranla istatistiki
bakimdan 6nemli lgiide degismedigi goriildii. 12. saatte, PQ’nin sebep oldugu ¢oziinebilir
protein miktarindaki azalmayr 6nlemede BA’min 10 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarmn
istatistiki bakimdan etkili oldugu, 24. saatte ise uygulanan biitiin BA konsantrasyonlarinin,
PQ’nin sebep oldugu ¢oziinebilir protein miktarindaki azalmayr Onemli Glglide
engelledikleri tespit edildi. 24 saatin sonunda, sadece PQ uygulanan fidelerdekine oranla,
1, 10 ve 100 uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ¢oziinebilir protein miktarmnmn,
sirasiyla % 17,8; % 19,1 ve % 22,2 daha fazla oldugu ve bu fazlahklarm istatistiki

bakimdan 6nemli oldugu belirlendi.
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uygulanmus musir fidelerindeki ¢dziinebilir protein miktart*

Coziinebilir Protein Miktan (mg /g kuru agirhk)

Uygulamalar 8. Saat 12. Saat 24. Saat
Kontrol 4381 +2,99%*b 40,58+234d 43,60 +4,57d
Paraquat (PQ) 36,00+4,53a 33,60+193a 22,18 2:33:a

SPM (0,2 mM) +PQ
SPM (1 mM) +PQ
PUT (0,2 mM) +PQ
PUT (1 mM) +PQ
BA (1 pM) +PQ
BA (10 uM) +PQ
BA (100 utM) +PQ
GA; (1 pM) +PQ
GAs (10 pM) +PQ
GAs (100 pM) +PQ

41,98 + 5,98 ab
41,78+ 1,58 ab
42,55 +2,08 ab
39,43 +2,67 ab
41,20 +4,78 ab
41,69 + 6,07 ab
38,80 + 6,76 ab
41,26 + 4,99 ab
41,08 +£4,75 ab
40,40 + 3,59 ab

34,05 + 1,50 ab
36,80 + 0,08abed
36,38 + 1,52 abe
37,10 + 0,68abcd
37,00 + 2,80abcd

39,69 +2,97 cd

38,80 + 0,94 cd
37,50 + 3,05 bed
36,10 + 1,24 abc
37,04 + 1,17abed

30,81 +4,29 be
31,56 + 1,94 be
32,66 + 4,67 ¢
31,37 40,1 be
27,01 +3,19b
2745+322b
28,56 + 3,12 be
30,00 + 3,70 be
28,54 + 3,43 be
28,11 + 4,30 be

“Dort tekerriiriin ortalamasi. *Dort tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Aym harflerle
gosterilen degerler Snemli dlgiide farkh degildir (P= 0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir
siitiin kendi i¢inde kargilagtirlmistir (Duncan Coklu Kargilagtirma Testi).

24. saatte, PQ’nin sebep oldugu ¢oziinebilir protein miktarindaki azalmanin, GA; ile
6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmug fidelerde de istatistiki bakimdan onemli Glgiide
azaltildig1 tespit edildi. Kontrolle karsilastirildiginda PQ uygulandiktan 24 saat sonra
¢Oziinebilir protein miktarinda belirlenen % 49,1°lik azalmamn, 1, 10 ve 100 uM GA; ile
o6n muamele yapilan fidelerde, sirasiyla % 31,1; % 34,5 ve % 35,5 oldugu kaydedildi.
Biitiin zaman dilimlerinde, uygulanan GA; konsantrasyonlar: arasinda istatistiki bakimdan
onemli bir farkliik olmadigi ve GAj; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ¢oziinebilir
protein miktarmimn, sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha fazla oldugu tespit edildi.

Genel olarak bakildiginda PQ’nin tegvik ettigi ¢oziinebilir protein miktarindaki
azalmay1 Onlemede, uygulanan biitin BDM konsantrasyonlarimin istatistiki olarak etkili

olduklar1 goriildii.
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3.7. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarimn Protein
Bantlan Uzerine Etkileri

PQ uygulandiktan 8 saat sonra elde edilen numunelerden yapilan SDS poliakrilamid
jel elektroforezi sonuglarina gore kontrol ve PQ uygulanan fidelerde protein bantlar:
bakimindan Onemli bir farkin olmadigi goriildii (Sekil 15). Ancak poliaminlerle 6n
muamele yapilan fidelerde 66.000 Da’dan biiyiik ve 66.000 ile 45.000 Da arasinda olan
bantlarda sadece PQ uygulanan fidelere nazaran daha fazla koyulasma ve kalinlagmalarin
oldugu belirlendi. Ozellikle 1 mM PUT ve SPM ile én muamele yapilan fidelerde bu
bantlarin daha kahn olduklar goriildi. BA ile 6n muamele yapilan fidelerde uygulanan
konsantrasyona bagh olarak onemli bir farkhhigin olmadigi, ancak protein bantlarmmn
sadece PQ uygulanan fidelere nazaran daha koyu olduklari tespit edildi. GAsz ile on
muamele yapilan fidelerde ise 100 pM’lik konsantrasyonun diger konsantrasyonlara
nazaran 66.000 Da’dan biiyiik olan bantlarda zayiflamalara sebep oldugu goriildii. Ancak
protein bantlarindaki bu zayiflamalarin sadece PQ uygulanan fidelere nazaran fazla
olmadiklar: belirlendi.

PQ uygulandiktan 12 saat sonra elde edilen numunelerden yapilan SDS poliakrilamid
jel elektroforezi sonuglarna gore kontrolle mukayese edildiginde PQ uygulanan
fidelerdeki protein bantlarinda dnemli bir farklilik goriilmedi (Sekil 16). Poliaminlerle 6n
muamele yapilan fidelerde PUT un sadece PQ uygulanan fidelere nazaran molekiil agirli:
66.000 Da’dan biiyiik ve 66.000 ile 45.000 Da arasinda olan bantlarm kalnhgmi artirdig:
belirlendi. SPM ile 6n muamele yapilan fidelerde ise Onemli bir farkhihgm olmadig:
goriildii. Biiylimeyi diizenleyici maddelerden BA’nin biitiin konsantrasyonlarmmn protein
bantlarinin kalinlagmas: ve koyulagmas: iizerine daha etkili oldugu tespit edildi. BA ile 6n
muamele yapilan fidelerde molekiil agirligi 66.000 Da’dan biiyiik ve 66.000 ile 45.000 Da
arasinda olan protein bantlarinda daha fazla koyulagsma ve kalnlagmalar gozlendi. Ayrica
molekiil agirhg 29.000 ile 24.000 Da arasinda olan iki protein bandinin da BA uygulanan
fidelerde daha kaln olduklari belirlendi. GAs ile n muamele yapilan fidelerde ise
uygulanan konsantrasyona bagh olarak farklihklar gozlendi. GAz’in 10 pM’lik
konsantrasyonunun molekiil agirhgi 20.100 Da civarinda ve 24.000 ile 20.100 Da arasinda

olan protein bantlarinda zayiflamalara yol agtig: belirlendi.
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1 2 3 4 § 6 7 &9 10 11 12 S Da

— 45.000

36.000

—— 29.000

20.100

Sekil 15. Cesitli konsantrasyonlarda biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele
yapilan musir yapraklarindaki protein bantlari iizerine paraquatin 8 saat
sonraki etkileri (1:Kontrol, 2: PQ, 3: 0,2 mM SPM+PQ, 4: 1 mM
SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6:1 mM PUT+PQ, 7: 1 uM BA+PQ, 8: 10
uM BA+PQ, 9: 100 pM BA+PQ, 10: 1 uM GAs+PQ, 11: 10 pM
GAs+PQ, 12: 100 uM GAs+PQ, S: Standart)
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66.000

— 24.000

— 20.100

Sekil 16. Cesitli konsantrasyonlarda biiyiimeyi diizenleyici maddelerle &6n
muamele yapilan musir yapraklarindaki protein bantlar1 {izerine
paraquatin 12 saat sonraki etkileri (1:Kontrol, 2: PQ, 3: 0,2 mM
SPM+PQ, 4: | mM SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6:1 mM PUT+PQ,
7: 1 uM BA+PQ, 8: 10 uM BA+PQ, 9: 100 uM BA+PQ, 10: 1 pM
GA3+PQ, 11: 10 uM GA3+PQ, 12: 100 pM GA3+PQ, S: Standart)

PQ uygulandiktan 24 saat sonra elde edilen numunelerin SDS poliakrilamid jel
elektroforezi sonuglarma gore kontrol ve PQ uygulanan fidelerde molekiil agirh 66.000
Da’dan biiyiik olan protein bantlarinda nemli bir farkliigin olmadigi ancak PQ uygulanan
fidelerde 66.000 ile 29.000 Da arasindaki bantlarda zayiflamalarin oldugu gézlendi (Sekil
17). PUT veya SPM ile 6n muamele yapilan fidelerde uygulanan konsantrasyona bagh
olarak farkliliklar gézlendi. 1 mM PUT veya SPM ile 6n muamele yapilan fidelerde sadece
PQ uygulanan fidelere nazaran molekiil agirhg 66.000 Da’dan biiyiik ve 66.000 ile 36.000
Da arasindaki protein bantlarinda daha fazla kalinlagma ve koyulagma belirlendi. BA ile 6n
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muamele yapilan fidelerdeki protein bantlarmm GAj; ile n muamele yapilanlara nazaran
daha koyu ve kaln olduklari gozlendi. Ayrica GA; ile 6n muamele yapilan fidelerde

molekiil agirligi 20.100 Da civarmda ve 24.000 ile 20.100 Da arasindaki bantlarda
zayiflamalar belirlendi.

¥ 2 3 4 § @ 7 8 9 10 1! 12 S Da

20.100

Sekil 17. Cesitli  konsantrasyonlarda biiylimeyi diizenleyici maddelerle &n
muamele yapilan musir yapraklarindaki protein bantlari iizerine
paraquatin 24 saat sonraki etkileri (1:Kontrol, 2: PQ, 3: 0,2 mM
SPM+PQ, 4: 1 mM SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6:1 mM PUT+PQ,
7: 1 uM BA+PQ, 8: 10 uM BA+PQ, 9: 100 uM BA+PQ, 10: 1 uM
GA3+PQ, 11: 10 uM GA3+PQ, 12: 100 uM GA5+PQ, S: Standart)
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3.8. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarimm SOD
Aktivitesine Etkileri

PQ uygulanan fidelerdeki SOD aktivitesinin 12. ve 24. saatlerde kontrole oranla
istatistiki (P=0,05) bakimdan &nemli &lgiide arttigi goriildii (Sekil 18). Poliaminlerle &n
muamele yapilan fidelerde PQ uygulamasindan 8 saat sonra, uygulanan biitin PUT ve
SPM konsantrasyonlarmmn kontrole ve sadece PQ uygulanan fidelere nazaran istatistiki
bakimdan 6énemli 6lgiide SOD aktivitesini artirdigi belirlendi. PQ uygulamasmdan 12 ve
24 saat sonra ise sadece 1 mM SPM ile 6n muamele yapilan fidelerdeki SOD aktivitesinin
hem kontrole hem de sadece PQ uygulanan fidelerdekine kiyasla istatistiki bakimdan
Snemli dlgiide arttign goriildii. 0,2 mM SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki
SOD aktivitesinin kontrole nazaran arttifi fakat sadece PQ uygulanan fidelerdeki ile
aralarinda istatistiksel olarak énemli bir farkliigin olmadig: belirlendi (Sekil 18).

D Kontrol
BPQ

00,2 mh SPMV
1 mM SPM
mo0,2 mM PUT
1 mMPUT

SOD Aktivites

vz

N
\
N\
N\
N\
\
\
N\
N

8 12
Zaman (saat)

Sekil 18. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir
fidelerinde SOD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar dort tekerriirlii
Slgtimlerin  standart sapmalarim gostermektedir. Her bir zaman
diliminde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)
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BA’nin  biitiin konsantrasyonlar1 ile 6n muamele yapilan fidelerdeki SOD
aktivitesinin PQ uygulandiktan 8 saat sonra arttig1, ancak bunlardan sadece 10 ve 100 pM
BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki artigin kontrol ve PQ uygulanan fidelere nazaran
istatistiki bakimdan dnemli oldugu bulundu. 12. saat itibariyle BA ile 6n muamele yapilan
fidelerdeki SOD aktivitesinin 6n muamele yapilmamis fidelere nazaran istatistiki
bakimdan Snemli Slgiide degismedigi gdzlendi. 24. saatte ise 10 uM BA ile 6n muamele
yapilan fidelerdeki SOD aktivitesinin diger BA konsantrasyonlarma nazaran istatistiki
bakimdan &nemli Slgiide arttifi ancak bu artisim BA ile 6n muamele yapilmamus fidelerle
kiyaslandiginda istatitiksel olarak 6nemli olmadig tespit edildi (Sekil 19).

[ Kontrol
100 2PQ
01 pM BA
90 - N 10 pM BA
m100 pM BA
20 1 b
® 70 A aa ™ b
T
b
<
(=]
s}
w2

Zaman (saat)

Sekil 19. BA ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde
SOD  aktivitesindeki degisiklikler ~(Barlar dort tekerriirli
Slglimlerin standart sapmalarim gdstermektedir. Her bir zaman
diliminde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5

(P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

10 ve 100 uM GAj; ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmug fidelerdeki SOD
aktivitesinin GAs ile 6n muamele yapilmamus fidelere nazaran 6nemli Slgiide degismedigi
ancak 1 uM GAj; uygulanan fidelerdeki SOD aktivitesinin 12. ve 24. saatlerde istatistiki
bakimdan 6nemli lgiide azaldig goriildii (Sekil 20).
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Sekil 20. GAj; ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan nmusir fidelerinde
SOD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar dort tekerriirlii
Ol¢timlerin standart sapmalarim gostermektedir. Her bir zaman
diliminde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P>0,05) seviyesinde dnemsizdir)

3.9. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarmm SOD
Izoenzimlerine Etkileri

SOD izoenzimleri ile ilgili yapilan poliakrilamid jel elektroforezi sonucuna gore musir
fidelerinde Rf degeri 0,78 olan tek bir SOD izoenzim band: belirlendi (Sekil 21, 22, 23).
Bu izoenzim bandinmn, uygulamalarin yapildigi biitiin fidelerde var oldugu ancak
yogunlugunun farkh oldugu gézlendi (Sekil 21, 22, 23). Paraquat uygulandiktan 8 ve 12
saat sonra yapilan jel elektroforezi sonuglarma gore, paraquat uygulanan fidelerdeki SOD
izoenziminin yogunlugunun kontrole gore arttigi belirlendi (Sekil 21, 22). 24. saatte ise
kontrolle paraquat uygulanan fidelerdeki SOD izoenzimi arasinda 6nemli bir farkhiigin
olmadigi gozlendi ($ekil 23). Poliaminlerle 6n muamele yapilan fidelerde uygulanan
poliamin ve konsantrasyona bagh olarak SOD izoenziminin aktivitesinde farkliliklar
gozlendi. PQ uygulandiktan 8 ve 12 saat sonra elde edilen numunelerden yapilan

elektroforez sonuglarma gore, SPM ile 6n muamele yapilan fidelerdeki SOD izoenziminin



daha yogun oldufu, 24. saatte ise SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde SOD
izoenzimi bakimindan &nemli bir farkliigin olmadigi belirlendi. BA ve GAj ile 6n
muamele yapilan fidelerde ise uygulanan biiyiimeyi diizenleyici madde c¢esidine ve
konsantrasyonlarina bagl olarak SOD izoenziminin yogunlugunda ¢ok bariz bir degisim

goriilmedi.

0.78

Sekil 21. Cesitli konsantrasyonlarda bilyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n
muamele yapilan musir yapraklarindaki SOD izoenzimleri {izerine
paraquatin 8 saat sonraki etkileri (1: Kontrol, 2: PQ, 3: 0,2 mM
SPM+PQ, 4: 1 mM SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6: 1 mM PUT+PQ,
7: 1 uM BA+PQ, 8: 10 uM BA+PQ, 9: 100 uM BA+PQ, 10: 1 uM
GAs+PQ, 11: 10 uM GA3+PQ, 12: 100 uM GA3+PQ)
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Rf 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 22. Cesitli konsantrasyonlarda biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n
muamele yapilan musir yapraklarindaki SOD izoenzimleri {izerine
paraquatin 12 saat sonraki etkileri (1: Kontrol, 2: PQ, 3: 0,2 mM
SPM+PQ, 4: 1 mM SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6: 1| mM PUT+PQ,
7: 1 uM BA+PQ, 8: 10 uM BA+PQ, 9: 100 uM BA+PQ, 10: 1 uM
GA5+PQ, 11: 10 uM GA3+PQ, 12: 100 uM GA3+PQ)
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Sekil 23. Cesitli konsantrasyonlarda biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n
muamele yapilan musir yapraklarindaki SOD izoenzimleri {izerine
paraquatm 24 saat sonraki etkileri (1: Kontrol, 2: PQ, 3: 0,2 mM
SPM+PQ, 4: | mM SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6: 1 mM PUT+PQ,
7: 1 uM BA+PQ, 8: 10 uM BA+PQ, 9: 100 uM BA+PQ, 10: 1 uM
GA5+PQ, 11: 10 uM GA5+PQ, 12: 100 uM GA3+PQ)

3.10. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarimin Peroksidaz
Aktivitesine Etkileri

PQ uygulamasindan 8, 12 ve 24 saat sonra yapilan §lgiimlerde kontrolle mukayese
edildiginde peroksidaz aktivitesinin arttigi ancak sadece 24. saatteki artigin istatistiki
(P=0,05) bakimdan 6nemli oldugu belirlendi ($ekil 24). Farkh konsantrasyonlarda (0,2 ve
1 mM) SPM ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmis fidelerdeki peroksidaz
aktivitesinin SPM ile 6n muamele yapilmanus fideler ve kontrole nazaran istatistiki
bakimdan G6nemli Glgiide arttigi goriildii. Konsantrasyonlar arasinda énemli bir farkhhik
olmasa bile 1 mM SPM’nin peroksidaz aktivitesini artirmada daha etkili oldugu tespit
edildi. PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde ise kontrolle mukayese edildiginde her iki
PUT konsantrasyonunun istatistiki bakimdan 6nemli Olg¢iide peroksidaz aktivitesini
artirdign  goriildi. PUT ile 6n muamele yapilmamig PQ uygulanms fidelerle

kiyaslandiginda, PUT’un 0,2 ve 1 mM’lik konsantrasyonlarmin peroksidaz aktivitesini
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artirdigi ancak 1 mM PUT’un etkisinin istatistiki bakimdan 6nemli oldugu belirlendi. 24.
saat itibariyle PUT ve SPM'nin peroksidaz aktivitesine etkisi bakimindan aralarinda
o6nemli bir farkin olmadigi ancak 8. ve 12. saatlerde 1 mM SPM’ nin PUT’a nazaran
peroksidaz aktivitesini dnemli Sl¢iide artirdig goriildii (Sekil 24).

0O Kontrol
110 - BPQ
00,2 mM SPM
100 - 1 mM SPM
m0,2 mM PUT
90 A @1 b PUT

Peroksidaz Aktivitest

zzzzzzzzzzzzz% -
77777777777

Sekil 24. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir
fidelerinde POD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar dort
tekerriirlii Slgtimlerin standart sapmalarm gdstermektedir. Her bir
zaman diliminde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark
% 5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

Farkli konsantrasyonlarda BA ile 6n muamele yapilan fidelerde 100 uM BA’nin
biitin zaman dilimlerinde hem kontrol hem de BA ile 6n muamele yapilmamis fidelere
nazaran Onemli Glglide peroksidaz aktivitesini artirdigi tespit edildi. 1 uM BA ile &n
muamele yapilan fidelerdeki peroksidaz aktivitesinin kontrol ve sadece PQ uygulanan
fidelere gore Gnemli Slgiide degismedigi goriildii. 10 pM BA ile 6n muamele yapilan
fidelerdeki peroksidaz aktivitesinin ise PQ uygulandiktan 12 saat sonra istatistiki bakimdan
onemli oranda artti1, 24. saatte ise kontrole gére Gnemli olan artigin sadece PQ uygulanan
fidelere nazaran istatistiki bakimdan 6nemli olmadig: belirlendi (Sekil 25).
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Sekil 25. BA ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde
POD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar dort tekerriirlii 6lgtimlerin
standart sapmalarini géstermektedir. Her bir zaman diliminde aym
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P>0,05)
seviyesinde Snemsizdir)

GA; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki peroksidaz aktivitesinin GA3 ile dn muamele
yapilmams fidelere gore istatistiki bakimdan onemli dlgiide degismedigi bulundu. Ancak
10 ve 100 pM GA; uygulanan fidelerdeki peroksidaz aktivitesinin 1 uM GAj3 ile 6n

muamele yapilanlara nazaran istatistiki bakimdan énemli 6lgiide arttig: goriildii (Sekil 26).
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Sekil 26. GA3z ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde
POD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar dort tekerriirlii
Slgiimlerin standart sapmalarim gostermektedir. Her bir zaman
diliminde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

3.11. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalannin Peroksidaz
Tzoenzimlerine Etkileri

Peroksidaz izoenzimleriyle ilgili yapilan jel elektroforezi sonuglarma gore musir
yapraklarinda Rf degerleri sirastyla 0,10; 0,19; 0,23; 0,28 ve 0,32 olan 5 tane peroksidaz
izoenzim bandmin oldugu tespit edildi (Sekil 27, 28, 29). En yogun izoenzim bantlarmin
0,10 ve 0,19 Rf civarinda oldugu belirlendi. PQ uygulamasindan 8 saat sonra elde edilen
numunelerden yapilan elektroforez sonucuna gore Rf degeri 0,10 ve 0,19 olan izoenzim
bantlarimin ¢ok yogun diger bantlarmn ise ¢ok zayif olduklar goriildii (Sekil 27). Rf degeri
0,19 olan izoenzimin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. PQ uygulamasindan 12
ve 24 saat sonra ise biitiin bantlarin koyuluklarmin ve kalnliklarnin gittikge arttig
belirlendi (Sekil 28, 29). Ozellikle 24. saatte izoenzim bantlarmda daha fazla kalinlagma ve
koyulagmanin oldugu tespit edildi.
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Rf

0.10

0.19

0.23

0.28

0.32

Sekil 27. Cesitli konsantrasyonlarda bilyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele
yapilan musir yapraklarindaki peroksidaz izoenzimleri iizerine paraquatin 8
saat sonraki etkileri (1: Kontrol, 2: PQ, 3: 0.2 mM SPM+PQ, 4: | mM
SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6: 1 mM PUT+PQ, 7: 1 uM BA+PQ, 8: 10
UM BA+PQ, 9: 100 uM BA+PQ, 10: 1 uM GA3z+PQ, 11: 10 uM GA3+PQ,
12: 100 uM GA5+PQ)

Kontrolle mukayese edildiginde PQ uygulamasmm izoenzim bantlarmin sayisinda
herhangi bir degisiklige sebep olmadigi yalnizca bantlarin koyuluk ve kalinhgm etkiledigi
gdzlendi. Paraquat uygulanan fidelerdeki peroksidaz izoenzim bantlarmin kontrole gére
daha koyu olduklar1 belirlendi. Biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele yapmanin
da izoenzim bantlarmin sayisim etkilemedigi ancak aktivitelerini etkiledigi tespit edildi.
SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde uygulanan konsantrasyona bagl olarak
izoenzim bantlarinda farkhliklar goriildii. 0,2 mM SPM ile 6n muamele yapilan fidelerde
PQ uygulamasindan 12 ve 24 saat sonra Rf degerleri 0,23; 0,28 ve 0,32 olan izoenzim
bantlarinin daha aktif olduklar1 belirlendi. PUT de ise 12 ve 24. saatlerde farkli sonuglar
kaydedildi. PQ uygulamasindan 12 saat sonra 0,2 mM PUT ile 6n muamele yapilan
fidelerdeki izoenzim bantlarimn aktiviteleri daha fazla iken, 24. saatte ise 1mM PUT ile 6n
muamele yapilan fidelerdeki izoenzim bantlarmin aktivitelerinin daha fazla oldugu

goriildii.
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BA ve GAj3 uygulamalarinda ise uygulanan konsantrasyona bagh olarak Onemli
farkhliklar goriilmedi. Ancak BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki izoenzim bantlarmin
GAj’e nazaran daha koyu olduklar goriildii.

0.10

0.19

0.23

0.28

032

Sekil 28. Cesitli konsantrasyonlarda biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele

yapilan musir yapraklarindaki peroksidaz izoenzimleri iizerine paraquatin 12
saat sonraki etkileri (1: Kontrol, 2: PQ, 3: 0,2 mM SPM+PQ, 4: 1 mM
SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6: 1 mM PUT+PQ, 7: 1 uM BA+PQ, 8: 10
uM BA+PQ, 9: 100 uM BA+PQ, 10: 1 uM GA3+PQ, 11: 10 uM GA3+PQ,
12: 100 pM GAs+PQ)
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Sekil 29. Cesitli konsantrasyonlarda biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamele
yapilan musir yapraklarindaki peroksidaz izoenzimleri iizerine paraquatin 24
saat sonraki etkileri (1: Kontrol, 2: PQ, 3: 0,2 mM SPM+PQ, 4: 1 mM
SPM+PQ, 5: 0,2 mM PUT+PQ, 6: 1 mM PUT+PQ, 7: 1 utM BA+PQ, 8: 10
uM BA+PQ, 9: 100 uM BA+PQ, 10: 1 uM GAs+PQ, 11: 10 uM GA3+PQ,
12: 100 uM GA3+PQ)

3.12. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarmmm GR
Aktivitesine Etkileri

Kontrolle kargilagtirildiginda PQ uygulamasindan 8 ve 12 saat sonra GR aktivitesinin
arttigr ancak sadece 12. saatteki artigin istatistiki (P=0,05) bakimdan Gnemli oldugu
goriildii. PQ uygulamasindan 24 saat sonra yapilan Olgiimlerde ise GR aktivitesinin
istatistiki bakimdan onemli dlgiide azaldig: tespit edildi (Sekil 30). SPM ile 6n muamele
yapilan fidelerde, PQ uygulamasindan 8 ve 12 saat sonra, 1 mM SPM’nin hem kontrol hem
de SPM ile 6n muamele yapilmams fidelere nazaran GR aktivitesini istatistiki bakimdan
o6nemli dlgiide arttirdigi goriildii. 0,2 mM SPM’nin ise PQ uygulamasindan 8 saat sonra
GR aktivitesi iizerine olan etkisinin hem kontrol hem de sadece PQ uygulanan fidelere
kiyasla istatistiki bakimdan 6nemli olmadigi ancak 12. saatteki etkisinin kontrole gére
6nemli oldugu belirlendi. Her iki SPM konsantrasyonuyla 6n muamele yapilan fidelerdeki
GR aktivitesinin, PQ uygulamasindan 24 saat sonra kontrol ve sadece PQ uygulanmig
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fidelere nazaran Onemli Olgiide arttigi kaydedildi. PUT’un 0,2 ve 1 mM’lk
konsantrasyonlartyla 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmug fidelerdeki GR aktivitesinin
8. saatte kontrol ve PUT ile 6n muamele yapilmamus fidelere nazaran istatistiki olarak
Onemli Slciide degismedigi, 12. saatte ise kontrole kiyasla 6nemli olan artigin sadece PQ
uygulanan fidelere nazaran Gnemli olmadig gériildii. 0,2 ve 1 mM PUT ile 6n muamele
yapilmug fidelerdeki GR aktivitesinin, PQ uygulandiktan 24 saat sonra, PUT ile on
muamele yapilmamig ve PQ uygulanmus fidelerdekine kiyasla istatistiki bakimdan 6nemli
Slgiide arttigy, kontrole gore ise onemli dlgiide degismedigi belirlendi (Sekil 30).
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Sekil 30. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan nusir
fidelerinde GR aktivitesindeki degisiklikler (Barlar dort tekerriirlii
Slgtimlerin standart sapmalarii gostermektedir. Her bir zaman
diliminde aym harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5

(P>0,05) seviyesinde onemsizdir)

BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GR aktivitesinin PQ uygulamasindan 8 saat
sonra kontrol ve sadece PQ uygulanan fidelere nazaran istatistiki bakimdan 6nemli Slgiide
degismedigi tespit edildi. PQ uygulamasindan 12 saat sonra yapilan Olgiimlere
bakildiginda, BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GR aktivitesinin kontrole gore Snemli
Slgiide arttign fakat sadece PQ uygulanan fidelerdekine kiyasla bu artigin $nemli olmadig



belirlendi. PQ uygulamasindan 24 saat sonra yapilan Glgiimlerde ise BA’nmn 10 ve 100
uM’lik konsantrasyonlariyla 6n muamele yapilan fidelerdeki GR aktivitesinin hem kontrol
hem de sadece PQ uygulanan fidelere nazaran istatistiki bakimdan 6nemli Slgiide arttigs, 1
uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerde ise GR aktivitesinde belirlenen artisin sadece PQ
uygulanan fidelere nazaran 6nemli oldugu, kontrole gore ise onemli olmadig: tespit edildi

(Sekil 31).
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Sekil 31. BA ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde GR
aktivitesindeki degisiklikler (Barlar dort tekerriirlii &lgiimlerin
standart sapmalarim gostermektedir. Her bir zaman diliminde aym
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % S (P>0,05)
seviyesinde 6nemsizdir)

Farkli konsantrasyonlarda GA; ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmg
fidelerdeki GR aktivitesinin PQ uygulandiktan 8 saat sonra hem kontrol hem de GA; ile 6n
muamele yapilmamg ve PQ uygulanms fidelerdekine kiyasla istatistiki bakimdan nemli
Slgiide degismedigi goriildii. 12. ve 24. saatlerde ise, 10 uM GA; ile 6n muamele yapilan
fidelerdeki GR aktivitesinin kontrol ve sadece PQ uygulanmig fidelerdekine nazaran
istatistiki bakimdan onemli oranda arttig1 belirlendi. 1 ve 100 pM GA; ile 6n muamele
yapilan fidelerde ise, PQ uygulandiktan 12 saat sonra GR aktivitesinde belirlenen artigin
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kontrole gére onemli oldugu fakat sadece PQ uygulanan fidelerdekine kiyasla &nemli
olmadigi goriildii. 24. saatte ise 1 ve 100 puM GA; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GR
aktivitesinin GA; ile 6n muamele yapilmamis fidelere nazaran Gnemli Glgiide arttigs,

kontrole gore ise bu artigin istatistiki yonden 6nemli olmadig belirlendi ($ekil 32).
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Sekil 32.GAj3 ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde GR
aktivitesindeki degisiklikler (Barlar dort tekerriirlii Olgiimlerin
standart sapmalarim gostermektedir. Her bir zaman diliminde aym
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P>0,05)
seviyesinde Gnemsizdir)

Genel olarak bakildiginda PQ uygulandiktan 24 saat sonra GR aktivitesinde
belirlenen % 32.1°lik azalmanin BDM ile 6n muamele yapilan fidelerde engellendigi
goriilmistir. BA’'min 10 ve 100 uM, GAs’tin 10 uM ve SPM’nin 0,2 ve 1 mM’lik
konsantrasyonlarimn PQ uygulandiktan 24 saat sonra kontrole gore istatistiki yonden

Onemli artiglara sebep oldugu belirlenmistir.
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3.13. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarmmn Endojenik
Giberellik Asit (GA) Miktarna Etkileri

PQ uygulanmastyla birlikte fidelerdeki GA miktarmin azaldigi goriildii. PQ
uygulamasindan 24 saat sonra GA igeriginde % 16,8’lik bir azalma meydana geldi.
Kontrolle karsilagtirildiginda, PQ uygulanan fidelerde belirlenen bu azalmanin istatistiki
(P=0,05) bakimdan 6nemli olmadig: tespit edildi (Sekil 33). 1 mM SPM ve PUT ile 6n
muamele yapilan fidelerdeki GA miktarmin hem kontrol hem de sadece PQ uygulanan
fidelerdekinden daha fazla oldugu belirlendi. 0,2 mM SPM ile 6n muamele yapilan
fidelerdeki GA miktarimin kontrol ve sadece PQ uygulanan fidelerdekine oranla istatistiki
bakimdan farkhi olmadigi, 0,2 mM PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GA miktarinin
ise kontrole gore 6nemli lgiide degismedigi ancak sadece PQ uygulanan fidelerdekine

nazaran daha fazla oldugu goriildii (Sekil 33).
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Sekil 33. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir
fidelerinde GA miktarindaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii
Slgiimlerin standart sapmalarmi gostermektedir. Her bir siitunda
aym harflerle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark %5 (P>0,05)
seviyesinde dnemsizdir)
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BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GA miktarmnin, kontrole gore dnemli Slgiide
degismedigi ancak sadece PQ uygulanan fidelerdekine nazaran daha fazla oldugu
belirlendi. 1 ve 10 uM BA ile 6n muamele yapilmis fidelerdeki GA miktarinin, sadece PQ
uygulanan fidelerdekinin yaklagik 1,5 kati oldugu ve bu fazlahgn istatistiki bakimdan
onemli oldugu tespit edildi (Sekil 34).
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Sekil 34. BA ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde GA
miktarindaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii §l¢iimlerin standart
sapmalarimi  gostermektedir. Her bir siitunda aym harflerle
gosterilen ortalamalar arasindaki fark %5 (P>0,05) seviyesinde
Onemsizdir)

GA;3 ile 6n muamele yapilan fidelerdeki igsel GA miktarmin onemli Slgiide arttig
goriildii. GA miktarindaki artigin  uygulanan konsantrasyona bagh olarak degistigi
belirlendi. Uygulanan GA3 konsantrasyonu arttikga yapraklardaki GA miktarmin da arttig
goriildii. Kontrol fidelerinde 11,1 pg/g olan GA miktarinin, 1, 10 ve 100 uM GA;
uygulanan fidelerde sirasiyla, 32,1; 40,6 ve 57,2 ng/g oldugu tespit edildi. 1, 10 ve 100 uM

GA; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GA miktarmm, hem kontrol hem de sadece PQ
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uygulanan fidelerdekine nazaran arttify ve bu artign istatistiki bakimdan 6nemli oldugu
belirlendi (Sekil 35).
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Sekil 35. GA3 ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde GA
miktarindaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii lglimlerin standart
sapmalarim gostermektedir. Her bir siitunda aym harflerle
gosterilen ortalamalar arasindaki fark %5 (P>0,05) seviyesinde
Gnemsizdir)

3.14. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarinin Endojenik
Indol Asetik Asit (IAA) Miktarina Etkileri

PQ uygulanan fidelerdeki IAA miktarmm, kontrole oranla istatistiki (P=0,05)
bakimdan Snemli &lgiide azaldigy goriildii. Kontrolle kargilagtirildiginda, PQ uygulandiktan
24 saat sonra IAA miktarmin % 50 oraninda azaldif belirlendi (Sekil 36). SPM’nin 0,2 ve
1 mM’lik konsantrasyonlariyla 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmmg fidelerdeki IAA
miktarmm kontrol ve SPM ile 6n muamele yapilmamg fidelere nazaran istatistiki
bakimdan 6nemli Olgiide arttigi goriildii. PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki IAA
miktarmin ise sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha fazla oldugu, kontrolle ise
aralarinda Snemli bir farkhihifm olmadif: belirlendi. Ayrica SPM ile 6n muamele yapilan
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fidelerdeki IAA miktarmmn, PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdekine nazaran 6nemli
Slgiide arttif1 goriildii (Sekil 36).
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Sekil 36. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir
fidelerinde IAA miktarmdaki degigiklikler (Barlar {i¢ tekerriirlii
Olctimlerin standart sapmalarim goéstermektedir. Her bir siitunda
aym harflerle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark %5 (P>0,05)
seviyesinde Snemsizdir)

10 ve 100 uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki IAA miktarmm hem kontrol
hem de sadece PQ uygulanan fidelere nazaran istatistiki bakimdan 6nemli oranda arttig1
belirlendi. Kontrol fidelerinde 1,1 ug/g olan IAA miktarmun 10 ve 100 uM BA ile 6n
muamele yapilan fidelerde sirasiyla 1,6 ve 1,8 ug/g oldugu bulundu. 1 uM BA ile 6n
muamele yapilan fidelerdeki IAA miktarinin ise sadece PQ uygulanan fidelere nazaran
artt181, kontrole gore ise Snemli Sl¢lide degigmedigi gériildii (Sekil 37).
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Sekil 37. BA ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde IAA
miktarindaki degigiklikler (Barlar ti¢ tekerriirlii 6lgiimlerin standart
sapmalarim  gOstermektedir. Her bir siitunda aym harflerle
gosterilen ortalamalar arasindaki fark %5 (P>0,05) seviyesinde
Onemsizdir)

Farkh konsantrasyonlarda GA; ile 6n muamele yapilmg ve PQ uygulanmig
fidelerdeki IAA miktarmm sadece PQ uygulanmig fidelerdekinden daha fazla oldugu
bulundu. GAs’iin 10 pM’lik konsantrasyonunun daha etkili oldugu tayin edildi. Kontrolle
kiyaslandiginda, GA; ile 6n muamele yapilmis ve PQ uygulanmig fidelerdeki IAA
miktarmm istatistiki bakimdan Snemli Slciide degismedigi goriildii (Sekil 38).
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Sekil 38. GA3 ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde
TAA miktarindaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii Slgiimlerin
standart sapmalarim gGstermektedir. Her bir siitunda aym harflerle
gosterilen ortalamalar arasindaki fark %S5 (P>0,05) seviyesinde
Onemsizdir)

3.15. Bilyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarmin Endojenik
Zeatin (Z) Miktarma Etkileri

Kontrolle kiyaslandiginda PQ uygulanan fidelerdeki Z miktarmm azaldigy ve bu
azalmanim istatistiki bakimdan Snemli oldugu belirlendi. Kontrol fidelerinde 2,1 pg/g olan
Z miktarmin PQ uygulanan fidelerde 1,1 pg/g oldugu bulundu (Sekil 39). 0,2 ve 1 mM
SPM ile 6n muamele yapilan fidelerde, Z miktarmda PQ’in sebep oldugu azalmalarm
engellendigi belirlendi. Sadece PQ uygulanan fidelerdekine oranla, SPM ile 6n muamele
yapilmis ve PQ uygulanmg fidelerdeki Z miktarmm istatistiki bakimdan 6nemli dlgiide
fazla oldugu goriildii. 0,2 mM SPM ile 6n muamele yapilmig fidelerdeki Z miktarmm
sadece PQ uygulanmug fidelerdekinin 2,1 kati, 1 mM SPM ile 6n muamele yapiimig
fidelerde ise 2,5 kati oldugu tespit edildi. Kontrolle karsilagtirildiginda ise SPM ile 6n
muamele yapiloms fidelerdeki Z miktarmin istatistiki bakimdan 6nemli lgiide degismedigi
gOriildii. PUT’un 0,2 ve 1 mM’lik konsantrasyonlariyla 6n muamele yapilms ve PQ
uygulannug fidelerdeki Z miktarinm ise, sadece PQ uygulanmig fidelerdekinden istatistiki
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bakimdan 6nemli Glgiide fazla oldugu, ancak bu fazlaligin kontrole gére Snemli olmadifi
belirlendi (Sekil 39).
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Sekil 39. Poliaminlerle On muamele yapilan ve PQ wuygulanan misir
fidelerinde Z miktarmdaki degigiklikler (Barlar ii¢ tekerriirli
Olglimlerin standart sapmalarim gOstermektedir. Her bir siitunda
aym harflerle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark %5 (P>0,05)
seviyesinde 6nemsizdir)

1 ve 10 uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki Z miktarinm kontrol ve sadece
PQ uygulanmig fidelerdekine nazaran arttigi ve bu artigm istatistiki bakimdan Gnemli
oldugu belirlendi. 100 uM BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki Z miktarmin ise
kontrole gére nemli Slgiide degismedifi ancak sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha
fazla oldugu bulundu. Sadece PQ uygulanmyg fidelerde 1,1 pg/g olan Z miktarimn, 1, 10
ve 100 uM BA ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmig fidelerde sirasiyla 4,6; 4,0 ve
2,6 ug/g oldugu tespit edildi (Sekil 40).
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Sekil 40. BA ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde Z
miktarmdaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii dl¢limlerin standart
sapmalarm gbstermektedir. Herbir siitunda aym barflerle gésterilen
ortalamalar arasindaki fark %5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

GAs’iin 1 ve 10 puM’lk konsantrasyonlariyla On muamele yapilmig ve PQ
uygulanmug fidelerdeki Z miktarinin, sadece PQ uygulanmig fidelerdekinden daha fazla
oldugu bulundu. 100 uM GA; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki Z miktarinin ise hem
kontrol hem de sadece PQ uygulanan fidelerdekine nazaran arttid1 goriildii (Sekil 41).
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Sekil 41. GA3 ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde Z
miktarmmdaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii Slglimlerin standart
sapmalarmm gostermektedir. Herbir siitunda aym harflerle gésterilen
ortalamalar arasmdaki fark %5 (P>0,05) seviyesinde 6nemsizdir)

3.16. Biiyiimeyi Diizenleyici Madde ve Paraquat Uygulamalarmmn Endojenik
Absisik Asit (ABA) Miktarma Etkileri

PQ uygulanan fidelerdeki ABA miktarmin kontrole oranla arttifi ve bu artigin
istatistiki bakimdan Gnemli oldugu belirlendi. SPM’nin 1 mM’hk konsantrasyonuyla 6n
muamele yapilmg ve PQ uygulanmug fidelerdeki ABA miktarmin kontrole kiyasla ¢nemli
6lglide degismedigi, 0,2 mM SPM ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ABA miktarinin ise
kontrole oranla istatistiki bakimdan 6nemli 6lgiide artti1 gériildii. PUT un 0,2 ve 1 mM’lik
konsantrasyonlariyla 6n muamele yapilan fidelerdeki ABA miktarmin istatistiki bakimdan
farkl oldugu, ancak her iki PUT konsantrasyonuyla 6n muamele yapilan fidelerdeki ABA
miktarmm sadece PQ uygulanan fidelerdekine oranla istatistiki olarak ©nemli Slgiide
azaldi1 belirlendi. Kontrolle kargilagtirildiginda ise 1 mM PUT ile 6n muamele yapilan
fidelerdeki ABA miktarmin 6nemli oranda degismedigi, 0,2 mM PUT ile 6n muamele
yapilan fidelerdeki ABA miktarmin ise arttii ve bu artigin istatistiki bakimdan Onemli
oldugu tayin edildi (Sekil 42).
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Sekil 42. Poliaminlerle ¢n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir
fidelerinde ABA miktarindaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii
Olctimlerin standart sapmalarm g6stermektedir. Her bir siitunda
aym harflerle gosterilen ortalamalar arasmdaki fark %5 (P>0,05)
seviyesinde Onemsizdir)

BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ABA miktarinn kontroldekinden farkh
olmadigi, ancak BA ile 6n muamele yapilmamig ve PQ uygulanmg fidelerdekine oranla
istatistiki olarak Onemli OSlgiide azaldifr belirlendi. Uygulanan BA konsantrasyonlar
arasinda istatistiki olarak 6nemli bir farkhihigm olmadig: goriildi (Sekil 43).
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Sekil 43. BA ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde
ABA miktarindaki degigiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii Gl¢iimlerin
standart sapmalarimi gostermektedir. Her bir siitunda aym harflerle
gOsterilen ortalamalar arasindaki fark %5 (P>0,05) seviyesinde
Onemsizdir)

1 ve 10 uM GA3 ile 6n muamele yapilmig ve PQ uygulanmug fidelerdeki ABA
miktarmin, kontrole oranla arttii ancak bu artigin istatistiki bakimdan 6nemli olmadig
tespit edildi. 100 pM GA; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ABA miktarmin ise
kontroldekinden farkli olmadig1 belirlendi (Sekil 44). Sadece PQ uygulanmis fidelerle
kiyaslandiginda, GA3 ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ABA igeriginin istatistiki olarak
Onemli Slciide azaldig: goriildii.
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Sekil 44. GA3 ile 6n muamele yapilan ve PQ uygulanan musir fidelerinde
ABA miktarmdaki degigiklikler (Barlar ii¢ tekerriirli Olciimlerin
standart sapmalarm g6stermektedir. Her bir siitunda aym harflerle
gosterilen ortalamalar arasindaki fark %5 (P>0,05) seviyesinde
Onemsizdir)



4. IRDELEME

Paraquat herbisitinin musrr fidelerinin yapraklarindaki nispi su igerifi, toplam
klorofil, ¢6ziinebilir protein, baz anfioksidant madde ve enzimler {izerindeki etkileri ile
gesitli igsel hormonlarm (GA, TAA, Z ve ABA) miktarlarmda meydana getirdi§i
degisiklikler incelenmigtir. Ayrica farkli konsantrasyonlarda BDM (SPM, PUT, GAs; ve
BA) ile 6n muamele yapmanm, paraquatm sdzkonusu parametreler iizerindeki etkilerine
katki saglayp saglamadifi arastirilmg ve bdylece kullanilan BDM’lerin musir fidelerinin
oksidatif strese kargi toleransim gelistirip gelistirmedigi belirlenmistir.

Paraquat gibi bipiridil (bipyridyl) herbisitler redoks aktif bilegiklerdir. Hiicre
icerisinde indirgenitler ve siiperoksit radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi
reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesiyle bitkilere zarar verirler (Dodge, 1971; Elstner vd.,
1988). Bu bilesikler esas aktivitelerini 1gikta gOsterirler. Ciinkii fotosistem I bu bilegiklerin
indirgenmesinde etkilidir. Fotosistem I tarafindan paraquatn indirgenmesi siiresince
tiretilen reaktif O, tiirleri paraquatn bitkide hasar olugturmasm katalizlerler. Yani
paraquatin toksikliginin gelismesi i¢in 151k ve oksijen gereklidir (Mees, 1960; Chia vd.,
1982). Bu nedenle ¢ahgmamizda bitkiler paraquat piiskiirtiildiikten sonra 8, 12 ve 24 saat
boyunca iklim dolabinda igiklandirildilar. Paraquat uygulandiktan 12 saat sonra yapraklarm
adaksial ylizlerinde beyaz ve kahverengi nekrotik lekeler olusmus, 24 saat sonra ise
yapraklarin solmaya bagladiklar1 gOriilmiigtiir. Misir yapraklarinda goriilen bu paraquat
toksikliginin bazi hormon veya poliaminlerle 6n muameleden sonra azaltilabilecegi
disliniilmiigtiir. Nitekim bir stres olayma karg1 bitki toleransmu artirmak amaciyla yapilan
caligmalarda, denenen bilesikler arasinda antisenesens ajanlar, biiylime diizenleyicileri ve
antioksidant maddeler vardir (Carnahan vd., 1978; Ormrod, Beckerson, 1986). Bu nedenle
bitkiler paraquat piiskiirtiilmeden 6nce farkll konsantrasyonlarda PUT, SPM, GA; ve BA
ile 6n muameleye tabi tutulmustur. BOylece bitkilerin PQ gibi reaktif oksijen tiirleri
iireterek bitkilere zarar veren faktOrlere kargi daha toleransh hale getirilebilecekleri
diisintilmiistiir. Nitekim, PQ’m siliperoksit radikal iiretimini hizlandiran etkili bir herbisit
oldugu ve oksidatif stresi ¢aliymak igin model olarak kullamlabilecegi kaydedilmigtir
(Asada, Takahashi, 1987; Bowler vd., 1994; Iturbe-Ormaetxe vd., 1998). Ciinkii PQ’mn
fotosentetik olarak iiretilen siiperoksit radikalleri aracihifiyla oksidatif stresi tegvik ettigi
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bilinmektedir (Calderbank, 1968). Ayrica, ozon ve kiikiirt dioksit gibi kirleticilerin de
oksidatif stresi tegvik ettigi kaydedilmigtir (Shaaltiel vd., 1988; Tanaka vd., 1988).

Oksidatif strese sebep olan kogullara cevap olarak bitkilerdeki poliamin
konsantrasyonlar1 degismektedir (Bors vd., 1989; Rowland-Bamford vd., 1989; Reddy vd.,
1993). Betula pendula’da ozona maruz birakma siiresince poliaminleri kodlayan genlerin
hizhica tesvik edildii ve artan putrescin miktarmm bitkinin ozona toleransiyla alakah
oldugu tespit edilmistir (Tuomainen vd., 1996). Arpa bitkisiyle yapilan bir cahigmada ise
poliamin sentezi Onlendifinde bitkilerin ozona duyarh olduklari gbriilmiigtiir (Rowland-
Bamford vd., 1989). Benzer sekilde, PQ toksikli§iyle poliamin miktarlar1 arasinda baglant:
olabilecegi diigiiniilmektedir, Nitekim, Minton vd. (1990) spermidin (SPD) biyosentezi
hatah olan E. coli suglarinda PQ toksikliginin 10 kat arttiim ve bu suglarm SPD ihtiva
eden bir ortamda bilyiitlilmeleriyle PQ’a olan duyarlhiklarmin yok edildigini
kaydetmiglerdir. Calgmamizda ise PUT ve SPM ile 6n muamele yapilan musir
yapraklarinda PQ’m tegvik ettigi goriilebilir yaprak hasarlarmin 6n muamele yapilmamig
olanlara nazaran tedrici olarak azaldigi sOylenebilir. Bilindigi gibi paraquat reaktif oksijen
tiirleri {ireterek lipid peroksidasyonu ve membran hasarina sebep olmaktadir (Calderbank,
1968). Membran kararhhifindaki azalma, reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu lipid
peroksidasyonunun  biiyiikliigtinti g&stermektedir (Dhindsa vd., 1981; Dhindsa, 1991).
Poliaminlerin lipid peroksidasyonunu inhibe ederek oksidatif hasara karg: hiicre savunma
mekanizmasmna katilmg olmalar1 muhtemeldir (Tadolini, 1988). Ayrica poliaminlerin
bitkilerdeki etkili antioksidant bilegiklerden olmalar1 (Benavides vd., 2000) ve direkt
olarak serbest radikal temizleme &zelliklerinin olmasi da etkili olmug olabilir (Drolet vd.,
1986; Bors vd., 1989). Nitekim, digsardan uygulanan poliaminlerin domates ve tiitiin
bitkilerinde ozonun sebep oldugu yaprak nekrosislerinin giddetini azalttif: ve olusumlarim
Onledigi tespit edilmistir (Ormrod, Beckerson, 1986; Bors vd., 1989).

Poliaminlerin yamswra bitki hormonlariyla 6n muamelenin de paraquat toksikligini
azaltabilecegi diigiiniilebilir. Nitekim, Mehlhorn (1990) etilenle 6n muamele yapilmug
fasulye yapraklarmda PQ’m olusturdugu yaprak hasarlarmin azaltiddigm gOstermigtir.
Ayrica ozona maruz birakilmig bitkilerde etilen iiretiminin arttif1 ve etilenle 6n muamele
yapilmig fasulye yapraklari ozona maruz birakiddidinda goriilebilir yaprak hasarlarmm
olusmadigi buna kargihk etilenle 6n muamele yapilmamug bitkilerde siddetli yaprak
hasarlarmin meydana geldigi belirlenmistir (Mehlhorn, 1990). Calsmamizda ise musir
fideleri PQ uygulanmadan 6nce BA ve GA; ile 6n muamele yapilmis ve GAs
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uygulamasmm az da olsa paraquatm olusturdufu goriilebilir yaprak hasarlarm azalttig
gbzlenmigtir. Bu morfolojik bulgulardan sonra musrr fidelerinin yapraklarinda
biyokimyasal analizler yapilmgtur.

Cabsmamizda paraquat uygulanan misir fidelerinde nispi su igeriginin zamana bagh
olarak azaldifi ve PQ uygulanmasmndan 24 saat sonra nispi su igeriginin % 61 oldugu
bulunmustur. Bagka ¢alismalarda da PQ uygulanan bitkilerdeki nispi su igeriginin azaldif
tespit edilmigtir (Iturbe-Ormaetxe vd., 1998; Lorenzini vd., 2002). Bitkilerdeki su
eksikliginin reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu artirarak oksidatif stresi tegvik edebilecegi
diisliniilmektedir (Price, Hendry, 1991; Smirnoff, 1993; Boo, Jung, 1999). $oyleki, su
eksikligi durummnda yapraklar su kaybmi Onlemek i¢in stomalarmm kapatirlar. Bu durum
CO, almmim azaltr ve bunun sonucunda CO, fiksasyon orami da azalrr. Fotosentetik
elektron transport aktivitesi stoma kapanmasmdan etkilenmedigi icin, fotosentezin bu iki
sathas1 arasinda dengesizlik meydana gelir ve elektron transport sisteminin bilegenleri agir1
derecede indirgenirler. Bu durum fotosistem I’de O,’nin indirgenmesini kolaylagtirr ve
stiperoksitin asir1 miktarda iiretilmesine sebep olur (Baisak vd., 1994). Paraquatin da stoma
kapanmasindan dolayn CO, alimmim inhibe ettigi kaydedilmigtir (Kirtikara, Talbot, 1996;
Lorenzini vd., 2002). Dolaysiyla yukarida agiklanan durumun PQ uygulamas: sonucu da
meydana gelmesi muhtemeldir. Ayrica paraquat uygulanan dokularda gosterildigi gibi,
reaktif oksijen tiirlerinin membran lipidlerinin peroksidasyonunu tegvik ederek
membranlarda hasarlar olugturdugu tespit edilmigtir (Chia, vd., 1982; Kirtikara, Talbot,
1996; Chang, Kao, 1997). Bu nedenle ¢aligmamizda PQ uygulamasi sonucu meydana
gelen bu membran hasarlarmdan dolay1 yapraklardaki nispi su igerifinin azalmug
olabilecegi diigiiniilmektedir,

Spermin veya putrescinle 6n muamele yapilan yapraklardaki nispi su igeriginin 6n
muamele yapilmamig olanlara nazaran daha fazla oldugu belirlenmigtir. Bu fazlahfin
sperminle 6n muamele yapilan yapraklarda 12 ve 24, saatlerde, putrescinle 6n muamele
yapilanlar da ise 24. saatte istatistiki olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir. Spermin veya
putrescinle 6n muamele yapilan yapraklarda paraquatin tegvik ettigi su kaybmm
geciktirildi§i sOylenebilir. Poliaminlerin membran biitiinliifiine etki ederek su kaybmu
Onlemis olabilecekleri diigiiniilebilir. Nitekim, poliaminlerin paraquatm tegvik ettigi lipid
peroksidasyonunu inhibe ederek oksidatif hasara karsi hiicre savunma mekanizmasina
katilabilecegi ve membran biitiinliigiiniin devaminda énemli fonksiyonlarmin olabilecegi
kaydedilmigtir (Slocum vd., 1984; Tadolini, 1988). Ayrica, diigiik lipid peroksidasyonu ve
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daha yiiksek nispi su igeridi ile membran kararhlifi, musirm (Pastori, Trippi, 1992) ve
bugdaym (Kraus vd., 1995) strese toleransh genotiplerinde rapor edilmigtir. Putrescin ve
diger poliaminler ya fosfolipidlerin transbilayer hareketini inhibe ederek (Bratton, 1994) ya
da tilakoid membranlarm molekiiler komplekslerini stabilize ederek membranlarla
etkilesime girebilmektedirler (Popovic vd., 1979; Besford vd., 1993).

BA ve GAj; ile 6n muamele yapilan yapraklarda ise zamana ve konsantrasyona bagl
olarak farkhiliklar goriilmiistiir. GAs, uygulanan biitlin konsantrasyonlarda 24. saatte
paraquatm tegvik ettigi su kaybmu istatistiki bakimdan 6nemli Slgiide azaltwrken, BA’nin
sadece 10 uM’lik konsantrasyonunun 24, saatte istatistiki anlamda su kaybm geciktirdigi,
diger konsantrasyonlarinin ise istatistiki bakimdan 6nemli olmasa da su kaybi azalttiklar:
belirlenmistir. Burada uygulanan hormonlarin membran biitlinliigiine etki ederek su
kaybin engellemis olabilecekleri diistiniilmektedir.

Ayrica paraquat uygulanan fidelerdeki toplam klorofil miktarmin da zamanla
azaldig bulmmugstur. Ozellikle PQ uygulamasmdan 12 ve 24 saat sonraki azalmalarm
istatistiki bakimdan Onemli oldugu belirlenmigtir. 24 saatin sonunda PQ uygulanan
fidelerdeki toplam klorofil miktarmmin % 41,6 oramnda azaldig: tespit edilmigtir. Masojidek
vd. (1991)’da paraquat uygulamas: yapilan Sorghum bitkisinde yaprak klorofil iceriginin
kontrol bitkisine gére biiyiik oranda azaldigin tespit etmiglerdir. Bagka ¢aligmalarda da PQ
uygulanan fidelerdeki toplam klorofil miktarmin azaldif: kaydedilmigtir (Cakmak,
Marschner, 1992; Pastori, Trippi, 1992; 1993; Chang, Kao, 1997; Iturbe-Ormaetxe vd.,
1998; Lorenzini vd., 2002). Diger taraftan PQ’m uygulandig: dokularda klorofil yikmmim
tesvik ettigi rapor edilmistir (Sanders vd., 1992; Cakmak, Marschner, 1992). PQ’m tesvik
ettigi klorofil yikiminda siiperoksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin biiyiikk rol oynadif1
diisliniilmektedir. Nitekim yapilan bazi ¢aligmalarda siiperoksit ve H»O»’nin sebep oldugu
oksidatif stresin kloroplast membranlarmmn organizasyonunu bozdugu ve klorofil yikimina
sebep oldugu belirlenmistir (Knox, Dodge, 1985; Thompson vd., 1987).

Ayrica paraquat uygulanan msir fidelerindeki ¢Oziinebilir protein miktarmn da
azaldig1 bulunmugtur. Toplam klorofil miktarindaki azalmanin aksine, ¢6ziinebilir protein
miktarmdaki azalmanmm 8. saatten itibaren istatistiki bakimdan Onemli oldugu
kaydedilmigtir. Nitekim vyapilan bazt ¢aligmalarda proteolizis olaymm klorofil
pargalanmasmdan daha Once meydana geldigi rapor edilmistir (Chang, Kao, 1997).
Calismamizda PQ uygulanan fidelerdeki ¢Oziinebilir protein miktarmmn % 49,1 oraninda
azaldig1 belirlenmistir. Peleg vd. (1992)’de Pisum sativum bitkisinde paraquatmn toplam
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protein igerifinde hizh bir azalmaya sebep oldugunu rapor etmiglerdir. Bagka ¢ahgmalarda
da paraquatin ¢Oziinebilir protein miktarm azalttifi kaydedilmigtir (Wolff vd., 1986;
Pastori, Trippi, 1993; Iturbe-Ormaetxe vd., 1998). Protein miktarmdaki bu azalmalarm
reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu proteinlerin de novo sentezinin inhibisyonu ve/veya
proteinlerin yikimindan dolay: olabilecegi diiglintilmektedir (Peleg vd., 1992). Ayrica
stress kosullari altinda, polipeptidlerin yikimmna neden olan proteolitik enzimlerin salinmm
da meydana gelebilmektedir (Davies, 1982). Nitekim, smirh oksidatif degisiklik bile ¢esitli
proteinleri, enzimatik hidrolize karg1 daha duyarli yapmaktadir (Wolff vd., 1986).

Goriildiigli gibi paraquat, klorofil ve protein miktarlarmdaki azalmalarla karakterize
edilen yaprak senesensini tegvik etmektedir. Nitekim ¢esitli arastiricilar tarafindan
oksidatif stres durumunda senesensin hizlandirildig: kaydedilmigtir (Trippi, De Luca
d’Oro, 1985; Thompson vd., 1987; Pastori, Trippi, 1993). Cahgmamizda kullamlan
poliaminler, sitokininler ve giberellinlerin ise senesensi geciktirici etkilerinin oldugu
bilinmektedir (Fletcher, 1969; Altman, 1982; Cheng, Kao, 1983). Nitekim, yaptigimiz bu
caligmada SPM, PUT, BA ve GA; ile 6n muamele yapilan fidelerde paraquatn tegvik ettigi
toplam klorofil ve ¢Ozlinebilir protein miktarlarindaki azalmalarin Gnemli Glgiide
geciktirildigi bulunmustur. PUT nin uygulanan iki konsantrasyonunun da toplam klorofil
miktarindaki azalmayr geciktirdigi fakat 1 mM PUT’nin etkisinin istatistiki bakimdan
Onemli oldugu belirlenmigtir. Paraquat uygulandiktan 24 saat sonra toplam klorofil
miktarmda % 41,6’lik bir azalma meydana gelmesine kargin, 1 mM PUT ile 6n muamele
yapian yapraklarda % 22,8’lik bir azalma kaydedilmigtir. SPM’nin ise uygulanan iki
konsantrasyonunun da istatistiki bakimdan 6nemli &lgiide paraquatn tegvik ettigi klorofil
miktarindaki azalmay: geciktirdigi tespit edilmigtir. 0,2 mM SPM uygulanan yapraklarda
paraquat uygulandiktan 24 saat sonra % 21 °lik bir azalma meydana gelirken 1 mM SPM
uygulanan yapraklarda % 16,9’luk bir azalma meydana gelmigtir. Yani PUT veya SPM ile
6n muamele yapilan yapraklarda paraquatin tegvik ettigi klorofil kayb: ¢nemli &lgiide
geciktirilmistir. Yulaf yapraklarinda yapilan bir ¢albigmada SPM’nin tilakoid biitlinkigiini
en iyi koruyan poliamin oldugu rapor edilmigtir (Tiburcio vd., 1994). Poliaminlerin klorofil
kaybmi geciktirmedeki etkileri, membran kararhilagtirici 6zelliklerinin olmasi veya
fosfolipidlerin transbilayer hareketlerini inhibe etmeleriyle alakali olabilir (Besford vd.,
1993; Bratton, 1994).

Biiylimeyi diizenleyici maddelerden BA’nin biitiin konsantrasyonlarmin paraquatin
tegvik ettigi klorofil kaybimi geciktirdigi ve konsantrasyonlar arasinda istatistiki bakimdan
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Onemli bir farkhhgin olmadig belirlenmigtir. Sadece paraquat uygulanan fidelerle
kargilastmldiginda BA’nn 100 pM’hk konsantrasyonunun istatistiki bakimdan Onemli
Slgtide klorofil kaybim geciktirdigi goriilmiigtiir. Bagka c¢aligmalarda da benzer sonuglar
elde edilmigtir. Koparilmig piring yapraklariyla yapilan caligmada BA’nmn klorofil
parcalanmasm geciktirdigi belirlenmistir (Kao, 1980). Kraus vd. (1993) ise soya
fasiilyesinde BA uygulanan disklerdeki klorofil miktarmin kontrolden daha yiiksek
oldufunu tespit etmiglerdir. Ayrica c¢ahgmamizda, GAs; ile 6n muamele yapilan
yapraklardaki toplam klorofil miktarmin da paraquat uygulanan fidelerden daha fazla
oldugu tespit edilmigtir. Klorofil kaybm Onlemede GAs’tin 100 pM’lik
konsantrasyonunun diferlerine nazaran daha etkili oldufu gOriilmiigtiir. Biiylimeyi
diizenleyici maddelerin fotosentetik pigmentlere etkisiyle ilgili yapilan galigmalarda, s6z
konusu maddelerin kloroplast geligiminde rol oynayarak pigment miktarm etkiledikleri
veya kloroplast pargalanmasmi engelleyerck dolayll yonden pigment miktarinin azalmasim
Onledikleri kaydedilmigtir (Banerji, Kumar, 1975; Parthier, 1979).

Ayrica, calismamizda biiylimeyi diizenleyici maddelerle 6n muamelenin paraquatm
tesvik ettigi protein miktarndaki azalmay: geciktirdigi belirlenmistir, Ozellikle paraquat
uygulamasindan 24 saat sonra elde edilen veriler arasinda istatistiki bakimdan Gnemli
farklihklar bulunmugtur. Paraquat uygulandiktan 24 saat sonra ¢Oziinebilir protein
miktarmda meydana gelen % 49,1°’lik azalmanm biiyiimeyi diizenleyici maddelerle 6n
muamele yapilan yapraklarda daha az oldufu belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda
senesensi geciktiren bilegiklerin klorofille birlikte protein yikimimi da geciktirdikleri kabul
edilir (Srivastava vd., 1983). Nitekim poliaminlerin protein yikuwmm geciktirdikleri ve
proteaz aktivitesini inhibe ettikleri kaydedilmigtir (Altman, 1982; Bais, Ravishankar,
2002). Ayrica digardan uygulanan poliaminlerin etkilerinin digardan uygulanan
sitokininlere benzer oldugu (Bais, Ravishankar, 2002) ve sitokinin grubu bir hormon olan
BA’nin piring yapraklarnda protein miktarindaki azalmayi Onemli Olgiide geciktirdigi
tespit edilmigtir (Chen, Kao, 1992). Bagka ¢aliymalarda da sitokinin grubu hormonlarm
proteinlerin pargalanma oranlarim azalttiklar: kaydedilmigtir (Brock, Kaufman, 1991;
Kraus vd., 1993; Buban, 2000).

Proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi sonuclarna bakildifinda, paraquat
uygulandiktan 24 saat sonra molekiiler agirhg 66.000 ile 29.000 Da arasinda olan protein
bantlarmda zayiflamalarmn oldugu gozlenmigtir. Kirtikara ve Talbot (1996) ile Altnkut vd.,
(1998)’nin elde ettikleri sonuglar bu bulgumuzu destekler niteliktedir. Ayrica biiylimeyi
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diizenleyici maddelerle 6n muamele yapilan fidelerin protein bantlarinda, sadece paraquat
uygulananlara gére belirgin koyulasmalarm meydana geldigi gdzlenmistir. Ozellikle
poliamin ve BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki protein bantlarnda daha bariz
kalmlagma ve koyulagmalarm oldugu belirlenmistir. Nitekim, poliaminlerin protein
sentezini translasyon ve transkripsiyon (Cvikrova, 1997), BA’nmn translasyon, GA’nin ise
transkripsiyon seviyesinde uyardig1 kaydedilmigtir (Brock, Kaufman, 1991).

Goriildiigi gibi oksidatif stres, pigment kaybi ve proteolizise sebep olmaktadir.
Bitkiler oksidatif strese fizyolojik ve biyokimyasal proseslerinde degisiklikler yaparak
cevap verirler. Antioksidant maddeler ve enzimatik olarak katalizlenen reaksiyonlardan
olugan antioksidant savunma sistemi oksidatif strese sebep olan zararh oksijen tiirlerinin
yok edilmesinde hiicrelere yardimei olurlar. Askorbik asit ve karotenoidler de hiicrelerde
bulunan 6nemli diigiik molekiiler agirlikli antioksidant maddelerdendir. Bu molekiiller
enzimatik olmayan reaksiyonlarla reaktif oksijen tiirlerini temizlerler ve oksidatif stresi
azaltirlar (Buckland vd., 1991; Dalton, 1995). Bu nedenle yaptiimiz bu c¢alismada
paraquat uygulandiktan sonra music yapraklarmdaki karotenoid ve askorbik asit miktarlar:
tayin edilmigtir. Paraquat uygulanmis yapraklarda s6zkonusu maddelerin miktarlarmda
azalmalar meydana gelmistir. Kontrol bitkileriyle mukayese edildiginde PQ uygulanan
fidelerde karotenoid miktarimin % 39,7, askorbik asit miktarmin ise % 69,9 oraninda
azaldifi ve bu azalmalarm istatistiki bakimdan Gnemli oldugu kaydedilmigtir. Nitekim
yapilan bagka caligmalarda da paraquatin askorbik asit ve karotenoid miktarlarinda
azalmalara neden oldugu tespit edilmistir (Iturbe- Ormaetxe vd., 1998; Li, van Staden,
1998). Reaktif oksijen tiirlerinin olugumuna neden olan stres kosullarmm etkisiyle ilgili
yapian ¢ahgsmalarda, askorbik asit ve karotenoidlerin yansira hiicrelerde bulunan Snemlbi
antioksidant molekiillerden olan glutatyon ve tokoferoliin miktarlarmin da azaldig
kaydedilmigtir (Boo, Jung, 1999; Boo vd., 2000). Paraquat uygulanan bitkilerdeki askorbik
asit miktarmin azalmasi, reaktif oksijen tiirleriyle askorbik asitin dehidroaskorbata
oksidasyonuyla veya askorbat peroksidazlarm askorbik asiti substrat olarak
kullanmalariyla agiklanabilir. Nitekim, piring bitkisiyle yapilan c¢alismalarda stres
durumunda askorbat miktar1 azalwrken dehidroaskorbat miktarmm arttifi kaydedilmigtir
(Boo, Jung, 1999; Boo vd., 2000).

SPM veya PUT ile 6n muamele yapian bitkilerdeki karotenoid ve askorbik asit
miktarlarinin sadece paraquat uygulanan bitkilere nazaran daha fazla oldugu belirlenmigtir.
SPM’nin 1 mM’lik konsantrasyonunun PUT’nin ise uygulanan her iki konsantrasyonunun
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da istatistiki bakimdan Onemli Olgiide karotenoid kaybmi geciktirdigi kaydedilmistir.
Sadece PQ uygulanan fidelerdekine nazaran 1 mM SPM ve 0,2 ile 1 mM PUT ile 6n
muamele yapilan fidelerdeki karotenoid miktarlarinin sirastyla % 19; % 22,4 ve % 29,3
daha fazla oldufu saptanmigtir. Askorbik asit miktarlarma bakildifinda ise SPM ve
PUT’un uygulanan biittin konsantrasyonlarmm paraquat uygulandiktan 24 saat sonra
askorbik asit miktarmda meydana gelen azalmay: istatistiki bakimdan Onemli Olgiide
engelledigi belirlenmigtir. Ozellikle SPM ve PUT’un 1 mM’lik konsantrasyonlarmin daha
etkili oldugu tespit edilmigtir. 1 mM SPM ile 6n muamele yapilan fidelerdeki askorbik asit
miktarmin, sadece PQ uygulanan fidelerdekinden 2,5 kat, 1 mM PUT ile 6n muamele
yapilan fidelerdeki askorbik asit miktarinin ise 2,7 kat daha fazla oldugu saptanmugtrr.
Poliaminlerin antioksidant G6zelliklerinden dolayr reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini
azalttiklar1 diigiiniilmektedir (Benavides vd., 2000). Ayrica poliaminler direkt olarak
serbest radikal temizleyicileri olarak fonksiyon yaptiklarmdan dolayr paraquatin etkisiyle
olusan reaktif oksijen tiirlerinin miktarlarin azaltmig olabilirler (Drolet vd., 1986). Boylece
antioksidant molekiillerin miktarlar1 fazla azalmayacag: i¢in bitkiler oksidatif strese karg:
daha toleransh olacaklardir. Nitekim yapilan ¢aligmalarda paraquat stresine kars toleransh
olan tiirlerde duyarh olanlara nazaran daha fazla miktarda askorbik asit ve karotenoid
oldugu tayin edilmigtir (Li, van Staden, 1998; Sairam vd., 1998). Ayrica azot uygulanmig
ve Azotobacter chrococcum agilanmug seker pancari bitkilerinde karotenoid miktarmimn
fazla oldugu ve bitkilerin oksidatif strese toleranslarmin arttifi tespit edilmigtir.
Karotenoidlerin dzellikle triplet klorofil ve singlet oksijen tiirlerinin etkili temizleyicileri
oldugu ve bdylece oksidatif stresi azalttiklart diigliniilmektedir (Demming- Adams, 1990;
Elstner vd., 1994).

Hiicrelerdeki oksidatif stresin reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ve antioksidantlarm
temizleme aktivitesi arasmdaki dengenin bozulmasi sonucu meydana geldigi ve bu
dengenin bozulmasma reaktif oksijen tiirlerinin artan olugsumu veya antioksidant savunma
kapasitesinin azalmasmm yol agtig1 ileri siirlilmektedir (Spychalla, Desborough, 1990;
Boo, Jung, 1999). Karotenoidler ve askorbik asit gibi kiigiik antioksidant molekiillerin
iceriginde meydana gelen azalmalarm oksidantlar ve antioksidantlar arasmdaki
dengesizligin etkileri oldugu diigliniilmektedir. Miktarlar: azalan antioksidantlar digardan
bitkilere uygulandiginda iyilestirici etkilerinin oldugu goriiliir. SOyleki; piring fidelerine
disardan uygulanan askorbik asitin kursun ve civa gibi agir metallerin olumsuz etkilerini
azalttig1 ve bitkilerin toleransini artirdify belirlenmigtir (Mishra, Choudhuri, 1998). Burada
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askorbik asitin serbest radikal temizleyicisi olmasmmn etkili oldugu ve hiicrelerin
antioksidant savunma mekanizmasim etkiledigi digiiniilmektedir (Halliwell, 1982;
Buckland vd., 1991). Ayrica, askorbik asitin lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu
etkisinin oldugu ve bdylece membran lipid peroksidasyonunu 6nledigi ileri siiriilmektedir
(Kunert, Boger, 1984; Shalata, Neumann, 2001). Paraquat gibi reaktif oksijen tiirleri
lireterek bitkilere zarar veren oksidatif stres faktOrlerinin etkilerinin askorbik asit gibi
antioksidantlarin artan miktarlariyla giderilebilecegi diisliniilmektedir. Nitekim, ispanak
kloroplastlaryla yapilan galiymada, askorbik asit gibi radikal temizleyicilerinin ilavesiyle
paraquat toksikligi inhibe edilmigtir (Elstner vd., 1980). Ayrica askorbik asitin artan
konsantrasyonlarnm paraquatm tegvik ettigi klorofil kaybm etkili bir gekilde inhibe ettifi
gOriilmiistiir (Cakmak, Marschner, 1992). Bu sonuglara gore, ¢aligmamizda SPM veya
PUT ile 6n muamele yapilan bitkilerdeki askorbik asit miktarmm sadece paraquat
uygulanan fidelerdekine nazaran daha fazla olmasi, bitkileri paraquata kargi daha toleransh
hale getirmesi ile agiklanabilir,

BA ve GA; ile 6n muamele yapilan fidelerde ise BA’mn 100 uM’hk
konsantrasyonunun GAj’lin ise 10 ve 100 puM’hik konsantrasyonlarim, paraquatmn tegvik
ettigi karotenoid kaybm istatistiki bakimdan 6nemli Slgiide geciktirdigi belirlenmistir. Bir
triazol bliylime diizenleyicisi olan paclobutrazol uygulanan fidelerde gosterildigi gibi bu
yardimcr pigmentlerin artan miktarlari reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldufu zarar
kisitlama kapasitesini artirabilir (Mahoney vd., 1998). Askorbik asit miktarindaki degigime
bakildiginda ise BA’nmin biitiin konsantrasyonlarmm askorbik asit miktarmdaki kaybi
istatistiki olarak Onemli dlgiide geciktirdigi, GAsz’in ise 10 ve 100 pM’lik
konsantrasyonlarmm etkili oldugu bulunmustur. Bitkilerin oksidatif strese karg1 direngliligi
reaktif oksijen tlirlerinin inhibisyonuna veya antioksidant seviyelerindeki artiglara bagh
olabilir (Walker, McKersie, 1993).

Bitkileri reaktif oksijen tiirlerinin sitotoksik etkilerinden koruyan antioksidant
savunma sisteminin Onemli bilegenlerinden birisi de antioksidant enzimlerdir. Siiperoksit
dismutaz, peroksidaz ve glutatyon redilktaz hiicrelerde bulunan 6nemli antioksidant
enzimlerdendir, Bu ¢alismada paraquat uygulanan fidelerde s6zkonusu enzimlerin
aktivitelerinde meydana gelen degisiklikler belirlenmigtir. Ayrica biliyiimeyi diizenleyici
maddelerle 6n muamele yapmanmn bu enzimlerin aktivitelerinde herhangi bir degigiklige
sebep olup olmadigma bakilmigtir. Paraquat uygulandiktan 12 ve 24 saat sonra SOD
aktivitesinin istatistiki bakimdan Snemli Sl¢lide arttii belirlenmistir. Bu bulgu Matters ve
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Scandalios (1986)’un yaptiklari ¢aligmayr destekler niteliktedir. Matters ve Scandalios
(1986), 10 uM paraquat uyguladiklart nusir yapraklarinda SOD aktivitesinin arttigim
belirlemiglerdir. Bagka cahgmalarda da oksidatif stres durumunda bitkilerdeki SOD
aktivitesinin arttig1 kaydedilmigtir (Malan vd., 1990; Peleg vd., 1992; Pastori, Trippi, 1992;
1993). Ozelikle SOD gibi antioksidant enzimlerin artan aktivitelerinin oksidatif stres
toleransiyla baglantih oldugu diigliniilmektedir (Stajner vd., 1995). Cok yillik delice otu ve
Conyza biotiplerinde PQ direngliliginin SOD aktivitesindeki farkhliklarla alakali oldugu
bulunmugtur (Harper, Harvey, 1978; Youngman, Dodge, 1981). Tanaka vd. (1988)’de
yaptiklar1 ¢alismada paraquati tolere edebilen tiitiin bitkilerindeki SOD aktivitesinin tolere
edemeyen bitkilerec nazaran birka¢ kat daba fazla oldufunu kaydetmiglerdir. Paraquati
tolere edebilen tiitlin bitkilerine 250 uM paraquat piiskiirtiildiigiinde bile yapraklarda hasar
goriilmedifi buna karsm Kkontrol bitkilerinde Oliimciil yikimlarm meydana geldigi
goriilmiistiir (Furusawa, Mizuguchi, 1987). Bu nedenle SOD aktivitesindeki artigin
paraquatmn iirettifi reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu hasarlara kars1 bitki toleransm
yiikselttigi diigliniilmektedir. Nitekim, transgenik bitkilerle yapilan c¢aligmalarda Mn-
SOD’u fazla miktarda ekspres eden bitkilerde normal bitkilerle kargilagtirldiginda hiicresel
hasar seviyesinin azaldif1 gOriilmiistiir (Bowler vd., 1991). Ayrica daha yliksek seviyede
SOD’u ekspres eden transgenik bitkilerin oksidatif strese olan direngliliklerinin arttig:
belirlenmistir (Van Camp vd., 1994b; Pitcher, Zilinskas, 1996).

Poliaminlerin antioksidant enzimler vasitasiyla bitkileri oksidatif strese kars1 direngli
hale getirebilecegi diigiiniilmektedir. Nitekim, PUT un yiiksek miktarlariyla, antioksidant
enzimlerin yiiksek aktivitelerinin birlikte oksidant direngliliginin en yiiksek seviyelerini
verdigi tespit edilmigtir (Ye wvd., 1997). Ayrica putrescinin SOD gibi antioksidant
enzimlere baglanabilecegi ve onlarin hiicre igerisinde oksidatif stresin oldugu bdlgelere
nufuz etmelerini saglayacagi kaydedilmistir. PUT- SOD kompleksinin tek bagma olan
SOD’dan 20 kat daha fazla membran gecirgenlifi oldugu ve memeli sistemlerinde
oksidantlara karsi korumay1 kolaylastirdigi rapor edilmigtir (Poduslo, Curan, 1996). Nagele
vd. (1994)’de SOD- PUT kompleksinin memeli hiicrelerinde birgok fonksiyonlarmm
oldugunu, bu kompleksin yiiksek bir verimlilikle siiperoksit radikallerini yok ettifini ve
peroksidin tegvik ettigi hiicre hasarma kargt koruma safladigiu kaydetmislerdir.
Calismamizda PUT ve SPM ile 6n muamele yapilan fidelerdeki SOD aktivitesinin
uygulanan poliamin ve konsantrasyona bagl olarak degistigi gOriilmigtiir. SPM ile
PUT’un 0,2 ve 1 mM’lk konsantrasyonlariyla 6n muamele yapilan fidelerdeki SOD
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aktivitesinin PQ uygulamasmdan 8 saat sonra istatistiki bakimdan Snemli Slgilide arttigs,
12. ve 24. saatlerde ise sadece 1 mM’lik SPM’nin etkili oldugu goriilmiistiir.

BA ile 6n muamele yapilan fidelerde PQ uygulandiktan 8 saat sonra BA’nin 10 ve
100 pM’lk konsantrasyonlarmn istatistiki bakimdan Onemli Slciide SOD aktivitesini
artiedigi, 12. ve 24. saatlerde ise istatistiki olarak Onemh bir farkhligm olmadigi
goriilmiigtiir. GA; ile 5n muamele yapilan fidelerdeki SOD aktivitesinin ise 6n muamele
yaptlmamig fidelere nazaran istatistiki olarak Onemli Slgiide degismedigi belirlenmistir.
Ayrica g¢alismamizda yaptifmmz poliakrilamid jel elektroforezi sonucuna gbre mmsir
yapraklarinda Rf degeri 0,78 olan tek bir SOD izoenzim band: tespit edilmigtir. Bu
izoenzim bandmnin uygulamalarm yapddii biitin  fidelerde var oldufu ancak
yogunlugunda birtakim farkliliklarin oldufu goriilmistiir. Peleg vd. (1992)°’de bezelye
yapraklarmda yaptiklan ¢aligmada farkl konsantrasyonlarda paraquat uygulamasmm SOD
izoenzimlerinin sayismm etkilemedigini ancak yogunluklarmi etkiledigini kaydetmiglerdir.
Donahue vd. (1997) ise PQ uyguladiklar1 bezelye yapraklar: ile kontrol grubu arasinda
SOD izoenzimleri bakimindan belirlenebilir bir farkin olmadigm rapor etmislerdir.

SOD reaktif oksijen temizleme sisteminin ilk adimim katalizler ve hem sitosolik hem
de kloroplastik SOD, paraquatm varligmnda {iretilen siiperoksitin yikimiyla alakahdir. SOD
hiicreler igin toksik olan siiperoksit radikalini bagka bir toksik molekiil olan H>O7’ye
doniigtiiriir. Dolayisiyla tek basma SOD aktivitesindeki artigm paraquata direnglilik
saglayamayacagi, ancak iiretilen HyO,’nin detoksifikasyonu i¢in yeterli miktarda katalaz
veya peroksidazin olmas1 durumunda etkili olabilecegi diisiintilmektedir (Harper, Harvey,
1978). Nitekim, Bowler vd. (1991) Mn- SOD’u fazla miktarda ekspres eden transgenik
bitkilerin kloroplastlarmdaki siiperoksit miktarmnm azaldigmm, H>O, miktarmm ise arttifm
tespit etmiglerdir. Ayrica peroksidazlarin oksidatif strese kargi hiicrelerin korunmasmda
siiperoksit dismutaz kadar Snemli oldugu (Rabinowitch, Fridovich, 1983; Mehlhorn, 1990)
ve plazma membranlarinda oksidatif zarar1 nleyen peroksit radikal temizleyicisi olarak da
gbrev yaptiklar: kaydedilmigtir (Van Assche, Clijsters, 1980). Bu nedenle ¢alismamzda
peroksidaz aktivitesi Olgiilmiis ve paraquat uygulanan fidelerdeki peroksidaz aktivitesinin
arttig1 goriilmiigtiir. Bu konuyla ilgili yapilan baz1 ¢aligmalarda PQ uygulanan bitkilerdeki
peroksidaz aktivitesinin 6nemli dlgiide degismedigi, bazilarinda ise arttig1 kaydedilmigtir
(Peleg vd., 1992; Guida vd., 1992; Pastori, Trippi, 1992; 1993; Kirtikara, Talbot, 1996;
Donahue vd., 1997; Li, Van Staden, 1998).
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Calismamizda SPM ile 6n muamele yapilan fidelerdeki peroksidaz aktivitesinin
sadece paraquat uygulanan fidelere nazaran istatistiki bakimdan Onemli Olgiide arttiy,
PUT’nin ise 1 mM’lik konsantrasyonunun daha etkii oldugu gOriilmiistiir. Bagka
caligmalarda da poliaminlerin peroksidaz aktivitesini artirdif1 kaydedilmigtir (Srivastava
vd., 1983; Chang, Kao, 1997). Peroksidaz aktivitesindeki artigm bitkileri paraquat zararma
kargi daha toleransh hale getirdigi diisiiniilmektedir. Nitekim, Mehlhorn ve Kunert (1986)
kaffeik asitle 6n muamele yapilan tiitiin hiicrelerinde kaffeik asitin tegvik ettigi askorbat
peroksidaz aktivitesinin PQ’nin tegvik ettigi lipid peroksidasyonuna kargi hiicreleri
korudugunu kaydetmiglerdir. Hidroperoksitlerin etkili uzaklagtiriimas: hiicreler igin ¢ok
Onemlidir. Ciinkii hidroperoksitler yiiksek oranda reaktif olan singlet oksijen ve hidroksil
radikallerinin  olugumunu artwabilirler ve bu radikallerin her ikisinin de lipid
peroksidasyonunu tegvik ettigi bilinmektedir (Halliwell, Gutteridge, 1989). Ayrica etilenin
tesvik ettigi askorbat peroksidaz aktivitesinin H>O», ozon ve paraquata kars: bitkileri
korudugu kaydedilmistir (Mehlhorn, 1990). Stresli bitkilerde etilen {iretimindeki artigin
peroksidaz aktivitesini tegvik etmek i¢in meydana geldigi diisliniilebilir (Abeles vd., 1988).
Boylece oksidatif strese kargi bitkilerin duyarliifi, artan H»O, detoksifikasyonundan
dolay1 azaltilabilir, Caligmamizda GA; ile 6n muamele yapilan fidelerdeki peroksidaz
aktivitesi degigiminin istatistiki bakimdan Gnemli bulunmadigi, BA’nin 10 ve 100 uM’lik
konsantrasyonlariyla 6n muamele yapilan fidelerdeki peroksidaz aktivitesinin ise hem
kontrol hem de BA ile 6n muamele yapilmamug fidelere nazaran arttig1 ancak 100 uM’lik
BA’nm etkisinin istatistiki bakimdan Gnemli oldugu bulunmustur. Ayrica ¢aligmarmzda
yaptigimiz poliakrilamid jel elektroforezi sonuglarma gére musir yapraklarmda Rf degerleri
srrasiyla 0,10; 0,19; 0,23; 0,28 ve 0,32 olan bes tane peroksidaz izoenzim bandi
belirlenmigtir,. Bu izoenzim bantlarmdan Rf degeri 0,23; 0,28 ve 0,32 olanlarm PQ
uygulandiktan 8 saat sonra pek belirgin olmadig1 ancak 12. ve 24. saatlerde koyulagtiklari
gOriilmiigtiir. Rf degerleri 0,10 ve 0,19 olan izoenzim bantlarimn digerlerine nazaran daha
kalm ve koyu bantlar olduklar1 tespit edilmigtir. BDM ile 6n muamele yapmanin izoenzim
bantlarmin sayilarim degistirmedigi ancak koyulugunu etkiledigi gOrilmiistir. Genel
olarak incelendiginde PUT, SPM ve BA ile 6n muamele yapilan fidelerdeki izoenzim
bantlarmin daha koyu olduklart belirlenmistir. Dolayisiyla PUT, SPM ve BA ile 6n
muamelenin oksidatif strese kars: bitkileri daha toleransh hale getirebilecegi diisiiniilebilir.
Nitekim, peroksidaz enziminin oksidatif strese toleransla 6nemli bir iligkisinin oldugu
belirlenmigtir (Harper, Harvey 1978; Asada, 1992; Ye, Gressel, 1994). Stajner vd. (1997)
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ise azot veya Azotobacter chroococcum’la muamele yapilmig seker pancari bitkilerinde
peroksidaz ile SOD aktivitelerinin arttifm ve bitkilerin oksidatif strese olan toleranslarmim
gelistigini kaydetmiglerdir. Peroksidaz ve SOD gibi enzimlerin artan miktarlarmm
varhigmda reaktif oksijen tiirlerinin fazla birikimi Onlenir ve bdylece bitkilerin oksidatif
strese karsi direngli olmalari saglanir. Siiperoksit dismutazin artan konsantrasyonlariyla
stiperoksitin yikimi ve peroksidazlarin yiikselen miktarlariyla H»Oy’nin temizlenmesi
sonucu paraquata kars1 tolerans kazamldig: diistiniilmektedir.

Bir ¢ok bitki tiirli SOD ve peroksidazin yamsira 6nemli bir antioksidant enzim olan
GR aktivitesini artirarak gegitli gevresel streslere cevap verirler (Broadbent vd., 1995). Bu
stresler arasinda acifluorfen ve PQ gibi herbisitlerin uygulanmasi (Gillham, Dodge, 1987)
ve ozon gibi hava kirleticileri de sayilmaktadir (Mehlhorn vd., 1987; Kangasjarvi vd.,
1994). Transgenik bitkiler kullanilarak yapilan c¢ahgmalar oksidatif strese direnglilikte
GR’nin 6nemli bir rol oynadigm gOstermigtir (Matters, Scandalios, 1986; Shaaltiel vd.,
1988; Aono vd., 1995). GR , GSSG’nin GSH’a indirgenmesine aracilik eder ve GSH’mn
GSSG’ye oranmm yiiksek kalmasim saglayarak oksidatif hasara kargi kloroplastlarm
korunmasinda zorunlu bir rol oynar (Pilon- Smits vd., 2000). Dolayisiyla oksidatif stres
altinda, askorbat- glutatyon yoluna GSH saglamak ve GSH/ GSSG oranmn yiiksek
tutulmast igin GR aktivitesinde artig olmasi bir ihtiyag olabilir. Caligmamizda PQ
uygulanan musir fidelerindeki GR aktivitesinin 12. saate kadar istatistiki bakimdan Snemli
Olgtide artti1 24. saatte ise azaldi@1 gériilmiistiir. PQ uygulandiktan 24 saat sonra GR
aktivitesinde belirlenen azalmammn oksidatif stresin giddetinin artmasmdan dolayr meydana
gelmis olabilecegi diigiiniilmektedir. Nitekim, bazi ¢aligmalarda siddetli stres kogullar:
altinda GR aktivitesinin azaldig1 rapor edilmigtir (Pastori, Trippi, 1992; Doulis vd., 1998).

Calismamizda 1 mM SPM ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GR aktivitesinin PQ
uygulandiktan 8, 12 ve 24 saat sonra istatistiki bakimdan Onemli Olgiide arttig1
goriilmiistiir, 0,2 mM SPM ve PUT’un 0,2 ve 1 mM’hk konsantrasyonlarinin ise 24. saatte
GR aktivitesini 6nemli oranda artirdi@1 belirlenmistir. GR aktivitesindeki artigm bitkilerin
dayaniklihgm artirdign  diigliniilmektedir. Nitekim, Donahue vd. (1997) bezelye
yapraklariyla yaptiklar1 ¢aligmada, PQ’a cevap olarak direngli olan yapraklarda GR
aktivitesinin arttifim, Barna vd. (1995) ise acifluorfen herbisitinin etkisiyle olusan
oksidatif stresin, PQ’a toleransh tiitiin bitkilerinde duyarh olanlardan ¢ok daha yiiksek
oranda GR aktivitesinde artig tegvik ettigini belirlemiglerdir. Ayrica galismamizda GAs’{in
10 uM’hik konsantrasyonunun PQ uygulandiktan 12 saat sonra istatistiki bakimdan 6nemli
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Olgiide GR aktivitesini artirdigy, 24. saatte ise BA’nin 10 ve 100 uM, GAz’iin ise 10 uM’hk
konsantrasyonlarmin daha etkili oldugu belirlenmistir. PQ uygulandiktan 24 saat sonra GR
aktivitesinde goOriilen azalmann BDM’lerle 6n muamele yapilmak suretiyle
giderilebilecegi sonucuna varilmigtir.

Bir ¢ok farkh oksidatif stres toleransmm bu antioksidant enzimlerin aktivitelerindeki
artiglarla alakal oldugu diigiiniilmektedir, Direngli olan biotiplerde duyarl olanlara kiyasla
daha fazla antioksidant enzim aktivitelerinin oldugu kaydedilmigtir (Gressel, Galum,
1994). Dolaysiyla ¢aligmamizda antioksidant enzimlerin aktivitelerinde artis tesvik eden
BDM konsantrasyonlarmun PQ’a kargt nmsir bitkilerini daha toleransh hale getirdigi
sOylenebilir. Bu enzimlerdeki kiigiik fakat istatistiki olarak Onemli olan artiglarm PQ
direnglilifindeki biiyiikk artiglardan sorumlu olabilecegi ileri siiriilebilir (Ye, Gressel,
1994). Bu enzimler dogal olarak bitkilerde bulunurlar ve koruyucu gorevleri vardwr. Bu
gbrevlerini yerine getirebilmek igin miktarlarn muhtemelen dengededirler. Dolayisiyla bu
enzimlerdeki kiiciik bir artig yeni bir oksidatif stresle baga ¢ikmak igin yeterli olabilir. Bu
hipotez sdz konusu enzimlerin artan miktarlarmt ekspres eden transgenik Dbitkiler
kullanilarak yapilan c¢aligmalarla desteklenmigtir (Gressel, Galum, 1994; Van Camp vd.,
1994b; Greissen vd., 1994).

Ayrica caligmamizda fidelerin biiylimeyi diizenleyici madde igeriklerindeki
degisiklikler aragtirilmig ve PQ uygulanan fidelerdeki GA, IAA ve Z miktarlarmn
azaldigi, ABA iceriginin ise arttify tespit edilmigtir. PQ uygulanan fidelerdeki igsel GA
miktarmm 1,2; Z miktarmn 1,9; IAA miktarmm 2 kat azaldigi, ABA miktarinm ise 3,5 kat
arttign  belirlenmigtir. Stres durumunda bitkilerdeki fitohormon igeriginin degismesi
sasirtic1 degildir. Cilinkii fitohormonlar kk- stirglin veya siirglin- kok iletisimindeki esas
sinyallerdir ve hormonal dengedeki degisiklikler stres durumunda tesvik edilen olaylar
dizisinde anahtar rol oynayabilirler. Nitekim stres kosullar1 altinda bitki hormonlarmnin
seviyelerinin degistigi, sitokinin ve GA miktarinin azaldigi, ABA iceriginin ise arttii
kaydedilmigtir (Mizrahi vd., 1971; Boucaud, Unger, 1976; Itai, 1999). Bu i¢ hormon
seviyelerinin degismesinden dolayl, stres durumunda su almmi ve membran
permeabilitesinin degistigi ve biiylimenin azaldig1 ileri siiriilmiistiir (Ilan, 1971; Karmoker,
Van Steveninck, 1979). Bu nedenle stres kosullarmda bitki biiyiimesindeki azalmanm,
degigen hormon dengesinin sonucu oldugu ve stres kosullar1 altinda bilylimeyi diizenleyici
maddelerin  digardan uygulanmasiyla abiyotik stres etkilerinin iyilegtirilmesi veya
azaltilmast miimkiin olabilir. Nitekim ¢aligmamzda oksidatif stres durumunda igsel GA,
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IAA ve Z miktarlarinda belirlenen azalmalarm cesiti BDM’lerle 6n muamele yapilmak
suretiyle giderilebilecegi tespit edilmistir. ~ Oksidatif stres altinda miktar1 azalan GA; ile
On muamele yapilan musir fidelerindeki i¢sel GA miktarmm arttifi ve fidelerin PQ’a olan
toleranslarmin geligtigi kaydedilmigtir. Ayrica PUT, SPM ve BA ile 6n muamele yapilan
fidelerdeki GA miktarmin da sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha fazla oldugu
belirlenmistir. Ozellikle 1 mM SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GA -
miktarmmn sadece PQ uygulanan fidelerdekinin 2 katindan daha fazla oldugu bulunmustur.
IAA ve Z miktarinda da PQ’nin sebep oldugu azalmalarm BDM’lerle 6n muamele yapilan
fidelerde istatistiki bakimdan Onemli Olgiide giderildigi tespit edilmigtir. Digsardan
uygulanan BDM’lerin endojenik hormonlar iizerine etkileriyle ilgili herhangi bir ¢aligmaya
rastlamlmamakla birlikte, artan oksin ve sitokinin iiretimiyle PQ’a toleransin yiikseldigi
vurgulanmugtir (Barna vd., 1995).

Calismamizda PQ uygulanan fidelerdeki GA, IAA ve Z miktarlarindaki azalmalarm
aksine ABA miktarmm istatistiki bakimdan 6nemli diglide arttig1 belirlenmistir. BDM ile
O6n muamele yapilan fidelerde ise ABA miktarmin sadece PQ uygulanan fidelerdekine
nazaran istatistiki bakimdan Onemli OSlciide azaldig:, koutrole gore ise degigmedifi
saptanmugtir. ABA ile ilgili yapilan ¢ahgmalarda stres srasmda ABA miktarmnm arttig
(Wright, 1969; Ederli vd., 1997) ve bu caligmalarin bazilarinda ABA miktarmdaki artigin
bitkilerin strese toleransmnda etkili oldugu (Larque-Saavedra, Wain, 1974; 1976)
bazilarmda ise strese direnglilikle ABA miktar1 arasmda zit bir iligki oldugu kaydedilmistir
(Beardsell, Cohen, 1975; Quarrie, Jones, 1979; Ilahi, Dorffling, 1982). Ayrica maksimum
ABA igerigiyle kurakhiga direnglilik arasmda negatif bir korelasyon oldugu farkl musir
kultivarlar i¢in bulunmugtur (Ilahi, Dorffling, 1982).

Sonug olarak, ¢alismamizda elde edilen verilere gbre, PQ bitkilerde oksidatif stresi
tegvik etmekte ve goriilebilir yaprak hasarlari olugturmaktadir. BDM ile 6n muamele
yapilan fidelerde, PQ toksikliginin azaltildig1 ve oksidatif strese kargi bitkilerin daha
toleransh hale getirildigi gOriilmiigtiir. Elde edilen bulgular, s6z konusu maddelerin
antioksidant savunma sisteminin bilegenlerini etkileyerek veya bitkinin bilegiminde
bulunan parametrelerde PQ’nin tegvik ettigi azalmalar1 Onleyerek, bitkilerin tolerans
mekanizmalarim geligtirdiklerini gGstermigtir. Poliaminlerin serbest radikal temizleyicisi
olmalarinin da PQ direglilifinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. PQ’ ye kars: direngli olan
bitkilerin ozon ve SO, gibi O,’yi aktiflestiren bagka stres faktorlerine kargt da daha direngli
olabilmeleri muhtemeldir. Bu nedenle PQ direngliligiyle ilgili ¢aligmalar sadece herbisit
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uygulamalar1 i¢in degil aymt zamanda bitkiler {izerine hava kirleticilerinin etkilerini

degerlendirmek icin de Snemlidir.



5. SONUCLAR

1) PQ uygulanan musir fidelerinin yapraklarinda baglangicta beyaz ve kahverengi
nekrotik lekeler seklinde gériilen septomlarm zamanla iyice belirginlestigi ve yapraklarm
solmaya bagladiklar1 gézlenmistir. BDM ile 6n muamele yapilan fidelerde ise bu
septomlarin tedrici olarak azaldifi, Szellikle poliamin ve GAsz ile 6n muamele yapilan
fidelerin daha saglikli olduklar1 saptanmgtr.

2) PQ uygulanan misir fidelerindeki nispi su igerigi, toplam klorofil ve ¢Oziinebilir
protein miktarlarn istatistiki bakimdan Snemli &lglide azaldif1 belirlenmistic. SPM ve
PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde nispi su igeri§i ve ¢Oziinebilir protein miktarlarmda
PQ’nin sebep oldugu azalmalarm istatistiki bakimdan 6nemli dlglide engellendigi, toplam
klorofil miktarmda ise SPM’nin 0,2 ve 1 mM’lk konsantrasyonlarmm, PUT’un ise 1
mM’lik konsantrasyonunun daha etkili oldugu bulunmugtur. BA ile 6n muamele yapilan
fidelerde ise, PQ’nin sebep oldugu su kaybmm Onlemede en etkili olan konsantrasyonun 10
uM BA oldugu, GAs’lin ise uygulanan biitiin konsantrasyonlarmin etkili oldugu
saptanmugtir, 100 uM BA ve GAs’iin toplam klorofil miktarindaki azalmay: istatistiki
bakimdan Snemli Slgiide engelledigi, ¢6ziinebilir protein miktarinda ise BA ve GAjz’iin
kullanmilan biitiin konsantrasyonlarmin istatistiki bakimdan ¢nemli Slgiide etkili oldugu
bulunmusgtur.

3) Proteinlerin poliakrilamid jel elektroforezi sonuglarnda PQ uygulandiktan 24 saat
sonra molekiiler agirhgi 66.000 ile 29.000 Da arasinda olan protein bantlarinda
zayiflamalarin oldugu belirlenmigtir. BDM’lerle 6n muamele yapilan fidelerin bazi protein
bantlarmda ise sadece PQ uygulanan fidelere gore belirgin koyulagmalarm oldugu
gbzlenmigtir. Dolayisiyla BDM’lerle 6n muamele yapmamn bazi proteinlerin sentezini
tesvik ettigi sonucuna varilmgtir.

4) Bitkilerde bulunan énemli antioksidant maddelerden olan karotenoid ve askorbik
asit miktarlarmin da PQ uygulanan fidelerde istatistiki bakimdan &nemli digiide azaldigs,
Ozellikle askorbik asit miktarindaki azalmanin daha fazla oldudu tespit edilmigtir. SPM ve
PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde ise askorbik asit miktarmda PQ’nin sebep oldugu
azalmanin istatistiki bakimdan Onemli &lciide engellendifi, karotenoid miktarmdaki
azalmayi Onlemede ise PUT un daha etkili oldugu saptanmigtir. BA’nin uygulanan biitiin
konsantrasyonlarmin askorbik asit miktarindaki azalmayr Onlemede istatistiki bakimdan
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Snemli dlglide etkili oldugu, karotenoid miktarmda ise 100 uM BA’nin daha etkili oldugu
bulunmugtur. GAs’iin 10 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarmm hem karotenoid hemde
askorbik asit miktarlarindaki azalmalar1 istatistiki bakimdan &nemli Slgiide engelledigi
saptanmigtir.

5) PQ uygulanan musir fidelerindeki SOD aktivitesinin istatistiki bakimdan 6nemli
Olg¢lide arttifn bulunmustur. SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki SOD
aktivitesinin ise PQ uygulamasndan kisa siire sonra istatistiki bakimdan Snemli &lgiide
artt1ig1, uzun siireli uygulamalarda ise sadece 1 mM SPM’nin etkisinin istatistiki bakimdan
Gnemli oldugu belirlenmistir. BA’nmn 10 ve 100 puM’lik konsantrasyonlariyla 6n muamele
yapilan fidelerde de PQ uygulamasmdan kisa siire sonra poliaminlere benzer sonuglar elde
edilmis, uzun siireli uygulamalarda ise BA ile 6n muamele yapmamn SOD aktivitesini
6nemli Slglide etkilemedigi saptanmugtir, GAs uygulamasmin da SOD aktivitesini Snemli
olgiide degistirmedigi tespit edilmistir. Poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda musir
fidelerinin yapraklarmda Rf degeri 0,78 olan tek bir SOD izoenzim band: belirlenmistir.
Bu izoenzim bandmmn uygulamalarn yapildigi biitin fidelerde var olduu ancak
yogunlugunda birtakim farkhiliklarin oldugu saptanmugtir.

6) PQ uygulanan musir fidelerindeki peroksidaz aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir.
SPM ile 6n muamele yapilan fidelerde, uygulanan her iki SPM konsantrasyonunun da
istatistiki bakimdan 6nemli Sl¢tide peroksidaz aktivitesini artirdigs, PUT un ise 1 mM’lik
konsantrasyonunun daba etkili oldugu bulunmustur. BA ile 6n muamele yapilan fidelerde
ise 100 pM BA’nm istatistiki bakimdan Snemli §lgiide peroksidaz aktivitesini artirdigs,
GA; ile On muamele yapilan fidelerdeki peroksidaz aktivitesi degisiminin ise istatistiki
bakimdan 6nemli olmadigt belirlenmistir. Poliakrilamid jel elektroforezi sonucunda nusir
fidelerinin yapraklarinda Rf degerleri sirastyla 0,10; 0,19; 0,23; 0,28 ve 0,32 olan bes tane
peroksidaz izoenzim bandi belirlenmistir. PQ uygulamasmm ve BDM’lerle 6n muamele
yapmanm bu izoenzim bantlarmmn saydarmi degistirmedigi ancak aktivitelerini etkiledigi
gbzlenmigtir,

7) PQ uygulamasma kisa siire maruz birakilan musir fidelerindeki GR aktivitesinin
arttifi, uzun siireli uygulamalarda ise azaldigi belirlenmigtir,. BDM’lerle 6n muamele
yapilan fidelerdeki GR aktivitesinin, PQ uygulamasindan kisa siire sonra uygulanan BDM
ve konsantrasyona bagh olarak degistigi, PQ’ye uzun siire maruz birakilan fidelerde ise
uygulanan biitlin BDM konsantrasyonlarmm GR aktivitesini istatistiki bakimdan Snemli
Olgtide artirdid1 bulunmustur.
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8) PQ uygulanan fidelerdeki endojenik GA, IAA ve Z miktarlarmin azaldi:
bulunmugtur. SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde s6zkonusu hormonlarm
miktarlarimda meydana gelen azalmalarn istatistiki bakimdan 6nemli Slglide giderildigi,
Ozellikle SPM’nin 1 mM’lik konsantrasyonunun bu hormonlarm miktarlarinda Snemli
artiglara sebep oldugu belirlenmigtir. BA ve GAs ile 6n muamele yapilan fidelerde de
endojenik GA, JAA ve Z miktarlarmda PQ’nin sebep oldugu azalmalarm 6nemli Slglide
engellendigi hatta bazi BA ve GAj; konsantrasyonlarrin bu hormonlarin miktarlarinda
Onemli artiglara sebep oldugu saptanmugtir.

9) PQ uygulanan fidelerdeki endojenik ABA miktarinm istatistiki bakimdan dnemli
Olctide artti@1 bulunmustur, 0,2 mM SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki ABA
miktarmin da kontrole oranla nemli $l¢lide arttigi, 1 mM SPM ve PUT ile 6n muamele
yapilan fidelerdeki ABA miktarinin ise kontrolden farkh olmadifi belirlenmistir. BA ve
GA; uygulanan fidelerdeki ABA miktarmdaki degisimin de kontrole oranla istatistiki
bakimdan 6nemli olmadid: tespit edilmigtir.

10) BDM’lerle 6n muamele yapilan fidelerdeki endojenik GA, IAA ve Z
miktarlarnin  sadece PQ uygulanan fidelerdekinden daha fazla olmasi, karotenoid ve
askorbik asit gibi antioksidant maddelerin miktarlarinda PQ’nin sebep oldugu azalmalarin
engellenmesi ve bazi antioksidant enzimlerin aktivitelerindeki artiglar, ¢aligmamzda
kullanlan BDM’lerin musrr fidelerinin PQ’ye karsi olan toleranslarmni artirdigim
gostermektedir.

11) PQ bitkilerde oksidatif strese sebep oldugu icin ¢alismamizda kullanilan
BDM’lerin, 6ncelikle poliaminlerin, oksidatif strese neden olan bagka faktGrlere kargt da
bitkilerin tolerans mekanizmalarma katki saglayabilecegi sonucuna varimugtir.
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Bitkiler gelismelerinin ¢esitli safhalarinda oksidatif strese sebep olan biyotik veya
abiyotik faktGrlere maruz kalabilirler. Bitkilerde oksidatif strese sebep olan abiyotik
faktSrierden birisi de herbisitlerdir, Bilindigi gibi artan niifus artigmin beslenme ihtiyacim
karsilamak amaciyla, kiiltiir bitkilerinde Gnemli iirtin kayiplarma (% 25- 30) sebep olan
yabanci otlarla miicadelede herbisitler denilen kimyasal maddeler kullamilmaktadir.
Cahgmamizda kullamlan paraquat herbisiti de tarimsal alanlarda yaygm olarak kullanilan
segici olmayan bir herbisit olup bitkilerde oksidatif strese sebep olmaktadir. Oksidatif
strese maruz kalan bitkiler antioksidant savunma sistemlerini harekete gegirerek en az
hasarla canliliklarm devam ettirmeye ¢aligmaktadirlar. Calismamizda SPM, PUT, BA ve
GA3z’tin  oksidatif stres sirasinda antioksidant sistemin bazi bilesenleriyle iligkisi
aragtirdmis ve elde _edilen bulgulardan s6ézkonusu BDM’lerin oksidatif strese kargt
bitkilerin tolerans mekanizmalarma katki sagladifi sonucuna varidmistr. Ayrica kullanilan
BDM’lerin oksidatif stres sirasmnda bitki metabolizmasinda Snemli fonksiyonlar: olan bazs
parametreler ve endojenik hormon miktarlarinda meydana gelen azalmalar1 nemli Slglide
engelledikleri i¢in oksidatif strese sebep olan faktbrlere karsi fidelerin dayamkhhiFm
artirdiklar1  diigiiniilmektedir. Ozellikle ¢absmamzda kullandan poliaminlerin  diger
BDM’lerden daha etkili olduklari gOrillmiigtiic. Disardan uygulanan BDM’lerin
absorbsiyonu bitkiden bitkiye farklilik gosterebilecegi igin, bu tip ¢aligmalarda s6zkonusu
maddelerin  veya antioksidant savunma sisteminin Dbilegenlerinin  sentezinin  bitki
blinyesinde artwilmasmin oksidatif strese sebep olan fakt6rlere kargi bitkilerin
toleranslarin1 geligtirecegi diisiiniilmektedir. Dolayistyla bitki metabolizmasinin molekiiler
temelleri aragtirilarak bu konuda daha ayrintili galigmalarm yapilmasi gerekmektedir.
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OZGECMIS

1972 yilinda Trabzon’da dogdu. Ik ve orta 5frenimini Trabzon’da tamamladiktan
sonra 1989-1990 Sgretim yihnda K.T.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B&limiinde
lisans &gretimine bagladi. 1993 yilinda bu bdliimden biyolog iinvam ile mezun oldu. Aynt
yil Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine bagladi.
1994-1997 yillar1 arasmda K.T.U Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalnda
Aragtirma GOrevlisi olarak caligts. 1997 yilinda yliksek lisans egitimini tamamlayarak aym
yil enstitlite doktora programima bagladi. 1998 yilindan itibaren doktora siiresi boyunca
K.T.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimiinde Aragtirma Gorevlisi olarak galgt1.
Yabanci dili Ingilizcedir.



