T.C. T
oy

7 e
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI - %
é’\.' FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
KONYA

G’ " O E,
Wepsi
FEN BILIMLERI
ENSTITUSU

KADMIiYUM STRESINE MARUZ BIRAKILAN
BUGDAY (Triticum aestivum) FIDELERINDE
ANTIOKSIDAN ENZIiM AKTiVITELERI
UZERINE DISARIDAN UYGULANAN
GALLIK ASITIN ETKILERI

Miinevver KABAKCI
YUKSEK LiSANS TEZI

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Temmuz-2018
KONYA
Her Hakki Sakhdir



TEZ KABUL VE ONAYI

Miinevver KABAKCI tarafindan hazirlanan “Kadmiyum stresine maruz
birakilan bugday (Triticum aestivum) fidelerinde antioksidan enzim aktiviteleri tizerine
disaridan uygulanan gallik asitin etkileri” adli tez ¢alismas1 27/07/2018 tarihinde
asagidaki jiiri tarafindan oy birligi / oy ¢oklugu ile Necmettin Erbakan Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda YUKSEK
LISANS olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Baskan )
Prof. Dr. Gékalp Ozmen GULER ...

Danisman o
Dog. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI ...

Uye
Dog. Dr. Evren YILDIZTUGAY i,

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. AHMET AVCI
FBE Miidiirii



TEZ BIiLDiRiMi

Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu g¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

| hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as
required by these rules and conduct, | have fully cited and referenced all material and

results that are not original to this work.

Miinevver KABAKCI

27/07/2018



OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

KADMIiYUM STRESINE MARUZ BIRAKILAN BUGDAY (Triticum aestivum)
FIiDELERINDE ANTIOKSIiDAN ENZiM AKTIVITELERiI UZERINE
DISARIDAN UYGULANAN GALLIK ASITIN ETKILERI

Miinevver KABAKCI

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
2018, 82 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Gokalp Ozmen GULER
Doc. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Do¢. Dr. Evren YILDIZTUGAY

Bu ¢alismada bugday yapraklarinda kadmiyum ile uyarilan oksidatif strese karsi disaridan gallik
asit (GLA) uygulamasimin agir metalin olumsuz etkilerini iyilestirmede etkili olup olmadig
arastirilmisgtir. 100 and 200 pM kadmiyum (Cd) ve 0.25 ve 0.75 mM GLA su kiiltiiriinde yetistirilen
bugday fidelerine tek basina ya da kombinasyonlu formda 7 giin siiresince uygulanmistir. Ornekleme
yapilan gruplarda siirgiin uzunluk, yas agirlik, kuru agirlik, bagil su icerigi (RWC), prolin miktart (Pro),
hidrojen peroksit (H,0,) birikimi, lipid peroksidasyon diizeyleri ve bazi enzimatik ya da enzimatik
olmayan antioksidan aktiviteleri analiz edilmistir. Cd stresine maruz birakilan bugday fidelerinde biiyiime
parametreleri  6nemli diizeyde etkilenmistir. Bu parametrelerdeki degisimin yiiksek Cd
konsantrasyonlarinda daha yiiksek diizeyde oldugu izlenmistir. Siirgiin uzunluk, yas agirlik ve kuru
agirlikta gozlenen bu sonuca bagli olarak bugday fidelerinin biiylimesi (RGR) ciddi sekilde degismistir.
Cd uygulanan gruplarda Pro miktarinin azalmasmin bir sonucu olarak yapraklarin su igeriginde de
(RWC) azalma gozlenmistir. Agir metal uygulamasiyla birlikte stiperoksit dizmutaz (SOD) aktivitesinde
artis izlenmistir. Bu enzimin aktivitesi sonucu olusan H,O, miktar1 artmistir. Artan bu radikal birikimi
askorbat peroksidaz (APX) ile siipiiriilmils ancak APX bu siiregte bagarili olamamigtir. Bu durumda stres
uygulamasinda bugday yapraklarinin lipid peroksidasyon diizeyi (TBARS miktar1) artmistir. Ancak
disaridan uygulanan GLA uygulamalari, bugday fidelerinin biiyiime parametrelerini (uzunluk ve yas-kuru
agirliklar), RGR ve yaprak RWC degerlerini iyilestirmistir. Ozellikle stres altinda GLA uygulamalarinin
uyardigi RWC degerlerindeki artis Pro artisiyla da baglantilidir. GLA ve stres uygulanan gruplarda SOD
artistyla olusturulan H,O, antioksidan sistemin aktive edilmesiyle azaltilmistir. Bu sistemde CAT ve POX
enzimlerin aktivitesinde azalma ya da herhangi bir degisim gbzlenmemesine ragmen, stres altinda diisiik
GLA konsantrasyonlart APX ve GR enzimlerin aktivitelerini uyarilabilmistir. Béylece, Cd ile uyarilan
oksidatif strese karsi korumasinda Ozellikle disiik GLA konsantrasyonunun daha etkili oldugu
sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Agr metal, Antioksidan savunma sistemi, Gallik asit, Kadmiyum stresi,
Ozmotik diizenlenme, Triticum aestivum



ABSTRACT

MS THESIS

THE EFFECTS OF EXOGENOUS GALLIC ACID ON ANTIOXIDANT
ENZYMES ACTIVITIES IN WHEAT (Triticum aestivum) SEEDLINGS
EXPOSED TO CADMIUM STRESS

Munevver KABAKCI

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN MOLECULAR BIOLOGY AND
GENETICS

Assoc. Doc. Dr. Ceyda OZFIDAN-KONAKCI
2018, 82 Pages

Jury
Prof. Dr. Gokalp Ozmen GULER
Doc. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Doc. Dr. Evren YILDIZTUGAY

In this study, it was investigated whether exogenously application of gallic acid (GLA) against
cadmium-induced oxidative stress in wheat leaves is effective in alleviating the adverse effects of heavy
metals. 100 and 200 uM cadmium (Cd) and 0.25 and 0.75 mM GLA were treated alone or the
combination form to wheat seedlings grown under hydroponic system for 7 days (d). In the harvesting
groups, shoot length, shoot fresh weight, shoot dry weight, relative water content (RWC), proline content
(Pro), hydrogen peroxide (H,O,) accumulation, lipid peroxidation levels and some enzymatic or non-
enzymatic antioxidant activities were analyzed. The growth parameters were significantly affected in
wheat seedlings subjected to the Cd stress. The change in these parameters was detected to be higher at
higher Cd concentrations. Depending on this result observed in shoot length, fresh weight and dry weight,
the growth of wheat seedlings (RGR) were markedly changed. A decrease in the water content of the
leaves (RWC) was observed as a result of the reduction of Pro content in the Cd-treated groups. An
increase in superoxide dismutase (SOD) activity was detected with heavy metal application. H,O, content
resulting from the activity of this enzyme increased. The increased accumulation of this radical was
scavenged by ascorbate peroxidase (APX), but APX had not been successful in this process. In this case,
the level of lipid peroxidation (TBARS content) of wheat leaves increased during stress application.
However, exogenously applied GLA applications improved RGR, leaf RWC levels and the growth
parameters (length and fresh-dry weights) of wheat seedlings. The increase in RWC levels induced by
GLA treatments under stress was especially linked to the Pro increment. In GLA and stress-treated
groups, H,0, content generated with enhancement in SOD was reduced by activating of the antioxidant
system. In this system, GLA concentrations under low stress treatment could be induced the activities of
APX and GR enzymes, even though the activity of CAT and POX enzymes was not reduced or any
change was observed. Therefore, it can be said that the low GLA concentration was particularly more
effective in its protection against Cd-induced oxidative stress.

Keywords: Heavy metal, Antioxidant defense system, Gallic acid, Cadmium stress, Osmotic
adjustment, Triticum aestivum
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1. GIRIS

Toprakta agir metal kirlenmesi onemli bir kiiresel problemdir. Kentlesme,
sanayilesme ve pestisit kullanimini iceren antropojenik faaliyetler diinyadaki ekili
alanlarda istenmeyen agir metallerin birikmesine yol agar. Agir metal kirliligi
endistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucunda son yillarda baglica ¢evre sorunlarindan
biri haline gelmistir. Asir1 pestisit ve giibre kullanimlari, madencilik, enerji ve yakit
iiretimleri ve endiistriyel aktiviteler sonucunda ortaya c¢ikan agir metaller c¢evreye
yayilmaktadir. Toprakta agir metallerin asir1 birikimi tarimsal {iretim i¢in hem beslenme
bozuklugu hem de oksidatif stres nedeniyle bir problem olmaya baslamistir. Biriken
agir metaller biiylik ol¢lide bitki biiyiime ve gelisimini olumsuz etkiler ve sonrasinda
besin zincirleri yoluyla, organizmalarda birikimi nedeniyle 6zellikle hayvan ve insan
saghigma risklidir. Pinto ve ark.’ lan tarafindan 2004 yilinda kadmiyum (Cd), kursun
(Pb), bakir (Cu) ve civa (Hg) gibi agir metallerin sebep oldugu zararlarin 6nemli
boyutlara ulasmis oldugu bildirilmistir. Bu agir metallerden 6zellikle Cd, son
zamanlarda yapilan calismalarin ilgi odagi haline gelmistir. Kadmiyum (Cd) diisiik
konsantrasyonlarda da canli hiicrelere yiiksek oranda toksik olan, canli i¢in temel
ihtiya¢ olmayan bir agir metaldir. Cd sadece fotosentez ya da solunum gibi bitkilerdeki
metabolik siireclerle iligkili degildir, ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu
uyararak oksidatif strese neden olur. Membran biitiinliigliniin bozulmasi, beslenme
dengesizligi ve biiylime diizenleyicilerinin degisen miktar1 bu stresin diger
sonuclarindandir. Cd stresi altinda azalan bitki biyo-kiitlesi ve klorofil fliioresansi,
bitkilerde Cd toksitesini degerlendirmek icin etkili bir parametredir. Onemli &lgiide
topraklarda Cd birikimine yol agan sebeplerin basinda Cd igeren fosforlu giibrelerin
kullanilmasi gelmektedir.

Kadmiyumun topraklardaki yiiksek konsantrasyonlara ulagsmasi bitkilerdeki Cd
birikimini de arttirmaktadir. Topraklardaki agir metal konsantrasyonu tipik olarak 1 ile
100.000 mg kg* arasinda degisim gostermektedir. Agir metal birikiminin yiiksek
seviyelere ¢ikmasi toprak kalitesinin bozulmasina, alinan {irtin verimi ve kalitesindeki
azalmalara sebep olur (Long ve ark., 2002) ve dolayisiyla insan ve diger canlilar igin
onemli 6lgiide tehlike olusturmaktadir (Blaylock ve Huang, 2000). Toprakta birikmis
olan agir metaller bitki ve diger organizmalara besin zinciri yolu ile taginarak gecer ve
bdylece insan sagligin1 da dnemli 6lcilide tehdit eder. Bitki kdkleriyle kolaylikla alinan

ve toksitesi yiiksek bir agir metal olan Cd bitkinin govde, dal ve yapraklarina kolaylikla



tasinabilir (Sanita-di Toppi ve Gabbrielli, 1999). Cd birikimi bitkilerde fizyolojik ve
biyokimyasal reaksiyonlarda sorunlara yol ag¢maktadir. Bunun sonucunda bitki
biiyiimesi ve morfolojisi olumsuz yonde etkilenir (Sgherri ve ark., 2002). Arastirmalar
kadmiyumun, tohum ¢imlenmesini (Thamayanthi ve ark., 2011) ve bitki biiyiimesini ve
gelisimini engelledigini (Oztirk ve ark., 2003) ortaya c¢ikarmaktadir. Bitkilerde
kadmiyum birikimine bagl olarak, fotosentezde (Chen ve ark., 2011), besin dagiliminda
(Abu-Muriefah, 2008) ve bitki-su iliskilerinde problemlerin ortaya ¢iktigi ve bu
durumun gozle goriilebilir zararlarinin; sararma, biiyiimede gerileme, kok uglarinda
kahverengilesme ve 6liimlere sebep oldugu saptanmistir (Hsu ve Kao, 2007). Bitkilerde
kadmiyumun toksik etkileri 6zellikle Kalvin dongiisii ve klorofil biyosentezine katilan
fotosentetik enzimlerin aktivitesini engelleyip fotosentetik siireclerin olumsuz sekilde
etkilendigi ortaya konulmustur.

Cd stresi lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim inaktivasyonuna neden olan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna ve oksidatif strese yol agar. Cd stresinin
etkilerini organel diizeyinde incelemek, bitki hiicrelerinde strese karst koruyucu
mekanizmalarin anlasilmasinda Onemlidir. Kloroplastlar, fotosistem I (PSI) ve
fotosistem II’nin (PSII) lokalize oldugu ve fotosentezin gergeklestigi yerlerdir. Bitkinin
temel ihtiyaci olan oksijen; molekiiler yapidaki oksijenin (O;) suya (H20)
indirgenmesiyle bitkilerin metabolizmasinda kullanilmaktadir. Stres kosullarina bagh
olarak molekiiler oksijenin indirgenme siirecinde bazi sorunlar olusabilmektedir.
Bununla birlikte hiicrelerin organik molekiilleri tizerinde olumsuz etkiler olusturan
reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusabilmektedir (Seckin ve ark., 2009). ROS molekiilleri
icerisinde tek degerlikli oksijen (‘O,) tiirleri, siiperoksit anyon radikalleri (O,"),
hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikalleri (OH) sayilabilmektedir. Bu radikaller
bitkilerin  kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi hiicresel bdlmelerinde
olugsmaktadir. Zararli bir yapida olan molekiiler oksijen (O), yasamsal reaksiyonlar
sonucunda ya da stres sonucunda olusabilir. Olusan bu reaktif oksijen tiirleri, koruyucu
olan mekanizmalarin da ¢alismadigi durumlarda, bir tek bitkide degil diger
organizmalarinda hiicre yapisi ve islevlerini bozar (Demiral ve Tiirkan, 2004). Stressiz
kosullarda, bitkilerin antioksidan savunma sistemleri, reaktif oksijen tiirlerine karsi
gerekli korunmayi saglamaktadirlar (Cakmak ve ark., 1993). Ancak stres faktorleri
ortaya ¢iktiginda meydana gelen stresin; bitki dokularina zarar veren oksijen tiirlerinin

ROS’ larin iiretimini arttirma potansiyeline sahip olduklart bildirilmistir (Sairam ve



Srivastava, 2002). Agir metaller tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (Sekil 1.1)

de gosterilmisgtir.
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Sekil 1.1. Agir metaller tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin olusumu (Benavides ve ark., 2005)

ROS’lar fotosentetik aygitlarda geri doniisiimsiiz hasara neden olan pigment
bozulmalarina neden olur. Elektron tasima zincirinden sizan elektronlar, o6zellikle
bitkiler biyotik ya da abiyotik streslere maruz kaldiginda ROS’lar1 olusturmak igin
oksijen ile reaksiyona girer. Boylece kloroplastlar oksidantlarca kolaylikla hasara
ugratilabilir. Fotosentez siiresince kloroplastlarda ROS’larin birikimi, Cd stresi gibi
abiyotik stresler altinda PSII’ye daha fazla oksidatif hasara neden olur (Gechev ve ark.,
2006).

Bitkiler, Cd gibi agir metal stresleri ile uyarilan oksidatif stres sonucunda ROS
birikimi artmakta ve bu toksik diizeyde biriken ROS molekiilleri enzimatik ya da
enzimatik olmayan savunma sistemleri tarafindan siipiiriilmektedir. Bu sistem icinde
enzimatik savunma sistemi olarak siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POX),
katalaz  (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), askorbat peroksidaz (APX),
monodehidroaskorbat  rediiktaz ~(MDHAR), glutatyon  peroksidaz  (GPX),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutatyon-S-transferaz (GST) ve guaikol peroksidaz



(GOPX) enzimleri ve enzimatik olmayan sistem iginde ise askorbik asit (AsA),
glutatyon (GSH), fenolik bilesikler, alkoloidler, aminoasitler ve a-tokoferoller
sayilabilmektedir (Asada ve Takahashi, 1987).

Bu antioksidanlarin yani sira bitkilerde bazi fenolik asitlerin de kimyasal yapisi
geregi antioksidan 6zelligi tasidigi rapor edilmistir. Bu fenolik asitlerden birisi de gallik
asittir (GLA). Gallik asit (3, 4, 5- trihidroksibenzoik asit) bitkiler tarafindan dogal
olarak iiretilebilen bir fenolik asittir (Stanely ve ark., 2009). Insanda ve diger canlilarda
besin yolu ile alinan fenolik maddesi, hastaliklarin risklerinin azalttifi yonde oldugu
rapor edilmistir (Hsu ve Yen, 2007). Gallik asittin en énemli kaynagi ¢caydir (Gupta ve
ark., 2007) ve ayrica mese agaclari, kestane ve tiziimden de elde edilebilir (Gupta ve
ark., 2007). Yurdumuzun hemen hemen her yerinde yetisen mese agaglar1 ve iriinleri
(palamut ve mazi) pirogallik tanen bakimindan zengindir ve bunlarin hidrolizleri
sonucunda gallik asit elde edilir (Ustiin ve Aydin, 2007). Gallik asit, kuvvetli ve dogal
bir antioksidandir. Yapilan calismalar gallik asittin serbest radikalleri etkisiz hale
getirdigini géstermektedir.

Organik bir asit olan gallik asit, bitkide sikimik asit metabolik yolu tiretilen bir
bilesiktir (Sekil 1.2). Biyolojik olarak aktif bir maddedir. Etken bir antioksidan olan
gallik asit, metabolizmanin yan iriinii olarak olusturulan serbest radikalleri etkisiz hale
getirir ve beyin fosfolipidlerinde peroksidasyonu onledigi bildirilmistir (Polewski ve
ark., 2002) .

COOH COOH COOH COOH
_ A gl A
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SIKIMIK ASIT DEHIDROSIKIVITK ASIT DEHIDROSIKIMIK GALLIK ASIT
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1: Sikimat NADP-oksidorediilctaz
2: Dehidregikimat dehidrogenaz

Sekil 1.2. Gallik asitin sikimik asit metabolik yolu ile tiretilmesi



Reaktif oksijen tiirlerinin bitkide ve diger organizmalarda asir1 miktarda
tiretilmesi sonucunda, canlilarda dogal antioksidan savunma sistemleri devreye girer ve
antioksidan bilesikler iiretilerek canli organizma bu durumdan kurtarilmaya calisilir. Bu
bilesikler sekonder metobolit olarak adlandirilir ve fenolik bilesikler sinifinin ig¢inde yer
alir. Bu bilesikler bitkiler tarafinda bolca liretilmektedir ve antioksidan aktiviteler
beslenme yolu ile insan ve diger canlilarin metabolizmasina aktarilmaktadir. Bu
sebeplerden dolay1 son zamanlarda dogal antioksidanlarin beslenme ile alinmasi yapilan
calismalarin 6nemini arttirmistir.

Bu literatiir bilgileri 1s13inda ¢aligmamizda, en 6nemli tarim bitkilerinden olan
bugdayimn (Triticum aestivum) bir agir metal olan kadmiyum stresi altinda uygulanan
gallik asittin iyilestirici etkilerinin olup olmadigini1 belirlemek, antioksidan sistemlerin
aydinlatilmasi1 i¢in SOD, CAT, POX, APX ve GR aktiviteleri ile oksidatif zarin

belirleyicisi olan lipid peroksidasyonu aragtirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Agir Metaller

Agir metaller dogada yok edilemeyen ve bozulmayan kimyasal bilesiklerdir.
Agir metallerin bitkide asir1 birikmesi enzim aktivitesi, protein sentezi, fotosentez,
cimlenme, stoma hareketleri, su alim1 gibi birgok fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin
bozulmasina neden olmaktadir. Bir organizmadan digerine aktarilarak besin zinciri
yoluyla canli sistemlerinde yiliksek konsantrasyonlara ulagabilmektedir. Canli
sistemlerde metabolizmaya dahil olurlar ve metabolizmadan atilmalar1 ¢ok yavas
oldugu i¢in eser miktarda birikmesi bile canlilarda hasarlara yol agar (Pohl ve ark.,
2011).

Agir metaller, proteinlerin fonksiyonel gruplarina baglanarak biyokimyasal
reaksiyonlar1 etkileyebilirler. Cinko, nikel, bakir, mangan gibi agir metaller bitki
gelisimi i¢in gerekli iken, kadmiyum, civa, kursun, arsenik gibi agir metaller bitkide
toksik etkiye sebep olur (Pohl ve ark., 2011).

Toksisite metalden metale degisebildigi gibi, canli organizmalara olan zararlari
bir canlidan digerine degisiklik gostermektedir. Toksik etki, olumlu ya da olumsuz
olabilir ve yalnizca metalin tipi ve konsantrasyonuna bagli degildir. Farkli canl
tiirlerinin genetik esasl fizyolojik davraniglariyla da ilgilidir (Haktanir ve Arcak, 1998).

Tiirkiye'de baslida ekonomik gelir kaynaklarindan birisi olan tarimin bilingsiz
yapilmas: toprak kirlenmesine sebep olur. Tarimsal kirlenme zirai miicadelede
kullanilan ilaglar, kimyasal ve hayvansal giibrelerden kaynaklanmaktadir. Tarim
ilaclarmin kimyasal yapis1 dayanikli oldugundan dolayr uzun yillar toprak da
bozulmadan kalabilir. Bundan dolay1 dogrudan toprak kirliliklerine ve dolayli yollardan
su kirliliklerine sebep olurlar (Tiryaki ve ark., 2010).

Bitkiler agir metal kirliligi altinda gelisebilmek ve biiylimek i¢in bazi stratejiler
gelistirmistir (Baker ve Walker, 1990):

1. Metal dislayicilar: Topraktaki metal konsantrasyonu {izerindeki

konsantrasyonlarin hava yolu ile engelleyen ve koklerinde metallerin genis
oranini kontrol altinda tutan bitkiler.

2. Metal indikatorler: Kendi dokular i¢erisinde metalleri biriktiren ve topraktaki

metal seviyeleri genellikle dokularindaki metal seviyelerini gosteren bitkiler.



3. Toplayicilar: Topraktaki hazir halde bulunan metalleri kendi dokularinda

yogun sekilde bulunduran bitkiler.

Bir gecis elementi olan kadmiyumun atom numarasi 48, yogunlugu 8.65 ¢ cm?
ve atom aguhg 112.411 g mol™diir. Sembolii ““Cd” olan kadmiyum, 2B grubu
elementi olan civa ve ¢inko ile benzer ozellikler gosterir. Dogada ¢inko cevheri ile
birlikte bulunan kadmiyum, ayni zamanda ¢inko metaliirjisinin bir yan iiriintidiir. Yer
kabugunun yaklasik %0.01’den de azindan olusan kadmiyum, mineral olarak
kadmiyumlu ¢inko cevherinin indirgenmesi ile elde edilir (Cherif ve ark., 2011).

Kadmiyum insan, hayvan ve bitkiler i¢in toksisitesi olduk¢a yiiksek olan bir
metaldir. Bitkide azot ve karbonhidrat metabolizmalarini degistirir ve daha birgok
fizyolojik degisikliklere sebep olur. Proteinlerin —SH gruplarindaki enzimleri inaktive
ederek, protoklorofil rediiktaz ile aminolevulinik asit sentezinin bozulmasi sonucu
fotosentez mekanizmasinin bozulmasi ve stomalarin kapanmasi, transpirasyon ile su
kaybinin azalmasi gibi birgok olaya sebep olur (Sheoran ve ark., 1990; Zengin ve
Munzuroglu, 2005). Fotosentez iizerine olan olumsuz etkisi CO, asimilasyonunun
azaltmasiyla olmaktadir. Diger yandan agir metallerin serbest radikal olusumunu tesvik
ettigi ve bu yolla tillakoyid membran lipidlerinin oksidatif yikimlara sebep oldugu,
bunun sonucunda ise klorofil yikimmin arttigi ve sentezinin engellendigi ortaya
konmustur (Zengin ve Munzuroglu, 2005).

Kadmiyum diger agir metallere gore nadir bulunan ve tek bagina bulunmayan bir
metaldir. Diisiik dozlarda bile toksiSitesinin yiiksek olmasi ve yari dmriiniin uzun olmasi
kadmiyumu 6nemli bir kirletici haline getirir (Goyer, 1991; Lyons-Alcantara ve ark.,
1996). Kadmiyum bitkiler igin toksik etkileri ile bilinen bir metaldir (Jiang ve Li, 1989;
Catak ve ark., 2000). Kadmiyum, ¢inko ile birlikte iiretilen bir metaldir. Kadmiyum
cinko tretimi ile yiyeceklere, suya ve havaya karigmistir. Onun oncesinde 6nemli bir
Olctide etkisi yoktur. Fakat giiniimiizde agir metal kirliliginin sebep oldugu metaller
arasinda yerini alir. Ancak kadmiyum endiistriyel kirleticilerden olup nikel/kadmiyum
pillerin yapiminda, dayanimi nedeni ile gemi sanayinde, paslanmaz gelik yapiminda,
boya sanayisinde, PVC yapimi1 ve elektronik esyalarin yapiminda kullanilir. Ayrica
fosfatl giibre, deterjan ve petrol sanayinde yaygin olarak kullanilir ve iirlinlerin yaygin
olarak kullanilmasi 6nemli 6lgiide kadmiyum kirlenmesine yol agar. Bitki gelisimi ve
verimi i¢in topraga atilan giibreler, sulama kanallari, fabrika bacalarindan ¢ikan gazlar
ve evlerde komiir yakilmasi bitkiyi dnemli Ol¢iide etkileyen kadmiyum kaynaklaridir

(Kahvecioglu ve ark., 2007).



Agir metal iyonlar1 solunum ve fotosentezin elektron taginim reaksiyonlarinda
devreye girerek olumsuz etkiler yapar. Kadmiyum c¢ogu bitkide klorofil ve
karotenoidlerin  sentezini de olumsuz yonde etkilemektedir. 1-20 pg ml?
konsantrasyonlarindaki kadmiyumun yonca bitkisinde fotosentezi Onemli Ol¢iide
yavaslattigi bildirilmistir.  Yine artan kadmiyum konsantrasyonunun bugdayda
klorofil a/klorofil b oranini azalttigi rapor edilmistir (Kagar ve ark., 2006).

2.2. Agir Metallerin Bitkiler Tarafindan Alinmasi

Agir metaller derisimlerine bagli olarak bitkiler tarafindan, atmosferden,
giibrelerden, kullanilan pestisitlerden artik su ve ¢amurlardan alinarak biriktirilir. Agir
metallerin topraktaki tolere edilir miktarlarinin saptanmasi gerekir. Bitkiler, 6zellikle
kadmiyum gibi bazi agir metalleri ¢ok genis sinirlar iginde tolere edebilirler. Bu sebeple
tarim {iriinleri insan ve hayvan beslenmesi tizerinde olumsuzluk olusturacak diizeyde

metal birikimi s6z konusudur (Vural, 1993).
2.3. Koklerle Alinmasi

Topraktaki metallerin bir kism1 toprakta kalirken bir kismi da bitkiler tarafindan
alimir. Metalleri depolayan bitkiler oncelikle metalleri toprakta harekete gegirmelidir.
Oncelikle topraga bagli olan metalleri topraktan ¢dzmek i¢in metal selatlandirici
molekiiller (fitosideroforez) rizosfere salmir. Ornegin mugineik asit ve avenik asit
Graminae familyasiin fitosideroforezi olarak gorev yapar (Kinnersely, 1993). Bu
fitosideroforezler demir ve g¢inko eksikligi ile serbest kalirlar ve bakir, ¢inko ve
manganin toprakta harekete geger (Romheld, 1991). Diger yandan bitki kok
hiicrelerinde bulunan membrana bagli metal rediiktazlar metalik iyonlar1 ile baglanti
kurup onlarin kok hiicreleri tarafindan alimimini azaltabilir. Son olarak bitki kokleri
proton salgilar ve toprak ortamu asitlesir ve agir metaller ¢oziilerek diisiik pH olusumu
saglanarak topragin igindeki bagli agir metaller iyonlarina ayrilarak serbest kalirlar
(Clarkson ve Luttge, 1989). Bitki kokleri, hiicre i¢i ya da hiicre dis1 yollarla metal
iyonlarmi alir ve 6zel ya da genel iyon tasiyicilar1 veya kanal yolu ile bitki hiicrelerine
iletir (Clarkson ve Luttge, 1989; Liu ve ark., 2007). Bitki gelisimi i¢in gerek olmayan
agir metaller de bu membran tastyicilarini kullanirlar ve bu ytizden rekabet olur (Salt ve

ark., 1995).



2.4. Yapraklarla Ahinmasi

Yapraklarda temel ve temel olmayan metallerin aliniminda goérev alirlar.
Metallerin bir kismi gaz formunda (6rnegin civa) olduklarinda stomalardan alinir.
Ancak farkli metaller degisik seviyelerde absorbe edilirler. Ornegin, ¢inko, kadmiyum
ve kursuna gore daha fazla yapraga niifuz eder (Wang ve ark., 2003). Ayrica farkli
tirler farkli epikutikular ve intrakutikular yapilarda kutikulaya sahip olduklar1 igin
metal alimi bitkinin tiirtine gore degiskenlik gosterirken, ¢evresel stres de yapraklarin

metal alimini etkiler (Prasad, 2004).

2.5. Bitki Gelisimini Etkileyen Stres Kosullari

Bitkiler her zaman uygun ¢evre sartlart altinda bulunmazlar. Yeryliziinde kurak
alanlar, tuzlu topraklara sahip bolgeler, kutup bolgeleri ile yiiksek daglar gibi alanlar
bulunmaktadir. Bu alanlardaki ekolojik kosullar bitkilerin yasamlarini olumsuz yonde
etkilemektedir. Ayrica son yillarda hava, toprak ve su kirleticileri de bitkilerin yagamini
olumsuz yonde etkileyen faktorler arasina girmistir (Kiling ve Kutbay, 2004). Olumsuz
cevre sartlari bitkilerde stres yaratir. Bitkinin tizerinde igsel ya da dissal faktorlere bagli
olarak biiyiime ve gelisme {izerinde etkin olan olumsuz etkiler stres olarak tanimlanir
(Madlung ve Comai, 2004). Bir ortamda arada sirada veya devamli olarak meydana
gelen birgok sayidaki olumsuz ama oldiiriicii olmayan gevre etkiler stres olarak bilinir.
Bir diger ifadeyle bitkilerin metabolizmasini, biiyiime ve gelismesini etkileyen veya
engelleyen durumlar ya da maddeler stres olarak tanimlanmistir (Lichtenhaler, 1998).
Bir diger yandan Levitt (1980) ise stresi soyle tanimlar; canlilar igin uygun olamayan
cevre kosular1 (Gaspar ve ark., 2002).

Bitkiler ekosistem i¢inde siklikla pek cok stres olaylari ve stres faktorleriyle
karsilagirlar. Stres faktorleri orijinlerine gore degisik sekillerde siiflandirilir. Levitt
(1980)’e gore stres faktorleri biyotik ve fizikokimyasal faktorler olmak ikiye ayrilir
(Sekil 2.1). Biyotik faktorler mantarin, bakterin ve virlis gibi enfeksiyon olusturan
mikroorganizmalarin, bocekler ve nematodlar gibi zararli hayvanlarin ve diger
organizmalarin rekabeti igerir. Fizikokimyasal faktorler ise sicaklik, su, radyasyon,
kimyasal maddeler, manyetik ve elektriksel alanlar gibi ¢evre faktorleridir. Bir diger
arastirmaci da stres faktorlerini dogal ve antropogenik olarak ikiye ayirmistir. Dogal

stres faktorlerini yiiksek sicaklik, 151k, donma, su eksikligi ve fazlali§i, mineral
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maddelerin yetersizligi, bocekler ve patojenler olusturur. Antropogenik stres faktorlerini
ise herbisitler, pestisitler, fungusitler, havayi kirletici maddeler, ozon, foto-oksidantlar,
asit yagmurlari, yiiksek azot konsantrasyonu, agir metaller, UV radyasyonu ve
karbondioksit diizeyi gibi faktorleri i¢erir (Kiling ve Kutbay, 2004).

Stres organizmalar iizerinde gii¢lii bir baski olusturur. Bu sebeple canli
organizmalar hayatta kalabilmek i¢in direnme, kaginma ve tolerans mekanizmalari
gelistirmislerdir. Bitkiler, aktif olarak hareket eden canlilardan farkli olarak stres altinda
daha karmasik metabolik yollar ile cevap verirler. Bu metabolik yollar, bitkilerin zarar
gormeden canliliklarinin devam etmelerini saglar (Madlung ve Comai, 2004). Kaginma
mekanizmasit daha ¢ok stresin etkisini azaltmaya yoneliktir. Bitki bunu dis ortam ne
olursa olsun i¢ ortaminin strese sokmayarak saglar. Bitkilerde sakinma mekanizmalari;
stomalarin biiyiikliigii ve yapraklardaki konumu, yaprak kalinliklar1 ve yiizeyi, kok ve
boylarinda meydana gelen degisimlerdir. Ornegin, kurak bolgelerde bitkiler
buharlagmay1 azaltabilmek i¢in yapraklardaki kutikula tabaklarini kalinlastirirlar veya
su depolayabilen etli yapraklar olusturarak stres kosullarindan kaginmaya caligirlar.
Diger bir yandan bitki neslini devam ettirebilmek icin kisa siireligine tohum
olusturmaktadir. Bitki stresin sebep oldugu etkilerin onarilmasi ve ortadan kaldirilmasi
icin olusturdugu mekanizmalar diren¢ gosterme durumlaridir (Kiling ve Kutbay, 2004).
Stres stiresi, siddeti ya da strese maruz kalmis doku ya da organin ¢esidine gére ortaya

c¢ikan etkiler bitki ve organizmalarda farlilik gosterir.
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Fksiklik Iyonize Radyasyon
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Dengesizlik
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Asitlikk

Alkalinite

Mekanik Etkiler

Riizgar

Toprak Kaymas:

Gomillme <]

Kar Ortiisii *+——

Buz Tabakasi

Sekil 2.1. Cevresel stres faktorleri ve bunlarin birbirleriyle olan iliskisi (Kiling ve Kutbay, 2004).
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Bitkiler stresli kosullarda stresle bas etmek ve hayatta kalmak igin hareketli
organizmalara nazaran daha karmasik metabolik cevaplar gelistirmislerdir. Tolerans
mekanizmasi organizmanin stres faktoriinden zarar gérmeden canliligini siirdiirmesine
olanak verir. Ka¢inma mekanizmasinda strese maruz kalma Onlenirken, direng
mekanizmasinda daha etkin Onlemler s6z konusudur (Madlung ve Comai, 2004).
Tolerans bitkinin asir1 dis stres kosullarinda oldugu kadar igsel stres altinda da bir
dereceye kadar fonksiyonlarini ya da canliligimi devam ettirme, yani strese dayanma
kapasitesidir. Ornegin bakteriler diger organizmalar igin 6ldiiriicii olan diisiik ya da
yiiksek sicakliklarda canliliklarini devam ettirebilirler. Yani tolerans, dayanikli olmayan
tirler ya da bireyler i¢in 6liimciil ya da inhibitor olan kosullar altinda organizmalarin
canli kalmasi i¢in 6zel biyolojik mekanizmalarin gelismesini ifade eder (Kadioglu,
2007). Kaginmanin mekanizmasi daha ¢ok stresin etkisini azaltma yoniindedir (Kiling
ve Kutbay, 2004). Bunu dis ortamda stres olusturabilecek kosullar olmasina ragmen
bitki, hiicrelerini stres altina sokmayan bir i¢ ortami meydana getirmekle saglar. Bitki
yaprak laminasinin yiizeyi ve kalinliginda, stomalarin biiyiikliigii ve yerinde, kdk ve
gbvdenin boyutlarinda meydana gelen degisimler sakinma mekanizmasina 6rnek teskil
eder. Omegin baz1 bitkiler su eksikliginde buharlasmay: azaltmak igin Kkutikula
tabakasini kalinlagtirabildigi gibi su depolayan etli yapraklar olusturarak da stres
kosullarindan kaginmaya calisir ya da neslini garanti altina almak i¢in kisa siirede
tohum veya yumru olusturur. Direng gosterme durumunda ise bitkide stresin yarattigi
etkilerin onarilmasi veya ortadan kaldirilmasi s6z konusudur. Bitkilerin olumsuz gevre
kosullarina ¢esitli mekanizmalarla diren¢ ya da dayanmikliik gosterdiginden
bahsedilmistir. Bir bitkinin strese kars: gosterecegi direnci bir¢ok faktor belirler (Hale
ve Orcutt, 1987). Bu faktorler soyle siralanabilir; stresin siddeti, siiresi, strese maruz
kalan doku ya da organ tipi ile bitkinin stres kosullar1 altinda iken bulundugu gelisim
evresi ve ayni tiire ait farkli gesit veya genotipler bu faktorler arasindadir (Bray ve ark.,
2000). Ayrica stres faktorleri ile bunlarin kombinasyonu da direng mekanizmasini
etkileyen faktorlerdendir. Bitki bu durumda adaptasyon veya uyum mekanizmalarini
devreye sokar. Bu iki kavram her ne kadar ayniymis gibi algilansa da aralarinda 6nemli
farklar vardir. Huner ve ark. (1998)’na gore adaptasyon uzun siiren c¢evresel
degisiklikler sonucu meydana gelen genotipik farkliklar olarak tanimlanir. Adaptasyon
sonucunda genomda meydana gelen degisiklikler kararliligi ifade ederken bu
degisiklikler popiilasyonda bir¢ok jenerasyon boyunca korunur. Gaspar ve ark.

(2002)’na gore ise strese maruz birakilan bir ayni tiir canli grubunda, strese karsi
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toleransta gorev alan genler baskin olarak bulunur. Uyum ise ortam kosullarinin
degismesi ile olusan ve genetik yapida herhangi bir degisiklik olmaksizin ortaya ¢ikan
sadece fenotipik bir durumu ifade eder (Huner ve ark., 1998). Ayrica bitkilerde stres
kosullarinda miktar1 degisen fenolik bilesiklerde savunma sisteminde rolleri vardir.
Onemli sekonder metabolitlerden olan fenolik bilesiklerin yapisi, aromatik halkasinda
islevsel hidroksil grubu igeren fenol grubundan olusur (Kadioglu, 2011; Taiz ve Zeiger,
2008). Bu sayede reaktif oksijen tiirlerini yok etme yetenegine sahiptir. Ayrica bu
bilesikler hidroksil grubundaki hidrojen atomlarini reaktif oksijen tiirlerine vermek
suretiyle kararli fenoksil radikallerini olustururlar ve bdylece savunma sistemini

devreye sokmus olurlar.

2.6. Serbest Radikal ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusumu

Bitkilerde fotosentezin yan iiriinii olarak ortaya c¢ikan serbest radikaller
orbitallerinin dig yoriingesinde eslesmemis elektron tasiyan yiiksek enerjili kararsiz
atom ya da molekiillerdir. Bitkilerdeki agir metal stresi serbest radikal olusumunu tesvik
eder. Serbest radikallerin oksijen kaynakli olanlarina Reaktif Oksijen Tirleri (ROS)
denir. Aerobik canlilar i¢in en 6nemli element oksijendir. Oksijen anaerobik canlilar
icinde bir dizi reaksiyon sonucunda toksik etki gosterir. Oksijenden olusan radikaller
ekosistemlerde olusan radikal tiirlerin en 6nemli sinifidir ve ROS olarak adlandirilirlar.
Siiperoksit (O,*7), hidroksil (OH®) ve hidrojen peroksit (H,O,) yapisindaki ROS' lar
normal metabolik reaksiyonlar veya dis faktorler ve ajanlar ile olusturulmaktadir (Ferk
ve ark., 2011).

Serbest radikaller oldukca kiiciik molekiiler yapida bilesiklerdir ve diisiik
aktivasyon enerjilidirler bu sebeple 6miirleri de kisadir. Kiigiik yapida olmalari hiicre
mebranlarin1 kolaylikla gegmelerini saglamaktadir (Jensen, 2003). ROS' lar ve diger
serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda meydana gelen dengesizlikler oksidatif
strese sebep olur. Bu dengesizlikler hiicrelerin 6nemli kisimlarinda geri doniisiimsiiz
olarak hasarlara sebep olmaktadir. Oksidatif strese sebep oldugu bilinen radikal ve

radikal olmayan reaktif tiirleri (Cizelde 2.1)' de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1. Oksidatif strese sebep olan reaktif tiirleri (Halliwell, 2001)

Radilkaller Radikal olmavanlar

Realtif oksijen tiirleri (ROS) Hidrojen perobstt (HxOy)

Suiperokzit (0,) Hipobroméz asit (HOBr)

Hidroksil (OH") Ozon (0s)

Hidroperoksil (HOx') Singlet oksijen (O;)

Lipid percksil (LO;") Lipid peroksitler (LOOH)

Lipid alkoksil (LO") Maillard reaksivomn tiriinlers

Reaktif Hoviir tifrleri (RCS) Hipolkdordz asit (HOCT)

Atomik Elor (C17) Mitril Eloriir (INO,CT)
Eloraminler

Realdif azot filrleri (RNS) Nitrdz asit (HNO,)

Nitrik: okesat (INO") Mitrozil katyomn (INOT)

Azot dioksit (NG, ") Nitrokesil anyem: (NO')
Diazot tetrack=it (N.0y)
Diazot trioksit (N203)

Bitkilerde agir metal stresi sonucu ROS' lar olusur. Biyotik ve abiyotik stres
sonucunda olusan ROS' lar, hiicrelere zarar veren etmenlerin baginda gelir. Abiyotik
stres faktorlerinin ilk isaretleri, spesifik membran hasarlaridir. Stresin etkilerinden
dolay1 bozulmus olan hiicresel bolmelerden olan kloroplast ve mitokondri membranlarin
elektron tasima sistemlerinden sizmis elektronlarin oksijeni indirgemesi sonucunda
reaktif oksijen tiirleri (ROS; siiperoksit anyon radikali (O,°"), hidrojen peroksit (H,05),
nitrik oksit radikali (NO®) ve hidroksil radikali (OH®) olusur (Sekil 2.2). ROS’ lar
protein, DNA, lipid ve diger 6nemli makromolekiiller iizerinde sitotoksik etkilere
sahiptir. Bu radikallerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in bitkiler, enzimatik [siiperoksit
dismutaz (SOD), peroksidaz (POX), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve
askorbat peroksidaz (APX)] ve enzimatik olmayan antioksidan (glutatyon ve askorbat)
savunma sistemini gelistirmislerdir. SOD ile O,*  hizlica bozunarak H,O, ve O,’ye
dontistiirilmektedir. CAT ile ¢esitli peroksidazlar, Hy0;’in pargalanmasin
katalizlemektedir. Ayrica askorbat-glutatyon (Asada-Halliwell yolu) doéngiisiiniin ilk
basamaginda askorbat peroksidaz (APX) enzimi, elektron vericisi olarak askorbati
kullanarak H,O, detoksifikasyonunda rol oynamaktadir. Bitki dokularinda kuraklik
stresinde, (i) ROS’larin iiretiminin artist ve hedef molekiillerin okside olmasi, (ii)
antioksidan fonksiyon i¢in genlerin ifadesinin artisi, (iii) antioksidanlar ve antioksidatif

sistemlerin diizeyinin artisi, (iv) ROS’larin siipiiriicii kapasitesinin artisi ile strese karsi
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tolerans olusturulur. Strese karsi tolerans, bitkide dayanikliligin gostergesidir ve bitki
tiiriine, yasadigi ortam ve c¢evre sartlarina bagli olarak farkliliklar gosterir. Strese
tolerans gosteren bitkiler, yiiksek sitoplazmik viskozitesine ve artan hidrofilik
sitoplazmik proteinlerin veya bazi makromolekiillerin diizeyine sahiptir. Bitkilerde

ROS' larin iiretim, siiplirme ve kaginma mekanizmalar1 (Cizelge 2.2)'de gosterilmistir.

Siiperoksit Peroksit
Radikali iyonu

Tekli Oksijen Dioksijen

e - e 2
10, ¢&—— 30, ——» 0,” ——» 0;

H* 2H*
2+
HO,’ H,0, —> OH-
FENTON REAKSIYONU
Perhidroksil Hidrojen
Radikali Peroksit

Sekil 2.2. Enerji transferi araciligryla ROS’larin iiretimi (Gill ve Tuteja, 2010)
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Cizelge 2.2. Bitkilerde ROS'larin iiretim, siipiirme ve kaginma mekanizmalar1 (Mittler, 2002)

Mekanizma Uretim Yeri ROS'lar
Uretim

Fotosentetik PSI veya PSII Kloroplast 0,*

Solunumda ETS Mitokondri 0,

Glikolat oksidaz Peroksizom H,0,

Uyarilms klorofil Kloroplast o,

NADPH oksidaz Plazma membrani 0,

Yag asidi S-oksidasyonu Peroksizom H,0,

Okzalat oksidaz Apoplast H,0,

Ksantin oksidaz Peroksizom 0,

Proksidazlar, Mn*?, ve NADH Hiicre duvari H,0, 0,°~

Amin oksidaz Apoplast H,0,

Siipiirme

Stiperoksit dismutaz Kloroplast, Sitosol, Mitokondri, | O,*"
Peroksizom, Apoplast

Askorbat peroksidaz Kloroplast, Sitosol, Mitokondri, | H,O,
Peroksizom, Apoplast

Katalaz Peroksizom H,0,

Glutatyon peroksidaz Sitosol H,0,, ROOH

Peroksidazlar Hiicre duvari, Sitosol, Vakuol H,0,

Tioredoksin peroksidaz Kloroplast, Sitosol, Mitokondri H,0,

Askorbik asit Kloroplast, Sitosol, Mitokondri, | H,0, O,°
Peroksizom, Apoplast

Glutatyon Kloroplast, Sitosol, Mitokondri, | H,O,
Peroksizom, Apoplast

a-Tokoferol Membranlar ROOH, '0,

Karotenoidler Kloroplast 1o,

Kac¢inma

Anatomik adaptasyonlar

Yaprak yiizeyi, epiderma

02.77 H2021 102

C4 veya CAM metabolizmasi Kloroplast, Sitosol, Vakuol 0,°", H,0,
Kloroplast hareketi Sitosol 0,°", H,0,, '0,
Fotosentezin baskilanmasi Kloroplast 0,*", H,0,
Fotosistem Kloroplast 0,"",'0,
Alternatif oksidazlar Kloroplast, Mitokondri 0,
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2.6.1. Siiperoksit (O,*") radikali

Oksijenli solunum yapan tiim bitkisel hiicrelerde molekiiler oksijenin elektron
almas1 sonucunda O;° radikali olusur. O, radikali, dogrudan canlilara zarar vermez.
0,*" radikalinin asil énemi, H,0; kaynag: ile gegis metallerinin indirgeyicisi olmasidir.
Siiper oksit radikali (O,*) ile perhidroksil radikali (HO,®) birlikte reaksiyona
girdiklerinde biri okside olur ve digeri indirgenir. Bu ters degisim (dismutasyon)
reaksiyonu sonucunda O, ile H,O, olusur (Parvaiz ve ark., 2010). Siiperoksit radikali,
mitokondrinin elektron transferinden oksijen sizarken ve oksijen bir elektron aldigi
zamanda olusturulur. Ortamda redoks dongiisii bilesiklerinin olusmasi ile siiperoksit
radikalinin olusumu hizlanir. Negatif yiikli bir molekiil olmas1 sebebi ile biyolojik
membranlardan gegemez ve bu sebeple siiperoksit radikalinin bulundugu yerde

giderilmesi dnemlidir.
2.6.2. Hidrojen peroksit (H,0,)

H,0,, siiperoksit radikalinin (O,*") son orbitinden bir elektron alarak ya da
molekiiler oksijenin (O,) son orbitinden iki elektron almasiyla olugan peroksit iyonunun
(0,%) iki proton (H") ile birlesmesiyle olusmaktadir. Canli organizmalarda H,0,'in asil
tiretimi, O, ters degisimi ile olusur (Parvaiz ve ark., 2010).

Hidrojen peroksit (H,0;) reaktif oksijen tiirii olup hiicreler tarafindan yag
asitlerinin peroksizomlarda B-oksidasyonu, fotorespirasyon ve piirin katabolizmas1 gibi
aerobik reaksiyonlar sonucunda olusturulur. H,O,, farkli konsantrasyon seviyelerinde
mitojenik biiylime ve apoptosise kadar bir¢ok hiicresel cevap mekanizmasinda etki
gosterir. H,O’in hiicrelerden uzaklastirilmasi ile reaktif olan hidroksil radikallerinin de
olusumu engellemis olur ve ayrica canlinin aerobik ortamda yasamasi kolaylastirilmig

olur (Mittler, 2017).
2.6.3. Hidroksil (OH®) radikali

Hidroksil radikali, hiicredeki bilinen en reaktif radikaldir. OH® radikali
hiicrelerde kolayca tiim biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilir. Bu sebepten dolay1
OH?® radikalinin fazla miktarda iiretilmesi hiicrelerde kalic1 hasarlara ve 6liimlere sebep

olur. OH® radikali, nispeten kendisinden daha az zararli olan hidrojen peroksit (H20>)
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ve O, anyonunun metal iyonlar1 varliginda Haber-Weiss (Cu”, Cu*?, Fe*? Fe+3) ya da
fenton (Fe*? ve gecis metalleri) reaksiyonlarinin sonunda olusturulur (Haber ve Weiss,
1934). OH® radikalinin olusum reaksiyonlar1 sdyledir;

» Haber- Weiss  : O, + H,0,' — O, (*Ag) + OH + OH*

> Elektron Transferi : OH® + 0,  — O, (*Ag) + OH + OH*
> Dismutasyon :2H" + 20,7 - 0, (*Ag) + H,0,
> Fenton ‘Fe™®+0, > Fe?+0,

Fe*? + H,0, —Fe™+ 0, + OH+ OH®
> Net Reaksiyon : 0, + H,O, — O+ OH + OH*

2.6.4. Singlet oksijen (*0,)

O, mokelii fazladan enerji aldiginda elektron tasima sistemindeki elektronlarin
déniis yonlerinin tersi yoninde yer degistirmesiyle olusabilir. Farkli olarak ‘O,
radikalinin nitrik oksit (NO) ile reaksiyonu veya hidrojen peroksidin (H2O,) hipoklorit
(ClO") ile reaksiyonu sonucunda olusabilmektedir. *O, radikali bircok molekiiliin ve
atomun yapisina benzedigi i¢in kolaylikla reaksiyona girebilir. Karbonlar (C) aras: ¢iftli
baglar 0, radikalinin tepkimeye girdigi baglardir. Sistein, metionin, triptofan, tirozin
ve histidinin yapilarinda bulunan ¢iftli baglar yiiksek elektron yogunluguna sahiptir ve

kiikiirt kistmlarindan 'O radikaliyle oksidasyona ugrarlar (Stadman ve Barlett, 1997).
2.7. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Lipid Peroksidasyonu Uzerine EtKkisi

Serbest radikallerin, zararlarindan bir digeri de organizmalarin membran lipid ve
proteinlerinin geri doniisiimsiiz olarak hasarlara sebep olmasidir. ROS' lar kolaylikla
mebran lipidlerini dogrudan etkiler ve doymamis aldehit olusumuna sebep olurlar. Stres
altinda olusan serbest radikallerin en 6nemli hasarlarindan bir tanesi de hiicre zarindaki
lipidleri peroksidasyona ugratmasidir. Coklu doymamis yag asitleri ile oksidantlarin
reaksiyona girmesiyle hiicre zarindaki lipitlerin peroksidasyonu baslar. Lipid
peroksidasyonunun son {iriinii olarak malondialdehit (MDA) olusturulur. MDA
membranlardan iyon aligverisini etkileyerek bilesiklerin ¢apraz baglanmalarina neden
olur. Hiicre membranlarinda iyonlarin gegirgenligi ve enzim aktiviteleri degisir ve

olumsuz sonuglar olusur (Niki, 1987).
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Lipid peroksidasyonu, hiicrelerin mebran biitiinliigline zarar vermekte ve
elektrolit gecirgenliginin artmasina neden olmaktadir. Hiicre igerisine kalsiyum ve
sodyum iyonlarmin girmesi, organizmalarin ATP tiiketimini artirarak enerji olusturan
mekanizmalarini etkiler. Kalsiyum iyonlarinin hiicre igerisindeki asir1 artis1 protein ve
lipidlerde daha fazla hasara sebep olur. Ayrica DNA'nin yapisint bozarak enzim
inaktivasyonlarina ve hatta hiicre 6liimiine sebep olur (Cummins ve ark., 1994). Lipid

peroksidasyonu mekanizmalari (Sekil 2.3)'de gosterilmistir.

/\ — /\ _ /\ I / Ug ¢ift bagh yag asitleri

1 -H ® Hidroksil radikali tarafindan H gikarilmasi
/\ A /\ / Kararsiz karbon radikali
Molekiiler

yeniden diizenleme

v—~\ /\ / Konjugelesmis bag

1 Oksijen alm

Peroksil radikali

? l +H L Hidrojen cakarilmas: <> Zincir reaksivonu

Lipid hidroperoksit
O Malondialdehit
| 4-hidroksinonenal
OH etan/pentan vb.

Sekil 2.3. Lipid peroksidasyonu mekanizmalar1 (Young ve McEneny, 2001)

2.8. Bitkilerde Reaktif Oksijen Tiirlerine Kars1 Olusturulan Savunma

Mekanizmalar

Hiicrelerde biriken ROS’lar proteinlerin, klorofillerin, lipidlerin, niikleik asitler
ve karbonhidratlar gibi maddelerin oksidasyonuna sebep olur. Stres tarafinda toksik
diizeyde olusturulan ROS’ lar antioksidan savunma sistemlerince ortadan kaldirilir. Bu
sistemdeki baz1 enzimler: Katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz
(SOD), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon peroksidaz (GPX), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), guaikol peroksidaz
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(GOPX) ve glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleridir. Bunun yani sira bu enzimlerin
disinda enzim 6zelligi tasimayan molekiillerde vardir: Askorbik asit (AsA), indirgenmis
ve ylikseltgenmis glutatyon (GSH ve GSSG), alkoloidler, fenolik bilesikler ve o-
tokoferol (Parvaiz ve ark., 2010).

20, - H,0
Mehiles | } - ’..-205

reaksiyonu | '
e balugll ZH _493 Katalaz
) + 501
((J‘. 20. | Askorbat - 2H,0

0,"'. OH' = €Y, S H70’ peroksidaz [T
O.H"| ' 1 ‘
S V. Eve A
karotenoidie Kendiliginden
rranzport > T—— 02 et i le Mono dehidko
edoke —a 0,‘-- L § askorbat
fesyiyonl =20 = Mono dehidro B
0.~ 3 askorbal reduktaz
1 20," ‘*:,"__'\
' HADP HADPH &‘
7 GSH e a
Dehidro askorbat Dk
reduktez 3
' . B
NATIP K GSS6 -~
l .
‘ Detndro askorbat ‘
— |

Sekil 2.4. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi (Bray ve ark., 2000).
2.8.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), oksijenli solunum yapan biitiin canlilarda ROS
araciligiyla oksidatif strese karsi savunmada gorevli olan en etkili antioksidan enzimdir
ve ayni zamanda metaloenzim olarak gorev yapmaktadir (Gill ve Tuteja, 2010).
Cevresel streslere maruz kalan bitkiler tarafindan ROS’lar olusturulur. Bu ROS’larin
toksik etkilerini temizlemek i¢inde SOD tarafindan karsi savunmanin ilk hatti
olusturulur (Gill ve Tuteja, 2010). SOD enzimi siiperoksit anyon radikalini H,O;’e ve
oksijene doniistiiriir. SOD tarafindan O,°" radikaline parcalanmasi sonucunda olusan
H205’in hiicrelere zarar vermesini 6nlemek i¢in hemen ortadan uzaklastirilmasi gerekir.
Ciinkii bu radikal, Cu*?*® ve Fe*¥*? gibi bazi metal iyonlar1 ve metal selatlarin
bulunmasi halinde son derece reaktif olan OH" radikallerinin olusumunu hizlandirir
(Imlay ve Linn, 1988). Glioksizom ve peroksizomlarda gergeklesen f-oksidasyon

olusturulan H,0, kalataz tarafindan suya dondstiiriiliir. Kloroplastlarda olusturulan



21

H,O; elektron vericisi olarak AsA kullanan APX enzimiyle toksik olmayan molekiillere
dondstirilir (Shigeoka ve ark., 2002).

Kloroplastlarda yer alan fotosentetik elektron tasinim zinciri bilesenleri, kendi
kendine okside olma 6zelligindedir ve NADP miktarinin diisiik oldugu kosullar altinda
stiperoksit anyon radikalleri olusabilir (Foyer ve Noctor, 2000). Kloroplastlarda en
temel ROS kaynagi “Mehler Reaksiyonu”dur ve O;’nin i1sikta indirgenme miktari
cevresel kosullara bagli olarak degisir. Mitokondride iiretilen H,O, miktari, kloroplast
ve peroksizomlarda 151ga maruz kalmanin sonucu iiretilen H,O, miktarindan daha azdir
(Foyer ve Noctor, 2003). Stresle olusan bu radikallerin neden oldugu oksidatif stresle
basa ¢ikabilmek icin bitkiler, katalaz (CAT; EC 1.11.1.6), sliperoksit dismutaz (SOD;
EC 1.15.1.1), peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7), glutatyon rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) ve
askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini

artirir. Bu savunmada SOD enzimi merkezi bir role sahiptir.

S0OD
Oy +0p +2H @— H.0,+0

Stiperoksit radikalleri sitoplazma, mitokondri ve kloroplastlara yerlesmis olan
farkli SOD tiplerinin aktivitesi ile H,O, ye doniistiiriiliir. SOD aktivitesinin bu toksik
iiriinii APX ve GR tarafindan ortadan kaldirilir. CAT enzimi de olusan H,0,’1 suya ve
molekiiler oksijene doniistiirir. Bu reaktiflerin  zararsizlastirilmasinda enzimatik
olmayan antioksidanlar da rol oynar. Bunlardan askorbik asit hidrofilik antioksidan,
karoten pigmentler lipofilik antioksidandir ve bunlar fotosentetik sistemlerin temel

bilesenleridir.

2.8.2. Askorbat peroksidaz (APX)

Bitkiler, algler, dglena ve diger canli organizmalarda ROS'larn siipiiriilmesi ve
hiicrelerin korunmasinda en 6nemli rolii oynayan enzimlerden bir digeride askorbat
peroksidaz (APX) enzimidir (Gill ve Tuteja, 2010). APX, H,0O’in siipiiriilmesi Su-su
dongiisii ve askorbat-glutatyon dongiisiinde gorev almaktadir (Sekil 2.4). APX elektron
vericisi olarak askorbik asidi kullanir (Sekil 2.5). Bes farkli APX izoformu
tanimlanmistir ve bu formlar; kloroplast stromasindaki ¢oziinebilir form (sAPX),
tilakoide bagh form (tAPX), sitoplazmik form (cAPX), glioksizom membran form
(gmAPX) ve mitokondride bulunan mitAPX’dur (Noctor ve Foyer, 1998). Sitoplazmik
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formunu monodehidroaskorbat radikali (MDA) olusturmaktadir. APX, H,0,’e karsi
katalaz ile peroksidazdan ¢ok yiiksek bir ilgiye sahiptir. CAT ve POX, mM seviyesinde
H.0,’e duyarlilik gosteriyorken, APX enzimi uM seviyesindeki H,O5’e ilgi gosterir. Bu
ozelliginden dolayr APX stres sartlarinda olusturulmus olan ROS’ larin yitkiminda en

onemli enzim olarak gorev yapar (Gill ve Tuteja, 2010).

(ot

H0 —> & —> PS| —> 0 N Ash /\\ NAD(P)H
 APX MDAR
SOD W J
H,0, 7/ ) MDA / NAD(P)*
MDA H, O
: 4
tAPX AsA+DHA D) /) GSSG %5 NAD(P)*
o Y
ASA J Hzo vj UAAR g/i&R
AsA ¢ \J GSH <,/ NAD(P)H

\A AL

Sekil 2.5. Su-Su dongiisii (A) ve Askorbat-Glutatyon dongiisii (B) (Mittler, 2002)

CAT ve APX her ikisi de H,0,’i siiplirmesine ragmen aralarinda bazi farkliliklar
bulunmaktadir: (i) APX indirgeyici olarak askorbati kullanir ancak CAT bu reaksiyon
icin indirgeyici ajana ihtiyag duymaz (i1) CAT yiiksek bir reaksiyon oranina sahiptir,
fakat APX’a gore H,Oj'e karsi ilgisi azdir (Willekens ve ark., 1997). Bu nedenle
peroksizomlarda bulunan CAT, sadece yiiksek miktardaki HyO’i siipiiriirken, APX
daha 6zel bolmelerde bulunan ¢ok kii¢iik miktarlardaki H202’leri bile ortadan
kaldirabilir (Sekmen, 2009).

2.8.3. Peroksidaz (POX)

Peroksidazlar, SOD' larin siiperoksit (O,°") radikallerini siipiiriirken ortaya ¢ikan
hidrojen peroksidin (H,0O,) hiicrelerden siipiiriilmesinde oénemli olan enzimlerden bir
tanesidir (Asada ve Takahashi, 1887). Aym1 zamanda patojen yaralanmalarda, oksin
metabolizmasinda, lignin ve etilen biyosentezinde ve farkli streslere karsi olusturulan

glikoproteindir (Radic ve ark., 2006; Kim ve ark., 1999).
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2.8.4. Katalaz (CAT)

Katalaz, ¢evresel streslere karsi gelistirilen cevap mekanizmalarindan olup ve
ayrica patojenlerin Oldiriilmesinde organizmalarin savunma sistemleri tarafindan
tiretilmektedir. Yiksek konsantrasyonlar H;O, canlilarin hiicrelerine zarar verir.
Hiicrelerde biriktirilmesi protein, lipid ve DNA gibi hiicresel yapilarin oksidasyonuna
sebep olur (Mittler, 2017). Bu gorevde katalaz tarafindan yiiriitilmektedir.

Katalazlar, stres altinda ROS'larin deyoksifikasyonu i¢in mutlaka gerekli olan ve
yapisinda tetramerik demir bulunan enzimlerdir (Garg ve Manchanda, 2009). Katalaz
hidojen peroksidin (H,0;), molekiiler oksijen (O,) ve suya (H,O) donilismesini saglar ve
yogun olarak peroksizomlarda bulunurlar (Srivalli ve ark., 2003). Katalazlar, ROS'larin
yikimmi diger antioksidanlardan daha yogun olarak gerceklestirirler. Dakikada 6
milyon O, ve H,O'in doniisiimiinii gergeklestirirler. Biitiin aerobik okaryotlarda CAT
bulunur (Gill ve Tuteja, 2010). CAT diger bir yandan toksik kimyasallar olan
peroksidatif reaksiyon ile fenol, formik asit, alkol ve formaldehit gibi maddeleri de
etkileyerek canlilarda olusabilecek zararli etkilere karsi organizmalar1 da korurlar
(Venkat ve ark., 2006). Katalaz aktivitesi canlilarda daha ¢ok eritrosit, bobrek hiicreleri

ve karaciger hiicrelerinde gozlenmektedir (Memisogullari, 2005).

2.8.5. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz enzimi, okside glutatyonun (GSSG), glutatyona (GSH)
indirgenmesiyle olusur. Glutatyon rediiktaz redoks dongiisii reaksiyonlarinda énemli bir
enzimdir. Hiicresel GSH’ 1n hiicrelerde yeteri seviyelerde kalmasinda rol oynar. GSH
serbest radikaller ve organik peroksitler ile reaksiyona girer ve ayrica antioksidan olarak

gorev yapar.

2.8.5. Antioksidanlar

Huang ve ark. (2005) antioksidanlari yiikseltgenme reaksiyonlarini kayda deger
sekilde geciktiren ya da engelleyen molekiiller olarak tanimlamaktadir. Fenolik asitler,
karotenoidler ve vitaminler (C ve E) antioksidatif etkileri ile 6ne ¢ikan baslica
bilesiklerdir (Kalt, 2005; Dimitrios, 2006). B-karoten, provitamin A, C ve E vitaminleri

antioksidan vitaminler olarak bilinir ve antioksidan savunma mekanizmasinda ROS
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formlarint yok etmede aktif rol oynarlar. Diger yandan zincir kirici antioksidan olarak
da etki gosterirler. Antioksidanlar hem tek basina hem de sinerjist olarak gorev yaparak
ROS’lar1 geciktirirler ya da engellerler (Elliot, 1999). Fenolik bilesikler serbest
radikalleri baglayarak, metallerle selat olusturarak ve lipoksigenaz enzimini inaktive
ederek antioksidatif 6zellik gosterirler (Frankel, 1999; Cemeroglu, 2007).
Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikallerin toksik etkilerini indirgeyerek onemli derecede azaltirlar. Bu tehlikeli
maddelerin olugsmasmin engellenmesi veya slipiiriilmesi insan ve diger canli
organizmalarin sagligi agisindan antioksidan bilesiklerin ve enzimlerin 6nemini artirir.
(Sekil 2.6)'da reaktif oksijen tiirlerinin farki doku ve organlarda sebep oldugu hastaliklar

ve hasarlar gosterilmistir.

Atheroskleroz
o A Iskemik: beyin kalp
Itihap
Diabet
Kireclenme
Reaktif
Sok oksijen Kanser
tiirleri

T Bulasict: sitma. AIDS
Soguk kizarmasi

Parkinson A Yaslanma
Radyasyon Hasar1

Sekil 2.6. ROS’larn farkli doku ve organlarda sebep oldugu hasarlar.

2.8.5.1. Aminoasitler ve amidler

Prolin stres altindaki bitkilerde en yaygin olarak biriktirilen ozmolitlerden ve
ayn1 zamanda bitki stres altindayken en fazla iiretilen aminoasitlerden biridir. Prolin,
glutamat ya da ornitinden sentezlenir, fakat baskin olarak glutamattan
sentezlenmektedir. (Yildiz ve ark.,, 2010). Prolin, azot fazlaliginda ornitinden
sentezlenir (Delauney ve ark., 1993). Bitkilerde prolin birikimi, tuzluluk, kuraklik,
yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, agir metal, patojen enfeksiyonu, besin kithigi,

atmosferik kirlenme ve UV gibi stres durumlarinda arttigi rapor edilmistir
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(Siripornadulsil ve ark., 2002). Bitkide prolin biriktirilmesi tiirden tiire degisebilir ve bu
biriktirilen miktar kontrol bitkisine gére 100 kat daha fazla olabilir. Prolin bitkilerde
yaygin olarak bulunabilir ve diger aminoasitlere oranla daha fazla biriktirilebilir. Bu
sebeple biriktirilen prolin, kullanilan azot birikiminin diizenlenmesinde etkilidir.
(Abraham ve ark., 2003). Prolin bitkilerdeki NADP* gereksinimlerini iyilestirerek stres
altindaki hiicrelerde olusan redoks potansiyeli degisimlerini iyilestirici etki yaptigi
diistiniilmektedir (Hare ve ark., 1998).

Biitiin bitkiler stres altinda prolin biriktirebilirler. Prolin sentezi i¢in A'—prolin-
5-karboksilat sentetaz (P5CS) geninin ekspresyonu tiim dokularda siiratle tesvik edilir.
Prolin sentezinde ii¢ enzimatik aktivite rol oynar: (i) L-glutamat iizerinden P5CS’ nin
A'-y—glutamil kinaz aktivitesi, (ii) L-ornitin iizerinden P5CS’nin glutamik—y—
semialdehit dehidrogenaz aktivitesi ve (iii) glutamatin A'—prolin-5-karboksilat rediiktaz
(P5CR) tarafindan proline doniistiiriilmesi (Atienza ve ark., 2004; Yildiz ve ark., 2010)
(Sekil 2.7). Bitkiler i¢in stresten sonraki iyilesme doneminde prolinin pargalanmasiyla

karbon, azot ve enerji kaynagi saglanir.

L-Glutamat
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ATP
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NAD(P)' <::. J'
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Sekil 2.7. Prolin biyosentez yolu. P5CS: Al—prolin-5-karboksilat sentetaz, PSCR: Al—prolin-5 karboksilat
rediiktaz (Delauney ve ark., 1993)



26

2.8.5.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarindandir ve bitkilerin
tim kisimlarinda goriilen polifenolik komponentlerdir. Fenolik asitler, flavonoitler,
sinnamik asit tiirevleri, kumarinler ve tokoferoller en yaygin olarak bulunan fenolik
antioksidanlardir. Fenolik asitler, besinlerde bulunuyor olmast ve kolaylikla
oksitlenebilen maddelerdir ve oksidasyondan koruduklar1 bilinmektedir (Tunalier ve
ark. 2002). Fenolik bilesikler bir ya da daha ¢ok fenolik grubun aromatik halkaya direkt
baglanmasiyla olusur.

Bitkide ¢ok miktarda bulunan fenolik asitler, hidroksi sinnamik asit ve hidroksi
benzoik asit olmak iizere iki gruptan olusmaktadir. Fenolik asitlerin gogunu da hidroksi
sinnamik asitlerden olusur (Cadenas ve Parker, 2002). Bu asitler, L-fenil alanin veya L-
tirosinden pkumarik, ferulik, kaffeik, sinapik ve klorojenik asitden meydana gelir.
Sinnamik asitlerin yapisindaki CH=CH-COOH gruplarinin var olmasi, hidrojen
verebilme yeteneklerini artirir ve benzoik asitlere gore radikalleri daha kararli hale
getirirler. Benzoatlardan daha fazla etki gosterirler. Hidroksibenzoik asitler, yapisindaki
hidroksi ve metoksi gruplarinin yer degismesi ile ¢esitlilik gosterirler ve bu asitler gallik
asit, vanilik asit, siringik asit, resorsilik ve protokatesuik asitler gibi asitlerdir.
Monohidroksibenzoatlar etkili hidroksil radikal siipiriiciileridir. Bu sebeple
hidroksillenmeye ve hidroksil radikallere yiiksek reaktivite gostermeye egilimlidirler.
Fenil asetik asitler, fenolik halka ile karboksilat grubu arasina metilen grubunun
girmesiyle olusur ve onun orto ve meta hidroksi tiirevleri antioksidan aktivite (1 mM)
gosterir. Hidroksil gruplarmin varligina bagh olarak dihidroksi benzoik asit tiirevleri
antioksidan aktivite gosterir, 0-p pozisyonlarina sahip molekiillerde aktivite yiiksek

iken, m-p pozisyonlarinda ise aktivite diisiiktiir (Rice- Evans ve ark., 1996).
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R, R, R3
H H H Benzoik asit
H OH H p-Hidroksibenzoik asit
OH OH OH Gallik asit
OCHgs3 OH OCHgs3 Siringik asit
OCHg; OH H Vanilik asit

Sekil 2.8. Fenolik asitlerin genel kimyasal yapisi

2.9. Gallik Asit ve Genel Ozellikleri

Sekil 2.9. Gallik asitin kimyasal yapis1 (Zhao ve ark., 2011)

HO

Gallik asitin (3,4,5-trihidroksibenzoik asit; C;HgOs) genel kimyasal ve fiziksel

ozelliklerti;

Formiil CgH,(OH);COOH
Molekiil agirlig: 170.12

Toksisite Oral rat LD50: 5000 mg kg™
Sinonim 3,4,5-Trihidroksibenzoik asit

Fiziksel hali Beyaz kristal toz

Kaynama sicakligi 251°C

Antioksidanlar, metabolizma sonucu olusan hiicreye zararli serbest radikalleri

zararsiz hale getirmektedirler. Ayrica, sekonder metabolitlerin stres altinda bitkileri

koruyucu rolleri vardir. Stres altinda olusan tekli oksijen, serbest radikaller ve hidroksil
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radikallerini siipiirme kabiliyetinden dolay: fenolik bilesikler hem antioksidan hem de
pro-oksidan ozelliklerine sahiptir. Gallik asit (GLA; 3,4,5-trihidroksibenzoik asit,
CsH2(OH)3COOH) fenolik bir asittir ve hemen hemen tiim bitkilerde bulunan tanenlerin
hidroliziyle olusan dogal bir tiriindiir. GLA, antioksidan roliinden dolay1 stres altinda
oksidatif hasara karst hiicrelerin  koruyucudur. Fenolik bilesikler diisiik
konsantrasyonlarinda bitki biliylimesine yararli olabilir, ancak daha yiiksek miktarlarda
fitotoksiteye ve biiylime iizerine zararh etkilere sahiptir. Ayrica fitotoksitenin derecesi
bitki tiiriine, kiiltivara ve uygulama siiresine baglidir. GLA ’nin uygun diizeydeki miktari
koruyuculuk roliine sahip oldugu kadar, toksik miktar1 hiicrelerde apoptosis gibi
olumsuz etkilere sahip olabilir (You ve Park, 2009; Hsu ve Yen, 2007). GLA ile
uyarilan apoptosis, ROS tiirevli oksidatif stres, mitokondriyal bozukluk ve artan
intraselliiler Ca*? diizeyleri ile iligkilidir (Chen ve ark., 2009). GLA, antiallergik,
antimutajenik, antikarsinojenik ve antiviral etkilere sahip giiclii bir antioksidandir. Hatta
GLA antioksidan olarak glutatyondan yaklasik 16 kat daha fazla etkilidir (Cortina-Puig
ve ark., 2010). Ayrica insanlarda GLA, C ve E vitaminlerinden 50 kat daha fazla
koruyuculuk ozelligi vardir (Ferk ve ark., 2007). GLA’nin hem pro-oksidan hem de

antioksidan 6zellikleri ortamdaki demir ya da H,0O5’e baghdir (You ve Park, 2010).
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Sekil 2.10. Gallik asitin sentez mekanizmasi (Dewick, 2002)
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Bitkilerde fenolik asitlerin gorev aldigi siiregler genis dagilim gostermektedir:
besin alinimi, protein sentezi, enzim aktivitesi, fotosentez, yapisal bilesiklerde,
allelopati (Wu ve ark., 1999). Fenolik asitlerin aktive gosterdigi baslica bdlge kok
membranlaridir. Membran ve fenolik asitlerin etkilesimi, depolarizasyona ve iyon
cikisina neden olurken, hidrolik iletkenlik ve besin alinnminda azalmaya neden olur
(Lehman ve Blum, 1999). GLA, biyosentez yolu mikrobiyal aktivitelerle olabildigi gibi
tannik asitin siilfiirik asit ile hidrolizi sonucu da olabilir. Fenolik bilesikler, sikimik asit
yoluyla sentezlenen ve monomerlere hidrolize olan ikincil bitki metabolitleridir
(Muzzalupo ve ark., 2011). Bitki, bakteri ve mantarlarda GLA’nin birikimi ve sentez
yolu tanimlanmig olmasina ragmen, biyosentez yolu tam olarak bilinmemektedir (Muir
ve ark., 2011). Bitkilerde GLA sentez mekanizmasi halen arastirma konusudur, ancak 3
alternatif biyosentez yolu Onerilmektedir: (a) 3,4,5-trihidroksisinnamik asitin o-
oksidasyonu yoluyla (b)  3-dehidrosikimatin  3,4-dihidroksisinnamik  asite
(protocatechuic acid, PCA) dehidrasyonuyla (c) 3-dehidrosikimik asitin (sikimat
yolunun aracili bilesigi) dogrudan oksidasyonuyla (Kambourakis ve ark., 2000). Ancak
bazi bitkilerde (Betula pubescens ssp. czerepanovii gibi), 4,5-trihidroksisinnamik ve
3,4-dihidroksisinnamik asitin onciileri olmadigindan (a) ve (b) yollart aktif degildir
(Werner ve ark., 1999). Bu nedenle (c) yolu, bitkilerde en muhtemel GLA biyosentez
yoludur. GLA, NADP’a bagl dehidrosikimat dehidrogenazin (DSDG) katalizlemesiyle
3-dehidrosikimik asitten olugmaktadir (Ossipov ve ark., 2003). Aromatik aminoasit
sentezinde temel olan sikimat yolundaki sikimat dehidrogenaz (SDH) enzimi GLA
tretimi icin gereklidir (Muir ve ark., 2011). Sikimat yolu fosfoenolpiruvat (PEP,
glikolisiz sonucu olusur) ve D-eritroz 4-fosfat (E4P, pentoz fosfat dongiisii sonucu
olusur) reaksiyonu ile baslar ve 7 C’lu 3-deoksi-D-arabino-heptulosonik 7-fosfati
(DAHP) olusturulur (Sekil 2.10'da gosterilmistir).
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2.10. Bitki Materyali Bugday

Alem  :Plantae

Sube : Magnoliophyta
Sif . Liliopsida
Takim  : Poales
Familya : Poaceae

Cins : Triticum

Tur : Triticum aestivum

Bugday kapali tohumlularin (Angiospermae) bir ¢enekli (Monocotyledonae)
bugdaygiller (Poaceae, Gramineae) familyasindan otsu yapili bir yillik bitkidir. Bugday
cigekleri kiigiik basak¢iklardan meydana gelir. Basak igerisindeki taneler, nisasta
deposu birer ¢icektir (Sekil 2.11'de gdsterilmistir). Her cigekli bitki gibi bugdayda kok,
govde ve yaprak olmak {izere ii¢ kissmdan meydana gelir. Bugday kokleri sacak koktiir
ve ancak topragin yiizey kisimlarindaki besinleri alabilir. Bugday iliman bdlgelerin
basglica tarim iriiniidiir. Bitkinin tariminin ve adaptasyonunun kolay olmasi, kutuplar
hari¢ her yerde tariminin yapilabiliniyor olusu bugdayi stratejik bir bitki yapar.

Bugday, yiizyillar boyunca ve giinlimiizde insan besininde kullanilan en énemli
tahillardan birisi olmustur (FAO, 2010). Bugday karasal iklimde firetilir ve iiretim sirast
olarak musir ve geltik bitkilerinden sonra 3. sirada yer alir. Kabugu ile ya da kabugu
ayrilarak da ogitiilebilir. Bugday un, irmik, nisasta ve yem sanayisinde kullanilan
onemli bir temel besin kaynagidir. Bugdayimn hasattindan sonra artik {irlin olarak hayvan
besini i¢in kullanilan saman ortaya ¢ikar.

Bugday, Tiirkiye'de oldugu gibi diinyada da stratejik bir bitkidir. Insanla ve
diger canlilar i¢in temel enerji ve protein kaynagidir. Tiirkiye'de besin ihtiyacinin %40°1
bugday iiriinlerinden karsilanmaktadir. Ulkemizde tarimi yapilan bitkilerin %50’sini
tahillar olusturur ve tahillarin da yaklasik %70’ini bugdaylar olusturmaktadir (Giileg ve
ark., 2010). Ulkemizde bugday ekim alanlari ¢cok fazla olup son sinirlarna ulagmistir ve
bugday ekmeye elverisli olmayan alanlarda bile bugday tarimi yapilmaktadir. Bu sebep
ile bugday verimini arttirmak i¢in tarim yapilan alanlart degil bugday veriminin
arttirtlmasit yoluna gidilmelidir. Bunun ig¢in, yiliksek verimli bugday tiirleri ve stres

sartlarina dayanabilecek bugday tiirleri se¢ilip ekilmelidir.
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Kaliteli bugday i¢in tek bir kriter belirlemek miimkiin degildir. Bugday da kalite
ilgili tiiketim alanlarma gore degisim gostermektedir. Cift¢i icin bugdaymn verimi
onemli iken, degirmenci i¢in un randimani 6nem kazanirken, firinci i¢in ekmegin
kabarmasi 6nemlidir (Yiiriir, 1998). Bugday {iretimi ve verimi toplum ihtiyaclarina ve
tilkketimlerine gore yapilmaktadir. Bu sebeple bugday 1slah ¢aligmalar1 genellikle ekmek
ve makarna yapiminda kullanilan bugday tizerine olmustur.

Bugday iiretiminin kolay olmasi, besleyiciliginin yiiksek olmasi, depolanmasi ve
tasinmasiin kolay olmasi, islenebilirliginin kolay olmasi gibi nedenlerden dolay1
diinyada niifusunun yaklasik %35’inin temel besin kaynagidir. Bir bugday tanesi
yaklasik olarak %65-75 nisasta, %8-15 protein, %1-5 yag, %1.5-3 seker, %1-2 kiil,
%11-13 de sudan olusmaktadir. Bu sebeplerden dolayr bugday, 6nemli karbonhidrat,
yag ve protein kaynagi haline gelmektedir (Kiin, 1998)

Tahillar igerisinde bulundurduklar1 fenolik asitler, ferulikler ve vanilikler gibi
antioksidan madde bulundurmalar1 tahillar1 6nemli bir polifenol kaynagi yapar. Bu
sebeple tahillar meyve ve sebzelerden daha 6nemli bir antioksidan kaynagidir. Yapilan
caligmalar sonucunda tam bugday igerikli gidalar (kabugu ayrilmamis) ile beslenen
canlilarin, kalp damar hastaliklar1 ve kanser riskinin azaltilmasinda etkili oldugu

saptanmistir.
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Sekil 2.11. Bitki materyalinin bagak ve tanelerinin goriintiisii (Toprak Mahsulleri Ofisi’nden alinti,
http://www.tmo.gov.tr/Main.aspx?I1D=1, Ziyaret Tarihi: 08.05.2018)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitki Materyallerinin Temini ve Saklanmasi

Tez calismasinda kullandigimiz bugday (Triticum aestivum L. cv. Karahan99)
tohumlar1 Konya Bahri Dagdas Uluslararast Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden temin
edilmistir. Laboratuvara getirilen tohumlar denemenin kurulmasi asamasma kadar

+4°C’de saklanmustir.
3.2. Deneme Serilerinin Hazirlanmasi

Bugday fideleri kontrollii kosullara sahip iklim odasinda su kiiltiiri ortaminda
yetistirilmistir. Gerekli 1s1, 151k, nem ve ayrica sterilizasyon kontrolleri yapilmistir.
Bugday tohumlarinin ¢imlendirilmesi ve ¢imlenme sonrasi fidelerin uygulama boyutuna
getirilmesi %70 nem, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik fotoperiyotta, 24+1°C sicaklik

ile 350 pmol m?s™ 151k yogunlugu olacak sekilde iklim kabini igerisinde saglanmistir.
3.2.1. Fidelere uygun gallik asit ve kadmiyum konsantrasyonunun belirlenmesi

Fidelere uygun konsantrasyonda gallik asit (GLA) ve kadmiyum (Cd) dozlarin
belirlemek i¢in 6n deneme kurulmustur. Dolgun goriiniislii saglam ve birbirine benzer
biiyiikliikte olan bugday tohumlar segilerek kullanilmadan 6nce ylizey sterilizasyonuna
tabi tutulmustur. Sterilizasyon i¢in tohumlar %5’lik sodyum hipoklorid igerisinde 15
dakika tutulduktan sonra steril deiyonize su ile yikanmistir. Tohumlar 15’er adet
gruplandirilarak igerisinde deiyonize su bulunan petri kutularinda kurutma kagidi
tizerinde 24+1°C’de, karanlik ortamda iklim odasinda ¢imlenmeye birakilmistir.
Cimlendirilen tohumlar, su kiiltiirii ortamina aktarilmistir. Fideler 21 giin siiresince su
kiiltiirii ortaminda kontrollii sartlar altinda (12 saat 151k/12 saat karanlik, 24°C+l
sicaklik, %70 nem, 350 pmol m%s? g1k yogunlugu) biyiitilmiis GLA ve Cd
uygulamasina gecilmeden once fideler gruplandirilmistir. Gruplandirilan fidelere 0.25,
0.75 ve 1 mM GLA dozlann ile 50, 100, 200 ve 400 uM konsantrasyonlarda Cd
uygulanmistir ve uygulama siiresinin 1 hafta olmasina karar verilmistir. Siire sonunda

fideler hasat edilerek malondialdehit (TBARS) icerikleri belirlenmistir. Fidelerin lipid
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peroksidasyon seviyelerinin belirlenmesi ile en uygun GLA (0.25 ve 0.75 mM GLA) ve
Cd (100 ve 200 uM Cd) dozlar1 tespit edilmistir.

3.2.2. Denemenin kurulmasi

Bugday tohumlarina 140 dakika siiresince %5 sodyum hipoklorit (camasir suyu)
ile yiizey sterilizasyonu uygulanmis ve sonrasinda bes kere distile su ile yikanmigstir.
Sterilize edilen tohumlar distile su ile islatilmis ¢ift tabakali kurutma kagidina
yerlestirilmis ve ¢imlenmeye birakilmistir. Cimlenen bugday fideleri yari Olgekli
Hoagland soliisyonu igeren su kiiltiiriine aktarilmistir. Fideler kontrollii kosullar altinda
(24°C, 12/12 saat isik/karanlik periyodunda %70 kismi nem ve 350 pmol m™2 s
fotosentetik foton akis yogunlugunda) biliylime odasinda ii¢ hafta siiresince birakilmistir.
Bu siire sonunda tek basina ya da kombinasyonlu sekilde gallik asit uygulamalar1 (0.25
ve 0.75 mM GLA) ve kadmiyum uygulamalar1 (100 ve 200 uM Cd) yapilmistir.
Uygulamanin 7. giiniinde fideler hasat (6rnekleme) edilmis ve fizyolojik analizleri hasat
esnasinda tamamlanmistir. Diger yandan, yaprak oOrnekleri biyokimyasal ve
elektroforetik  analizlerinde kullanilmak tizere —86°C’de derin dondurucuda

saklanmustir.

Sekil 3.1. Denememizdeki 7 giinlikk bugday fidelerinin genel goriiniimii
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3.3. Analiz Yontemleri

Ornekleme yapilan bugday yapraklarindan asagida belirtilen fizyolojik ve
biyokimyasal parametreler 6l¢tilmiistiir:

e Fidelerin biiylime parametreleri (Siirglin yas agirhiklar, kuru agirliklar,
uzunluklar)

e Bagil biiyiime oran1 (RGR)

e Yaprak bagil su icerigi (RWC)

e Prolin analizi

e ROS miktar1 -Hidrojen peroksit (H,0,) miktari

e Lipid peroksidasyonu (TBARS miktar1)

e Protein miktari

e Antioksidan enzim/izozim aktiviteleri -Siiperoksit dismutaz (SOD; Mn-SOD,
Cu/Zn-SOD ve Fe-SOD), Katalaz (CAT), Peroksidaz (POX), Askorbat
peroksidaz (APX) ve Glutatyon rediiktaz (GR)

3.4. Biiyiime Parametrelerinin Belirlenmesi

3.4.1. Siirgiinlerin yas agirhgi, kuru agirhgi ve uzunluklarinin belirlenmesi

21 giinliik bugday fideleri, Cd ve/veya GLA uygulamasmin 0. ve 7. giliniinde
hasat edilmistir. Her bir gruptan rastgele 5’er bitki alinarak gévde ve kokler birbirinden
ayrilmistir. Bugday siirgiinleri tartilarak yas agirliklart (YA, g) ve uzunluklart (cm)
belirlenmistir. Ornekler 70 °C’de 72 saat bekletildikten sonra kuru agirliklart (KA, g)

Olclilmiistiir.

3.4.2. Nisbi biiyiime oraninin belirlenmesi

Uygulamalar1 takiben her bir gruptan rastgele alinan bitki fidelerinin uzunluklar
olgiilmiistiir. Bu orneklerin ayrica yas agirliklart da (YA) belirlenmistir. Ornekler
70°C’de 72 saat etiivde bekletildikten sonra kuru agirliklari (KA) kaydedilmistir.
Yaprak kismi biiyiime orant (RGR) degerleri, Hunt ve ark. (2002) tarafindan verilen

formiile gore hesaplanmistir:



35

RGR =[In (KA2) — In (KA)] / (t2 — t1),
KA = kuru agirlik (g), t1 zamaninda; KA, = kuru agirlik (g), t zamaninda,
t1; baslangic hasat (0. giin hasadi) ty; son hasat (7. giin hasadi).

3.5. Yaprak Bagil Su I¢ceriginin Belirlenmesi

Stres uygulamasinin 7. giiniinde her bir gruptaki fidelerden yaklasik olarak es
boyutlarda yaprak 6rnekleri alinarak yas agirliklart (YA) Olgiilmiistiir. Yapraklar 6 saat
stiresince 50 ml deiyonize su iceren petrilerde bekletilerek ve turgorlu hale gecmeleri
saglanmistir. Bu siire sonunda turgorlu yapraklar kurutularak tartilmis ve turgorlu
agirhiklar1 (TA) belirlenmistir. Tartilan yaprak &rnekleri 48 saat siireyle 65-70°C de
etlivde kurutulmus ve kuru agirliklar1 (KA) rapor edilmistir. Her bir gruba ait yaprak
orneklerinin bagil su icerigi Smart ve Bingham (1974) tarafindan rapor edilen formiile
gore % olarak hesaplanmaistir:

RWC (%) =[(YA-KA)/ (TA-KA)] x 100
3.6. Prolin Miktarmmin Belirlenmesi

Serbest prolin miktarinin belirlenmesi, Bates ve ark. (1973) 'na gore yapilmustir.
Her bir gruptan 0.5 g yaprak ornekleri alinmis ve %3 (w/v) siilfosalisilik asit (SSA) ile
homojenize edilmis ve homojenat filtre kagidindan siizdiiriilmiistiir. Asit ninhidrin ve
glasiyal asetik asit eklendikten sonra olusan karistm 100°C’de 1 saat su banyosunda
bekletilmistir. Daha sonra reaksiyon, buz banyosu kullanilarak durdurulmustur. Bu
karigima toluen ilave edilerek, sivi fazdan aspire edilen toluen fraksiyonunun 520
nm’deki absorbansi spektrofotometre ile okunmustur. Prolin konsantrasyonu,
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmis ve pmol g'1 taze agirlik olarak ifade

edilmistir.
3.7. ROS Miktarmnin Belirlenmesi
3.7.1. Hidrojen peroksit (H,O,) miktarimin belirlenmesi

H,0, miktar tayini Liu ve ark. (2010) tarafindan rapor edilen prosediire gore

yapilmistir. Ornekleme sonrasinda 0.5 g yaprak &rnekleri sivi azotta ezildikten sonra -
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20°C’de buzdolabinda bekletilen asetonun 3 ml’si homojenize edilmis ve 3.000 g’de 10
dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatanta 0.1 ml titanyum
karisimi (%20 (v/v) titanyum tetraklorid igeren ve hidroklorik asit ile hazirlanan) ilave
edilmistir. Daha sonra karisim, amonyum hidroksit titanyum-peroksit kombinasyonuyla
karigtirilmistir. Reaksiyon karisimi 16.000 g’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Pellet
kism1 -20°C’de sogutulmus aseton ile yikanmustir. Sonrasinda pellet 1 M H,SO;, ile
¢Ozdiiriilmiistiir. Soliisyonun absorbansi 410 nm’de okunmustur. Orneklerdeki H,O,
miktarlari, bilinen H,O, konsantrasyonlarina gore hazirlanan standart egim grafigine

gore hesaplanmaistir.

3.8. Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu diizeyini gosteren TBARS miktari, Madhava ve Sresty
(2000)’ nin tanimladigi metoda gore yapilmistir. 0.5 g yaprak ornekleri TCA
(tiokloroasetik asit) ile homojenize edilmis ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiijden elde edilen siipernatanta TBA (2-tiobarbitiirik asit) ve TCA
(Trikloroasetik asit) karisimini iceren reaksiyon karisimi eklenmis ve karisim 95°C *de
30 dakika siiresince tutulmustur. Karigim 10.000 g’de 15 dakika santrifiijlenmistir.

Aktivite i¢in 532-600 nm araliginda absorbans degisimleri izlenmistir.

3.9. Total Protein Miktarimin Belirlenmesi

Bradford (1976) tarafindan tanimlanan prosediire gore total protein miktar
belirlenmistir. 50 pl 6rnek ve 0.95 ml Bradford boyasi igeren karisim polistren kiivetlere
ilave edilmis ve protein miktar1 spektrofotometrede 595 nm’de 6l¢iilmiistiir. Kor icin ise
50 pl seyreltme tamponu ve 0.95 ml Bradford boyasi kullanilmistir. Coziinebilen total

protein miktar1 mg yas agirlik olarak belirlenmistir.

3.10. Antioksidan Enzim/izozim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.10.1. Enzim ekstraktlarimin hazirlanmasi

Antioksidan enzimlerin ekstraksiyonu i¢in derin dondurucuda bekletilmis olan

yaprak oOrnekleri sivi azotta ogiitiildiikten sonra homojenizasyon tamponu ile
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homojenize edilmistir. Homojenizasyon tamponu 50 mM Tris-HCI, 0.1 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), %0.2 (w/v) Triton X-100, 1 mM fenilmetilsiilfonil
florid (PMSF) ve 2 mM ditiotreitol (DTT) icermektedir. APX aktivitesinin
belirlenmesinde homojenizasyon tamponuna DTT yerine %2 (w/v) PVPP konulmus ve
5 mM askorbat eklenmistir. Homojenatlar 14.000 g’de 30 dakika santrifiijlenmis ve

stipernatant kismi protein ve enzim aktivitelerinde kullanilmistir.
3.10.2. Antioksidan enzim/izozim aktivite analizleri

3.10.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) enzim/izozim aktivitesinin

belirlenmesi

Esit miktarda protein igeren (40 pg) yaprak érnekleri Laemmli (1970) tarafindan
belirlenen ydnteme gore native page ile ayrilmistir. Orneklerdeki protein miktari,
Bradford (1976)’a gore belirlenmis ve belirli konsantrasyonlardaki standartlar bovin
serum albumin (BSA) kullanilarak hazirlanmistir. Ornekleri jele yiiklemeden 6nce taze
yaprak ornekleri 9 mM Tris HCI ve %13.6 (v/v) gliserol iceren tampon karigimiyla
homojenize edilmistir. Karigim 14.000 g’de 5 dakika siiresince santrifiij edilmis ve elde
edilen karisimin siipernatant kismi enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmagtir.
Ekstraktlar 120 mA sabit akimla %12 seperating jel ve %5 stacking jel ile 2D—Hoeffer
elektroforezinde ayrilmistir. SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)’e gore
riboflavin ve nitrobluetetrazolium (NBT) boyasi ile belirlenmistir. Elektroforezden
sonra farklt SOD izozimleri, boya ¢ozeltisine inhibitorler eklenerek belirlenmistir.
Potasyum siyaniir (KCN), Cu/Zn-SOD inhibisyonu i¢in, H,O, ise Fe-SOD ve Cu/Zn-
SOD inhibisyonu igin boya ¢ozeltisine eklenmistir. Mn-SOD aktivitesi ise her iki
inhibitére de direng gostermistir. Jeller 30 dakika kadar boya soliisyonunda
bekletildikten sonra, SOD izozim bantlar1 jel goriintiilleme cihazinda goriintiilenmis ve
densiyometik analizi Bio-1D yazilim programiyla tayin edilmistir. Total SOD aktivitesi
560 nm’de nitroblue tetrazolium (NBT) ’un fotokimyasal indirgenmesinin %50
inhibisyonu neden olan protein miktar1 olarak Ol¢lilmistiir. Aktivite tayini igin
reaksiyon karigimi 50 mM Na-fosfat tamponunda 0.033 mM NBT, 10 mM L-metiyonin,
0.66 mM EDTA.Na; ve 0.0033 mM riboflavin i¢germektedir. Riboflavin karisima en son
ilave edilmis ve karisimi igeren test tiipleri 300 pmol m? st sk yogunlugunda 10

dakika siiresince bekletilmistir. Enzim icermeyen test tiipleri yiiksek NBT indirgenmesi
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nedeniyle maksimum oranda renk yogunluguna sahiptir ve renk olusturmayan tiipler

kontrol grubu olarak belirlenmistir.

3.10.2.2. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Bergmeyer (1970) tarafindan tanimlanan metoda gore, total katalaz (CAT)
enzim aktivitesi tayini yapilmistir. 0.1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0),
deiyonize su, %0.3 H,O;, ve enzim ekstraktindan olusan reaksiyon karigimi kuvartz
kiivetlere eklenmistir. Aktivite UV 15181 bolgesinde kore karst 240 nm’de H,O;’in
azalma oranina bagl olarak 3 dakika siiresince belirlenmigtir. CAT aktivitesi dakikada

harcanan umol H,0, olarak ifade edilmistir.

3.10.2.3. Peroksidaz (POX, EC 1.11.1.7) enzim aktivitesinin belirlenmesi

Total POX enzim aktivitesi, Herzog ve Fahimi (1973) tarafindan raporlanan
yonteme gore tamamlanmistir. 465 nm’de DAB  (3’-3’-diaminobenzidin
tetrahidroklorit) H,O, varliginda okside olmaktadir ve absorbanstaki degisim
oksidasyon miktaria bagli olarak 3 dakika siiresince izlenmistir. Reaksiyon karigima,
DAB soliisyonu, %0.6’1ik H0,, deiyonize su ve enzim ekstraktindan olugmaktadir.
Reaksiyon karisimma H30; en son eklenmistir ve absorbans artis1 takip edilmistir.

Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pumol/ml H,O; olarak ifade edilmistir.

3.10.2.4. Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) enzim aktivitesinin belirlenmesi

APX enzim tayini Nakano ve Asada (1981) tarafindan belirlenen metoda gore
yaptlmistir. 290 nm’deki absorbansta olusan azalma miktar1 askorbat miktarindaki
yiikseltgenmeyi goOstermektedir ve hesaplamalar askorbatin ekstinksiyon katsayisi
kullanilarak yapilmistir. 50 mM sodyum fosfat tamponu, 0.5 mM askorbat, 0.1 mM
EDTA-Na, ve 1.2 mM H,0, reaksiyon karigimint olusturmaktadir. Askorbatin
yiikseltgenmesi, enzim ekstraktinin katilmasiyla baslatilmis ve absorbanstaki azalma 3
dakika stiresince takip edilmistir. Bir birim APX aktivitesi dakikada okside olan 1 mmol

ml™ askorbat olarak ifade edilmistir.
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3.10.2.5. Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) enzim aktivitesinin belirlenmesi

GR enzim aktivitesi, 340 nm’deki absorbans azalmasina bagli olarak
Olctilmiistiir (Foyer ve Halliwell, 1976). 0.2 M Na,HPO, ve 0.2 M NaH,PO, i¢eren Na-
fosfat tamponu, 0.005 M okside glutatyon (GSSG), 5 ml tampon ile tamamlanacak olan
0.0012 M NADP.Na4 reaksiyon karigimini olusturmaktadir. Kor 6rnek igermeyecek ve
sadece reaksiyon karigimi olacaktir. NADPH varliginda, yiikseltgenmis glutatyon
miktarindaki azalma, kore karsi ii¢ dakika siiresince izlenmistir. Hesaplamalarda GR
enziminin ekstinksiyon katsayist kullanilmigtir. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada

indirgenen 1 mmol mI™ GSSG miktar1 olarak ifade edilmistir.

3.11. istatistiksel Analizler

Tez projesini olusturan gruplarda 6rnekler iic kez tekrar edilmistir ve her bir
sonug, biiylime parametreleri disinda ii¢ tekrardan olusmaktadir. Elde edilen sonuclar
tek yonlii varyans ile (One—way ANOVA) ile analiz edilmis ve ortalamalar arasindaki
farkliliklar Lowest Standard Deviations (LSD) testi ile kiyaslanmigtir. P <0.05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli (6nemli) kabul edilmistir. Istatistiksel analizler
SPSS programi (standart versiyon 20.0) ile yapilmustir. Biitliin grafiklerdeki siitunlarin

tizerindeki hata ¢cubuklar1 standart hatay1 ifade etmektedir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Biiyiime Parametreleri

4.1.1. Bugday fidelerinin yas agirhklar:

0. giin 6rneklemesinde 1.516 g yas agirlig1 belirlenirken, 7. giin 6rneklemesinde
yas agirlikta bir artis (1.957 g) kaydedilmistir (Sekil 4.1). Ancak stres uygulamasi
siirglin yas agirliklarinda konsantrasyona bagli kademeli olarak azalma gostermistir. Bu
durum, disaridan GLA uygulamasi ile dnlenebilmistir. Ayni sekilde kontrol kosullari
altinda uygulanan GLA, siirgiin yas agirhiklarinda artisa neden olmustur.
Calismamizdaki sonucumuza paralel olarak Bhardwaj ve ark. (2017) kuraklik stresine
maruz biraktiklar1 bugday siirglin yas agirliklarinda bir azalma izlerken, disaridan

fenolik asit uygulamasi sonrasinda yas agirliklarinda bir iyilesme saptamislardir.
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Sekil 4.1. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 pM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda digaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) siirgiin yas agirlig

(YA, g) lzerine etkileri. Siitunlar {izerindeki ayni harfler, istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri

gostermektedir (P< 0.05)
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4.1.2. Bugday fidelerinin kuru agirhklar:
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Sekil 4.2. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 pM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) siirgiin kuru agirhigt
(KA, mg) tizerine etkileri. Siitunlar tizerindeki ayn1 harfler, istatistiksel bakimdan farkli olmayan degerleri

gostermektedir (P> 0.05)

Stres ve GLA uygulamasina bagli olarak siirgiin kuru agirliklarinda izlenen
degisimler Sekil 4.2°de verilmistir. Stres altinda siirglin kuru agirhginda olusan
degisimler stresin onemli bir belirleyicisidir. Stresle birlikte bugday siirgiin kuru
agirliklar1 azalirken, stres ve GLA birlikte uygulanan gruplarda bu parametre
istatistiksel olarak artis gostermistir. Bu sonuca benzer olarak tek basina uygulanan
GLA kontrol grubuna gore siirgiin kuru agirliklarinda azalmaya neden olmustur. Bu
konuda yapilan bir ¢alismada bugday fideleri kuraklik stresine maruz birakildiktan
sonra kuru agirliklarinda azalma gézlenmistir. Ancak bu sonu¢ disaridan salisilik asit

uygulamasiyla iyilestirilmistir (Kang ve ark., 2013).
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4.1.3. Bugday fidelerinin uzunluklari
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Sekil 4.3. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 pM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) siirgiin uzunlugu (cm)
lizerine etkileri. Situnlar tizerindeki farkli harfler, istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri

gostermektedir (P< 0.05)

Kadmiyumun bitkiler tizerindeki olumsuz etkilerin biriside bitki gelisiminin
azalmasidir (Dalcorso ve ark., 2010). Sekil 4.3’te verildigi gibi, 0. giin ve 7. giin
orneklemesinde bugday fidelerinin siirgiin uzunluklarinda biiylime goézlenmistir. Cd
stresine maruz kalan bugday fidelerinin siirgiin uzunluklar1 kayda deger sekilde
azalmistir ve bu azalma yiiksek Cd konsantrasyonunda daha belirgin sekildedir. Wan ve
ark. (2014) yaptiklar1 calismada dehidrasyon stresine maruz kalan salatalik bitkilerinde
stirgiin uzunluklarinda olumsuz yonde etkilenme rapor etmislerdir. Diger yandan hem
tek basmma uygulanan GLA hem de stres altinda uygulanan GLA ile siirgiin
uzunluklarinda artis izlenmistir. Ote yandan, Singh ve ark. (2017) disaridan uygulanan

gallik asitin ¢eltik gdvde uzunlugunda 1.3 kat artis olusturdugunu bildirmislerdir.
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4.1.4. Bugday fidelerinin bagil biiyiime oram
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Sekil 4.4. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 pM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda digsaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) siirgiin bagil bitylime
oranlart (RGR, mg g’ giin™) tizerine etkileri. Siitunlar iizerindeki farkli harfler, istatistiksel bakimdan

farkli olan degerleri gostermektedir (P< 0.05)

Bugday fidelerinin Cd ve/veya GLA uygulamalarina bagli olarak bagil biiylime
orant (RGR) Sekil 4.4’te gosterilmistir. Tek basina uygulanan Cd stresi RGR
diizeylerini 6nemli diizeyde azaltmistir. Bu azalmanin oram1 200 uM Cd stresi altinda
(%22.3) daha fazladir. Ayni sekilde, Cd uygulanan Lepidium sativum bitkilerinin
bliylimesinde 6nemli diizeyde azalma saptanmistir (Gill ve ark., 2012). Ancak bu durum
disaridan GLA uygulamasi ile iyilestirilebilmistir. Diger bir deyisle, Cd ve GLA
kombinasyonu, tek basina stres uygulamalarma gore RGR degerlerini artirmistir.
Benzer olarak, sinnamik asit misirda fotosentetik pigmentleri tuz stresinin zararindan
korumakta ve bdylece artan fotosentetik oran biiylimeyi tetiklemektedir (Singh ve
Chaturvedi, 2014). Bu ¢alismada da strese maruz kalan bugday fidelerine uygulanan
gallik asit fotosentetik parametrelerde (F,/Fy) iyilestirme saglamis (yayinlanmamis
data) ve RGR’de gozlenen artis fotosentez verimliligindeki artigla baglantili oldugu
izlenmistir. Bunun yami sira tek basina uygulanan GLA konsantrasyonlart1 RGR
degerlerini uyarabilmistir. Benzer sonug, gallik asit uygulanan celtik bitkisinde

biiyiimenin arttig1 Singh ve ark. (2017) tarafindan rapor edilmistir.
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4.2. Bugday Yapraklarmin Bagil Su Icerigi
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Sekil 4.5. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 pM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) yaprak su icerigi
(RWC, %) flizerine etkileri. Siitunlar iizerindeki aynmi harfler, istatistiksel bakimdan farkli olmayan

degerleri gostermektedir (P> 0.05)

Cd stresi bugday fidelerinin yaprak RWC miktarinda 6nemli azalmaya neden
olmustur (Sekil 4.5). 100 uM Cd stresine maruz birakilan Dorycnium pentaphyllum
yapraklarinda RWC’de azalma saptanmistir (Lefevre ve ark., 2009). Sandalio ve ark.
(2001) tarafindada bildirildigi gibi, ¢alismamizda stresle uyarilan RWC’deki azalma Cd
alinimimin artisina bagh olarak gergeklesen su alinimi ve taginimindaki bozulmayla
baglantili oldugu disiiniilmektedir. Bu calismada, RWC’nin azalmasi strese bagl
membran gegirgenligindeki bozulma ve bunu takiben su kaybinin tetiklenmesiyle
baglantili olabilir. Diger yandan her iki GLA konsantrasyonu da stresin azalttigt RWC
degerlerini uyarabilmistir. RWC’de gozlenen bu degisim artan Pro miktariyla da
baglantilidir. Benzer sonug Yildiztugay ve Ozfidan-Konakci (2014) tarafindan rutin ve
Cd uygulanan bitkilerde gosterilmistir. Tek basina uygulanan GLA, kontrol grubu ile

kiyaslandiginda yaprak su iceriginde herhangi bir etkiye neden olmamustir.
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4.3. Bugday Yapraklarmn Prolin Miktar:

Prolin miktar1
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Sekil 4.6. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 pM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda digaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) yaprak prolin miktar1
(Pro, umol g™ YA) iizerine etkileri. Siitunlar tizerindeki farkli harfler, istatistiksel bakimdan farkli olan

degerleri gostermektedir (P< 0.05)

Sekil 4.6°da verildigi gibi, 100 ve 200 uM Cd uygulamasmin 7. giiniinde Pro
miktart sirasiyla %34.8 ve %26.9 azalis gostermistir. Buna zit olarak, Cd stresine maruz
birakilan patateste Pro birikimi artmistir (Fidalgo ve ark., 2011). Pro miktarindaki bu
azalig, disaridan uygulanan GLA ile onlenebilmistir. GLA1+Cd gruplarinda gézlenen
Pro miktarindaki artis daha kayda degerdir. Diger bir ¢aligmada nohut stresin azalttigi
Pro miktarinin GLA uygulamasiyla artisi, bitkilerdeki Pro miktarinin olumlu rollerini 6n
plana c¢ikarmaktadir. Pro birikimi bitkilerde proteinlerin ¢evresindeki hidrojene bagl
suyun olusumunda ve serbest radikallerin siipliriilmesinde, membranlarin yapisinin
korunmasinda ve stres altinda hiicre i¢i redoks potansiyelinin dengelenmesinde rol
aldig1 bilinmektedir (Sharma ve Dietz, 2006). Bu nedenle ¢alismamizda Cd+GLA
gruplarinda TBARS ve Pro miktar1 sonucglar1 arasinda zit bir iligki bulunmaktadir.
Ayrica  GLA’nin ozmotik diizenlemede rolii oldugunu diisiinebiliriz. Cd stresi
uygulanan gruplara benzer olarak tek basina uygulanan GLA konsantrasyonlari Pro

miktarina azalmaya neden olmustur.
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4.4. Bugday Yapraklarmmin ROS Miktari

4.4.1. Bugday yapraklarimin H,O, miktari
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Sekil 4.7. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 uM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda digsaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) hidrojen peroksit
miktar1 (H,O,, umol g YA) iizerine etkileri. Siitunlar iizerindeki farkli harfler, istatistiksel bakimdan

farkli olan degerleri gostermektedir (P< 0.05)

Gerek agir metal stresi gerekse diger abiyotik stresler (kuraklik, tuzluluk, su
veya su taskini stresleri) bitkilerde ROS diizeylerinin artisina neden olmaktadir
(Bhardwaj ve ark., 2017). Cd’un uyardig1 oksidatif stres bugday yapraklarinda H,O,
miktarmi artirmistir (Sekil 4.7). Bu degisimin orani, 200 pM Cd stres altinda 2.3 kat
artigla en yiiksek diizeydedir. Buna benzer olarak arsenik uygulanan bitkilerde H,0;
miktarinin arttig1 rapor edilmistir (Chauhan ve ark., 2017). Stres uygulamasi ile birlikte
GLA, tek basina stres uygulamasina gore HO, miktarinda 6nemli bir azalmaya neden
olmustur. Tek basina uygulanan GLA ise 6rneklemenin 7. giiniinde H,O, miktarinda
herhangi bir etki olusturmamistir. Fenolik asitlerin stres kosullari altinda hiicresel
antioksidanlarin aktivitelerini artirdigi yoniinde ¢alismalar mevcuttur (Zhang ve ark.,
2012; Bhardwaj ve ark., 2017). Antioksidanlarin aktivitelerinin fenoliklerle uyarilan bu

artis1 H,O, miktarinin azaltilmasinda etkilidir.
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4.5. Bugday Yapraklarmin Lipid Peroksidasyon Diizeyleri
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Sekil 4.8. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 pM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) lipid peroksidasyonu
(TBARS, nmol g™ YA) iizerine etkileri. Siitunlar tizerindeki farkli harfler, istatistiksel bakimdan farkl:

olman degerleri gostermektedir (P< 0.05)

Lipid peroksidasyonu, tek basina olmasa da hiicre diizeyinde Cd stresinin neden
oldugu hasarin bir gostergesidir (Hernandez ve Almansa, 2002). Tiobarbiriitik asit
reaktif maddeler (TBARS) miktarinin analiz edilmesi ve bu sonucun membran lipidleri
lizerine yaptig1 etkilerin degerlendirilmesi, agir metal ile uyarilan stresin bitki iizerinde
olusturdugu hasarin anlasilmasinda rolii bulunmaktadir (Perez-Lopez ve ark., 2009).
Bugday fidelerinde Cd ve GLA’nin tek basma ya da kombinasyonlu uygulamasinda
TBARS diizeylerinde gozlenen degisimler Sekil 4.8’ de verilmistir. Cd stresinin
konsantrasyonunun artigina bagli olarak TBARS diizeyleri indiiklenmistir. Bu uyarilma
200 uM Cd stres altinda daha fazla olup TBARS diizeylerinde 1.5 kat artis izlenmistir.
Stres uygulanan bugday fidelerine GLA uygulamasi TBARS diizeylerinde istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde azalmaya neden olmustur. Bu azalma, Cd2+GLA1 grubunda tek
basina stres uygulamasina gore daha belirgin sekilde (%35.3) gozlenmistir. Li ve ark.
(2013) salatalik bitkisine sekonder metabolit olan disaridan ferulik asit uygulamislardir
ve uygulamayla birlikte TBARS diizeylerinde bir azalmay1 gozlemislerdir. Caturla ve

ark. (2003)’nin gosterdigi gibi, bu azalma muhtemelen artan antioksidan kapasiteyle
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pozitif olarak etkilesimdedir. Kontrol kosullar1 altinda uygulanan GLA, TBARS

diizeylerinde herhangi bir etki olusturmamustir.
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4.6. Bugday Yapraklarmin Antioksidan Enzim/izozim Aktiviteleri

4.6.1. Bugday yapraklarimin siiperoksit dismutaz enzim/izozim aktivitesi
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Sekil 4.9. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 uM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) SOD izozim ve total
SOD aktivitesi (Unit mg™ protein) iizerine etkileri. Jele 40 pg’lik protein iceren rnekler pipetlenmistir.

Siitunlar tizerindeki farkli harfler, istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri gostermektedir (P< 0.05)
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Deneme siiresince bugday yapraklarinda bir Mn-SOD ve iki Cu/Zn-SOD olmak
tizere toplam li¢ SOD izozimi tanimlanmistir (Sekil 4.9). Total SOD ve SOD izozim
sonuglart birbiriyle uyumludur. Total SOD aktivitesinde Cd stresiyle birlikte artis
izlenmistir. Bu sonu¢ Mn-SOD ve Cu-Zn-SODI1 yogunluklariyla da baglantilidir. Bu
artisa bagli olarak bugday yapraklarinda SOD enziminin katalizledigi reaksiyonun
tirtinii olan H,O, miktart stresle birlikte uyarilmaktadir. Ayrica, Haghighi ve ark. (2010)
marul bitkisine Cd uygulamasi1 sonucunda SOD aktivitesinin arttigini bildirmislerdir.
Diger yandan, Cd2+GLA2 grubu disinda, stres uygulanan bugday bitkilerine GLA
uygulamasiyla SOD aktivitesindeki stresle birlikte gozlenen artis korunmustur. Bu artig
ise Cu-Zn-SOD1-2 bantlarinda gézlenen yogunluk artigiyla paraleldir. Tek bagina GLA
uygulamasi ise SOD aktivitesinde diger gruplarla benzer olarak artig saglamistir. Bu
degisim tiim SOD izozimleriyle de uyumludur. Benzer olarak, Ozfidan-Konakci ve ark.
(2015) tarafindan tuz ve ozmotik stresin kombinasyonlu sekilde c¢eltik bitkilerine

uygulamasindan sonra SOD artis1 rapor edilmistir.
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4.6.2. Bugday yapraklarinin katalaz enzim aktivitesi

Total CAT aktivitesi
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Sekil 4.10. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 uM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) total katalaz aktivitesi
(CAT, Unit mg™ protein) iizerine etkileri. Siitunlar tizerindeki aym harfler, istatistiksel bakimdan farkli

olmayan degerleri gostermektedir (P> 0.05)

Stresle birlikte hiicrede biriken toksik diizeydeki H,O’nin siipiiriilmesi CAT,
POX, APX ya da GR ile basarilmaktadir (Zhang ve ark., 2009). Total CAT aktivitesinde
stres uygulamasinda herhangi bir degisim gozlenmemistir (Sekil 4.10). Ancak, total
CAT aktivitesinde azalma sadece yiiksek Cd konsantrasyonlarinda (200 uM Cd) her iki
GLA miktariyla izlenmistir. Bu grupta gozlenen degisime paralel olarak, ¢eltik bitkisine
uygulanan Cd stresi CAT aktivitesinde azalmaya neden olmustur (Rahman ve ark.,
2016). Stres uygulamasinda oldugu gibi, total CAT aktivitesinde Cd (100 uM Cd) ve
GLA kombinasyonlar1 degisime neden olmamustir. Benzer olarak, kontrol kosullart
altindan uygulanan GLA grubundaki CAT aktivitesiyle kontrol grubundaki aktivite
benzerdir. Caligmamizdaki bu sonucumuza zit olarak kuraklik altinda uygulanan
salisilik asit ve gallik asit CAT aktivitesinde artisa neden olmustur (Saruhan ve ark.,
2012; Wan ve ark., 2014).
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4.6.3. Bugday yapraklarinin peroksidaz enzim aktivitesi

Total POX aktivitesi
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Sekil 4.11. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 uM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) total peroksidaz
aktivitesi (POX, Unit mg™® protein) iizerine etkileri. Siitunlar iizerindeki aymi harfler, istatistiksel

bakimdan farkli olmayan degerleri gostermektedir (P> 0.05)

H20,’ in toksik diizeylerinin siipiiriilmesinde gorev alan diger bir enzimde
POX’dur (Bhardwaj ve ark., 2017). Sekil 4.11°de goriildiigii gibi, Cd stresi POX
aktivitesinde azalmaya neden olmustur. Bu azalmanin oranlari 100 ve 200 uM Cd
stresinde sirastyla %7 ve %6’dir. Ancak bu sonucumuza zit olarak Cd stresi altinda
yetistirilen Kosteletzkya virginica bitkisinde POX aktivitesinin arttig1 izlenmistir (Han
ve ark., 2013). Aym sekilde tek basina GLA uygulamasinda ve diisik Cd
konsantrasyonlarinda GLA uygulamalarinda POX aktivitesinde degisim izlenmemistir.
POX aktivitesinde 200 uM Cd ve GLA2 birlikte uygulandiginda tek basina stres
uygulamasiyla kiyaslandiginda %14 oraninda bir azalma bulunmustur. Ancak diger bir
caligmada soguk stresinde arpada salisilik asit uygulamalar1 POX aktivitesinin daha da

uyarilmasini saglamaktadir (Mutlu ve ark., 2013).
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4.6.4. Bugday yapraklarimin askorbat proksidaz enzim aktivitesi

Total APX aktivitesi
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Sekil 4.12. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 uM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) total askorbat
peroksidaz aktivitesi (APX, Unit mg™ protein) iizerine etkileri. Siitunlar tizerindeki farkli harfler,

istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri géstermektedir (P< 0.05)

Stres ve GLA uygulamalari altinda bugday fidelerinin APX aktivitesinde izlenen
degisimler Sekil 4.12” de verilmistir. Her iki Cd konsantrasyonlariyla (100 ve 200 uM
Cd) APX aktivitesindeki artisin orani sirastyla 1.3 ve 1.5 kattir. Ayn1 sekilde Bhardwaj
ve ark. (2017) kuraklik stresinin APX aktivitesini artirdigin1 gostermislerdir. Bu
calismada APX aktivitesindeki bu artis sadece Cd stresi altinda GLA1 ile korunmustur.
Diger yandan, Cd stresi uygulanan bugday fidelerine disaridan GLA2 uygulamast APX
aktivitesinde azalmaya neden olmustur. Stres uygulamasina benzer olarak, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda tek basina GLA uygulamasi APX aktivitesinde artis
saglamistir. Bir fenolik asit ornegi olan kafeik asit kuraklik stresine maruz kalan

salatalik bitkisinde de APX aktivitesini artirmistir (Wan ve ark., 2014).
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4.6.5. Bugday yapraklarinin gulutatyon ediiktaz enzim aktivitesi

Total GR aktivitesi
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Sekil 4.13. 7 giin siireyle kadmiyum stresine (Cd, 100 ve 200 uM) maruz birakilan bugday (Triticum
aestivum) yapraklarinda disaridan uygulanan gallik asitin (GLA, 0.25 ve 0.75 mM) total glutatyon
rediiktaz aktivitesi (GR, Unit mg™ protein) iizerine etkileri. Siitunlar iizerindeki farkl: harfler, istatistiksel

bakimdan farkli olan degerleri gostermektedir (P< 0.05)

APX stres siiresince uyarilan H,O nin siipiiriilmesinde temel enzimlerden birisi
iken, GR stres altinda glutatyon havuzunun korunmasinda rol almaktadir (Contour-
Ansel ve ark., 2006). 7 giin siiresince uygulanan agir metal stresi total GR aktivitesinde
azalmaya neden olmustur (Sekil 4.13). Diger bir ¢alismada, ay¢icegine uygulanan Cd
stresi GR aktivitesinde azalmaya neden olmustur (Saidi ve ark., 2014). GR
aktivitesindeki bu azalma digaridan GLA uygulamalar ile onlenmigstir. Cd1+GLA2
grubunda GR aktivitesindeki artig maksimum oranda olup bu artis orani tek basina stres
uygulamasiyla kiyaslandiginda 1.9 kattir. Aynmi sekilde GR aktivitesi, Brassica
juncea’da PEG ile uyarilan kuraklik stresi disaridan uygulanan salisilik asit ile

tyilestirilmistir (Alam ve ark., 2013).
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5.SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Bu tez ¢alismasi bugday yapraklarinda kadmiyum ile uyarilan oksidatif strese
kars1 disaridan gallik asit (GLA) uygulamasinin agir metalin olumsuz etkilerini
tyilestirici yonde etkili olup olmadigini belirlemek igin yapilmistir. Su kiiltiiriinde
yetistirilen bugday fidelerine 100 ve 200 uM kadmiyum miktarlar1 tek basima 0.25 ve
0.75 mM GLA kombinasyonlariyla birlikte 7 giin siiresince uygulanmistir. Ornekleme
yapilan gruplarda siirglin uzunluk, yas agirlik, kuru agirlik, bagil su icerigi (RWC),
prolin miktar1 (Pro), hidrojen peroksit (H205) birikimi, lipid peroksidasyon diizeyleri ve
baz1 enzimatik ya da enzimatik olmayan antioksidan aktiviteleri analiz edilmistir. Cd
stresine maruz birakilan bugday fidelerinde kayda deger sekilde biiylime
parametrelerinde etkilenme s6z konusudur. Bu degisim yiiksek Cd konsantrasyonlarinda
daha yiiksek diizeyde oldugu izlenmistir. Siirgiin uzunluk, yas ve kuru agirlikta
gbzlenen bu sonuca bagl olarak bugday fidelerinin biiylimesinde (RGR) ciddi sekilde
degisim goriilmiistiir. Cd uygulanan gruplarda prolin (Pro) miktarinin azalmasinin bir
sonucu olarak yapraklarin su igeriginde de (RWC) azalma gozlenmistir. Agir metal
uygulamasiyla birlikte siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinde artis izlenmistir. Bu
enzimin aktivitesi sonucu olusan H,O, miktar1 artmustir. Artan bu radikal birikimi
askorbat peroksidaz (APX) ile siipiiriilmeye calisilmis ancak APX bu siiregte basarili
olamamistir. Stres uygulamasinda tek basina APX aktivitesi yeterli olmadigindan
bugday yapraklarinin lipid peroksidasyon diizeyi (TBARS miktar1) artma gostermistir.
Ancak disaridan uygulanan GLA uygulamalar1 bugday fidelerinin biiyiime
parametrelerinde (uzunluk ve yas-kuru agirliklar), RGR, yaprak RWC degerlerinde
iyilesme saglayabilmistir. Ozellikle stres altinda GLA uygulamasmin uyardigit RWC
degerlerindeki artis Pro artisiyla da baglantilidir. GLA ve stres uygulanan gruplarda
SOD artistyla olusturulan H,O, antioksidan sistemin aktive edilmesiyle azaltilmistir. Bu
sistemde CAT ve POX enzimlerin aktivitesinde azalma ya da herhangi bir degisim
gozlenmemesine ragmen, stres altinda diisiik GLA konsantrasyonlariyla birlikte APX ve
GR enzimlerin aktivite artisa uyarilabilmistir. Bu durumda strese karsi GLA
korumasinda 6zellikle diisiik GLA konsantrasyonlarinin daha etkili oldugu sdylenebilir.
Bu sonuglar askorbat-glutatyon dongiisii i¢inde yer alan diger enzim ve enzim olmayan

molekiillerin analiziyle de daha da iyi yorumlanabilir.
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5.2. Oneriler

Gerek ililkemiz gerekse diinya topraklarinda kadmiyum konsantrasyonlarinin
birikimi bitkiler tizerinde ciddi etkiler olusturmaktadir. Agir metal ile uyarilan hasarlar;
bitki verimliligi ve Urlin kalitesi tlizerine Onemli sonuglar dogurmaktadir. Artan
endiistrilesme ve insan faaliyetleri sonucu topraklarda ve havada agir metal brikimi artis
gostermektedir. Bu anlamda insan ve bitkiler iizerine etkilerini diisiinecek olursak bu
olumsuz etkilerle basa ¢ikma 6nem kazanmaktadir.

Bugdayin yeryliziindeki genis yetistirme alanini diislinecek olursak ¢alisma bitki
materyalimizi olusturan bugday bitkilerini kadmiyum gibi agir metallerin etkilerinden
korumak i¢in bitkilerin gelistirdikleri savunma mekanizmalarin1i anlamak ve
yorumlamak 6nemlidir.

Son yillarda streslere kars1 sekonder metabolitlerin koruyuculuk rolleri yeni bir
calisma konusudur. Bu metabolitlerden birisi de gallik asittir. GLA’nin kadmiyum
disindaki stres kosullarina verdigi cevaplar dikkat ¢ekicidir. GLA’nin kadmiyum ile
etkilesim yollarinin aciklanmas1 sadece molekiiler biyolojiye degil ayni zamanda
biyoteknolojik ¢aligsmalara da 1s1k tutacaktir. Bitki i¢indeki GLA’nin sentez yollarinda
yer alan enzimler ve bu enzimlerin sentezinden sorumlu genlerin ifadelerinin artirilmasi
ya da bu genlerin aktarilmasiyla transgenik bitkilerin olusturulmasi bitki devamliligi
acisindan degerlidir. Bu konuda olusturulacak yeni bilimsel veriler ve yayinlar diger
arastiricilara yardimer olacaktir. Bugday disindaki ekonomik degere sahip diger
bitkilere de GLA uygulanas1 basta ziraat konusunda g¢alisan arastiricilar olmak {izere

tiim arastiricilara yardimci olacaktir.
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