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Suda ¢ozinebilen fulleren (F) tiirevleri gibi karbon nanoyapilari, tarim igin perspektif ajanlar
olarak kabul edilir. F, stres kosullarina kars1 bitki tepkisini modiile eden yeni bir nano-ajan olabilir. Ancak,
F'nin agroekosistemlerdeki bitkiler tizerindeki etkilerinin altinda yatan mekanizma belirsizligini koruyor.
Zea mays, 3 giin (d) boyunca kobalt stresi (Co, 300 uM) ile/olmadan disaridan Ceo-F uygulamalarina (F1:
100; F2: 250; ve F3: 500 mg L") maruz birakildi. Kobalt stresi blylime (RGR) ve su igerigi (RWC)
degerlerini azaltmigtir. Ancak Co stresine karsi F uygulamalari, bu parametreleri iyilestirmistir. F1 ve F2
konsantrasyonlar1 kobalt stresiyle birlikte uygulandiginda fotosistemlerle (PSI ve PSII) ile iligkili
proteinlerin genlerin ekspresyonlari (psaA ve psbA) artmustir. Strese maruz kalan misir kloroplastlarinda
stiperoksit dismutaz (SOD) ve peroksidaz (POX) aktivitelerini artirmistir. Ancak bu uyarilma toksik
diizeydeki radikallerin siipiiriilmesinde etkili olmamistir. Bu durum, lipid peroksidasyonun artisina neden
olmugtur. Diger yandan, flueren ve kobalt stresini ayn1 zamanda uygulanmasi SOD ve Katalaz (CAT)
aktivitesini artirirken, F1 ve F2 uygulama konsantrasyonlar1 askorbat-glutatyon (AsA-GSH) déngusi
icinde yer alan askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitelerini artirmigtir.
Stresin uyardigi amonyum toksisitesinin azaltilmasinda hem glutamin sentetaz-glutamat sentaz (GS-
GOGAT) yolunun 6zellikle glutamin sentetaz (GS) aktiviteleri kullanildigi hem de glutamat dehidrogenaz
(GDH) aktivitelerinin etkili oldugu sdylenebilir. Stresle azalan nitrat rediiktaz (NR), nitrit rediktaz (NiR)
ve GS aktiviteleri, fuleren ve stres gruplarinda artmistir. Fuleren, GDH enziminin hem aminasyon hem de
deaminasyon aktivitelerini artirarak amonyum toksisitesinden bitkilerin kloroplastlarini korumustur.
Disaridan uygulanan F, fotosistemlerin reaksiyon merkezi proteinleriyle ilgili genlerin ekspresyonlarim
uyararak, savunma sistemiyle ilgili enzimlerin seviyesini artirarak ve musir kloroplastlarinda azot
asimilasyonunu gelistirerek Co toksisitesini makul bir sekilde ortadan kaldird1.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan sistem; fuleren; kobalt stresi; lipid peroksidasyonu; Zea
mays
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Carbon nanostructures, such as the water-soluble fullerene (F) derivatives, are considered
perspective agents for agriculture. F can be a novel nano-agent modulating plant response against stress
conditions. However, the mechanism underlying the impacts of F on plants in agroecosystems remains
unclear. Zea mays was exposed to exogenous Ceo-F applications (F1: 100; F2: 250; and F3: 500 mg L")
with/without cobalt stress (Co, 300 pM) for 3 days (d). Cobalt stress decreased growth (RGR) and water
content (RWC) levels. However, F applications against Co stress improved these parameters. When F1 and
F2 concentrations were applied together with cobalt stress, the expression of genes of photosystems (PSI
and PSII)-related proteins (psaA and psbA) increased. It increased superoxide dismutase (SOD) and
peroxidase (POX) activities in maize chloroplasts exposed to stress. However, this stimulation was not
effective in scavenging toxic radicals. This situation caused an increase in lipid peroxidation. On the other
hand, simultaneous application of fluorene and cobalt stress increased SOD and catalase (CAT) activities,
while F1 and F2 applications concentrations increased ascorbate peroxidase (APX) and glutathione
reductase (GR) enzyme activities in the ascorbate-glutathione (AsA-GSH) cycle. It can be said that both
glutamine synthase-glutamate synthase (GS-GOGAT) pathway, especially GS activities, and glutamate
dehydrogenase (GDH) activities are effective in reducing stress-induced ammonium toxicity. Nitrate
reductase (NR), nitrite reductase (NiR) and GS activities, which decreased with stress, increased in the
fullerene and stress groups. Fulleren protected the chloroplasts of plants from ammonium toxicity by
increasing both amination and deamination activities of the GDH enzyme. Exogenous F conceivably
removed Co toxicity by improving the expressions of genes related to reaction center proteins of
photosystems, increasing the level of enzymes related to the defense system, and improving the nitrogen
assimilation in maize chloroplasts.

Keywords: Antioxidant system; fuleren; kobalt stress; lipid peroxidation; Zea mays
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1. GIRIS

1.1. Nanoteknoloji

Yirmi birinci ylizyila girilmesiyle birlikte 6nem kazanmis olan nanoteknoloji,
bircok alanda kullanilarak yasamimiza girmeye baslamustir. ilag, kozmetik, biyolojik,
gida, tarim gibi farkli alanlarda her gecen yil yayginlasan ve insan hayatinda da énemli
bir yere sahiptir. Yunanca’da Nano terimi “clice" anlamini vermektedir (Durucan, 2006).
“Nanoteknoloji” terimi ise; nano ve teknoloji kelimelerinin birlesiminden olugmaktadir.
Nano ile ifade edilen, herhangi bir 6l¢tiniin milyarda birini gésterir. Ornegin; nanometre,
metrenin milyarda birini (1 nm=10° m) ifade etmektedir. Nanoteknoloji de “cok kiigiik
maddelerin teknolojisi” olmaktadir (Ozdogan ve ark., 2006; Balc1, 2006).

Nanoteknoloji, bahsettigimiz tizere bir¢ok alanda etkilidir. Tiptan tarima kadar her
alanda kullanilan {iriin ve hizmetleri gelistirmek i¢cin molekiiler diizeylerde bir maddenin
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini farkli alanlara yonledirebilen malzeme ve ekipmanlarin
kullanimini igeren yeni bir bilimsel yaklasimdir (Siddigi ve Husen 2016, 2017).
Gelismekte olan iilkeler de tarimin 6dnemli bir yeri oldugunu biliyoruz. Ge¢im kaynagi
olarak niifuslarin %60 'indan fazlasi buna baghdir (Brock ve ark., 2011).

Nanoteknoloji, bitkilerin hastaliklart molekiiler yonetim igin yeni araglar
saglayarak ve bitkilerin besin maddelerini emme ve zorlu ¢evre kosullarina dayanma
yeteneklerini artirarak tarim ve gida endiistrisinde 1y1 bir potansiyele sahiptir (Khan ve
ark., 2016). Bu nedenle, mahsul verimini ve besin degerlerini artirabilir, gevresel kosullari
takip etmek i¢in iyilestirilmis sistemler gelistirebilir ve bitkinin cevresel strese karsi
direncini / toleransini artirabilir (Tarafdar ve ark., 2013). Nanoteknoloji, tarim
endiistrisine son derece yardimci olacak algilayic1 sensorleri ve dagitim sistemleri
saglamay1 taahhiit ediyor. Gelecekte, nano yapili katalizorlerin girdi kullaniminin
verimliligini artirmasi, daha diisiik dozlarda tarimsal girdilere izin vermesi ve mahsul
liretim sistemlerini daha verimli bir sekilde yonetmesi i¢cin mevcut olmasit muhtemeldir
(Liu ve Lal 2015).

Nanoteknolojinin ortaya ¢ikisi ve ¢esitli alanlarda genis spektrumlu uygulamalari
ile Ag, Au, Pb, vb. metallerden veya TiO2, SiO2, ZnO, vb. gibi metal oksitlerden
nanomalzemelerin (NMs) sentezine daha fazla énem verilmektedir. Nanopartikillerin

(NP'ler) sentezlenebilecegi birkag fiziksel, kimyasal veya biyolojik yontem vardir (Husen



ve Siddiqi 2014; Tulinski ve Jurczyk 2017). Tiim bitkiler enzimler, sekerler, proteinler
gibi ¢esitli kimyasal bilesikler ve metal sentezi sirasinda indirgeyici ve stabilize edici
maddeler olarak islev goren flavanoidler, lateks, fenolikler, terpenoidler, alkoller,
aminler, kofaktorler gibi diger fitokimyasallar igerir (Husen 2017). Baz1 sartlar altinda
bitkilerin buylmeleri icin gerekli olan dogal mineralize NM'leri iiretebildikleri de
gozlenmistir (Wang ve ark., 2001).

Nanoteknoloji anlayis1 derinlestik¢e, umariz insanlar ve ¢evreleri iizerinde higbir
olumsuz etkisi olmaksizin tiiketicilere ve ¢ift¢ilere fayda saglayacak onemli bir ekonomik

yukseltici gii¢ olacaktir (Lutz ve Steevens 2009).

1.2. Fuleren

Tarimsal ve ekosistemlerin tiretkenligini ve siirdiiriilebilirligini artirmak i¢in etkili
cevre dostu hazirliklarin olusturulmasi giiniimiizde ilgi konusudur. Su anda farmakoloji
ve biyotip da kullanilan suda ¢oziiniir C60 fulleren tiirevleri gibi karbon nanoyapilari,
tarim ic¢in perspektif ajanlar olarak kabul edilir. Fullerenol (polihidroksi fulleren olarak
da adlandirilir) nanopartikiiller, bitkilerde tuzluluk kaynakli oksidatif stresin
modulasyonu igin potansiyel adaylardir (Shafig, 2019a). Lipofiliklik ve nano sayesinde
hiicre zarlarina girebildikleri, antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 ve tibbi maddeleri
hedef hiicrelere tasidiklar1 gosterilmistir. Suda c¢oziinlir fulleren tlirevlerinin agro
ekosistemlerdeki bitkiler tizerindeki etkisinin altinda yatan mekanizma belirsizligini
koruyor. Bununla birlikte, karbon nanomalzemeler fuleren ve tirevlerinin fizyolojik,
biyokimyasal, beslenme ve genetik seviyelerde bitki biiylimesi ve gelismesindeki rolii
belirsiz ve tartismalidir (Vithanage ve ark., 2017). Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda
tohum ¢imlenmesi, fotosentez, kok bilylimesi ve meyve veriminde dikkate deger bir
iyilesmeye neden olur (Husen ve Siddiqi, 2014). Bu olumlu etkilerin tersine, birkag
calisma, fulleren ve tiirevlerinin bitkiler lizerindeki olumsuz etkilerinin altin1 ¢izmistir;
bu, tohum ¢imlenmesini, kok ve siirgiin biiyltimesini ve biyokiitle olusumunu engellemek
i¢in fitotoksisiteye neden olmustur (Arruda ve ark., 2015). Ornegin bir ¢alismada fulleren
muamelesine tabi tutulan Arabidopsis fideleri, kisaltilmis uzunluklar1 olan gecikmis
kokler ve kok gravitropizmi kaybi sergilemistir (Liu ve ark., 2010).

Ayrica, fuleren ve tlirevlerinin, bitkilerin abiyotik stres toleransinda 6nemli bir rol
oynadig bildirilmektedir (Duhan ve ark., 2017; Khan ve ark., 2017). Karbon atomlarinin

kiiresel kafes benzeri molekiilii sayesinde, fulleren ve tiirevleri, 6zellikle kurakliga karsi



bitki abiyotik stres toleransini etkileyebilen reaktif oksijen tiirlerini (ROS) hem iiretme
hem de temizleme kabiliyetine sahiptir (Trpkovic et al., 2012). Bununla birlikte, daha
fazla ¢alisma, fulleren ve tiirevlerinin ROS detoksifikasyonu i¢in giiclii antioksidanlar

oldugunu vurgulamistir (Wei ve Wang, 2013; Akhtar ve ark., 2017).

[ ~
x~ 100,000,000 x ~ 100,000,000

Sekil 1.1 Fulleren, softbol ve diinya arasindaki boyut farklarinin semasi (National Nanotechnology
Initiative Strategic Plan, 2016’dan alinmistir).

Bitki hiicreleri ile nanomateryaller arasindaki etkilesim c¢ok karisiktir ve
nanomateryal 6zelliklerine (6rn. Boyut, konsantrasyon, sekil, ylizey 6zellikleri ve kimya)
ve bitki dzelliklerine (6rn., Genotip ve yas), ayrica uygulama zamanina ve yoluna da
baglidir. C60 fullerenlerinin, yiizeyde delokalize ¢ift baglara sahip molekiillerin temsili
nedeniyle reaktif oksijen tirlerini (ROS) siiptirmek i¢in gii¢lii bir kapasite sergiledigi
kabul edilmistir. Bununla birlikte, buna zit sonuclar, bitki hiicre duvarlarinda fullerenin
adsorpsiyonunun, ROS olusumuna yol a¢tigin1 ve sonug¢ olarak bitki hiicrelerinin hem
hiicre duvarlarin1 hem de zarlarin1 kesintiye ugrattigini gézlemleyen bazi arastirmacilar
tarafindan rapor edilmistir. ROS' un abiyotik stresler sirasindaki rolii iyi rapor edilmesine
ragmen, kobalt stresi ile iligkili ROS {iretiminin ve sinyallemesinin azot metabolizmasi
Uzerine rolii heniliz bilinmemektedir. Arastirmacilar, kobalt stresi altinda bitkilerde
aralarinda etkilesim oldugunu ve antioksidan sistemin tetiklendigini bildirmislerdir,
ancak kobalt kaynaklt ROS'un rolii ile stres sinyalinin algilanmasi arasindaki iliskiyi
gosteren ve fuleren uygulamasinin bu stres altinda azot metabolizmasi {izerine koruyucu

bir roliiniin olabilecegine dair bir ¢alisma yoktur (Cinisli ve ark., 2019).



1.3. Agir Metal Kobalt (Co) Stresi

Giliniimiizde, ekosistemlerin toprak, su ve hava gibi ortamlarinda yaygin bir
sekilde birikmeye baslayan agir metaller, Diinya yiizeyindeki tim organizmalarin
yasamini tehdit eden 6nemli bir ¢evre sorunu halini almistir. Agir metallerin ¢evreye
yayilmasina neden olan etmenlerin basinda endiistriyel faaliyetler, motorlu tasitlarin
egzozlari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda kullanilan giibre
ve ilaglar ile kentsel atiklar gelmektedir. Ekosfere ulasan agir metallerden ¢inko, mangan,
kobalt, bakir, nikel ve molibden bitki gelisimi i¢in mutlak gerekli iken aliiminyum,
vanadyum, arsenik, civa, kursun, kadmiyum ve selenyum toksik etkilidir. Bitki gelisimi
icin mutlak gerekli element olsun veya olmasin agir metallerin doku ve organlardaki asir1
birikimi bitkilerin vejetatif ve generatif organlarimin gelisimini olumsuz yonde
etkilemektedir. Agir metaller bu toksik etkileri nedeniyle bitkilerde transpirasyon, stoma
hareketleri, su alimi, fotosentez, enzim aktivitesi, ¢imlenme, protein sentezi, membran
stabilitesi, hormonal denge gibi bircok fizyolojik olaymm bozulmasina neden
olmaktadirlar. Toksisite metalden metale degisebildigi gibi, organizmadan organizmaya
da degisebilmektedir. Olumlu veya olumsuz etkiler yalnizca elementin tipi ve
konsantrasyonuna bagh olmayip degisik tiirlerin genetik esasl fizyolojik davraniglari ile
de ilgilidir (Oktiiren Asri ve ark., 2007).

Agir metal iyonlar1 birgok fizyolojik ve biyokimyasal siireglerde temel rol oynar.
Iz halinde bulunan bu iyonlardan bircofu metabolizma, biiyiime ve gelisme icin
gereklidir. Fakat hiicreler, hiicresel hasara neden olan 6nemli ya da alinmasi zorunlu
olmayan iyonlarin fazlalig: ile karsilasirlarsa problemler ortaya ¢ikmaktadir. Metallerle
toprak ya da suyun kontaminasyonu, bitki verimliliginde 6nemli kayiplara ve tehlikeli
saglik etkilerine neden olan 6nemli c¢evresel problemlere neden olmaktadir. Kobalt'in
(Co), bir dizi hayati metabolik bilesene ve bitki hiicresi ve hiicre zarina geri doniisi
olmayan hasara neden oldugu bilinmektedir. Co'nun insanlar, hayvanlar ve prokaryotlar
i¢in esansiyel bir element oldugu uzun yillardir bilinmesine ragmen, bu elementin yiiksek
bitkilerde fizyolojik bir fonksiyonu belirlenememistir. Bitkilerdeki normal Co
konsantrasyonlariin 0.1-10 pg g-1 kuru agirlik kadar diisiik oldugu belirtilirken, bir eser
element olarak faydali rolii tarif edilmistir (Bakkaus ve ark., 2005). iz elementler bitkinin
normal metabolik fonksiyonlari i¢in gereklidir, ancak daha ytiksek konsantrasyonlarda bu
metaller toksiktir ve fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlara ciddi sekilde miidahale
edebilir (EI-Sheekh ve ark., 2003; Jayakumar ve ark., 2008).



Bununla birlikte, Cd, Cu, Ni ve Zn gibi agir elementlerin alimi ve etkisi
engellendiginde faydali gériinmektedir (Wallace ve Abou-Zamzam 1989, Dirilgen ve Inel
1994). Co'nun ¢esitli bitkilerde hem yararli hem de toksik bir sekilde diger elementlerle
etkilesiminin rolii i¢in hala kanit eksikligi olmasina ragmen kobalt toprak da yiiksek
hareketliligi, bitkilerce kolay ve hizli alinmasi ve diisiikk konsantrasyonlarda bile toksik
olmasi nedeniyle ¢evresel acidan en tehlikeli agir metallerden biri olmustur. Bitki
yapisinda azot ve karbonhidrat metabolizmalarin1 degistirmesi nedeniyle birgok
fizyolojik ve biyolojik degisiklige neden olmaktadir. Ayrica, proteinlerin -SH
gruplarindaki enzimleri inaktive etmekte, fotosentezi engellemekte, stomalarin
kapanmasina, transpirasyon ile su kaybimin azalmasina ve klorofil biyosentezinin
bozulmasina neden olmaktadir. Stres altinda stoma kapanmasi sonucu, i¢ den gelen CO2
miktar1 azalir. Bu durum, kloroplastlarda Calvin dongiistiyle CO2 fiksasyonunu ve
NADP+ yenilenmesini sinirlar, CO2/O> oranim azaltir, CO> fiksasyonunu engeller. Bu
kosullar elektronlarin oksijene gegisini artirir. Bunun sonucu olarak hiicrelerde oksidatif
hasara neden olan stiperoksit anyon radikali (O2¢-), hidroksil radikali (OH¢) ve hidrojen
peroksit (H202) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu tetikler (Asada, 2006).
Radikallerin tiimii DNA, protein, klorofil, lipitler ve diger 6nemli makromolekiillere zarar

vererek bitki metabolizmasini etkiler ve verimi diisiirir.

1.4. Reaktif Oksijen Turleri (ROS)

Bitkiler sabit oldugundan, cevresel zorluklarla miicadele etmek icin ¢esitli
stratejiler gelistirdiler. Bu stratejiler, biyotik ve / veya abiyotik stres (ler) in tipine,
ciddiyetine ve kombinasyonuna baghdir ve genellikle atifta bulunulan birden fazla
cevresel isarete uygulanabilecek adaptasyon ve ortama alisma yanitlarini tetiklemek icin
sinyal bilesenlerinin spesifik ve esnek kombinasyonlarini gerektirir (Suzuki ve ark., 2012,
2014). Bu islemlerin baslatilmasi ve diizenlenmesi cogunlukla fitohormonlar (Pieterse ve
ark., 2012; Bartoli ve ark., 2013), kalsiyum iyonlar1 (Ca2+) (Stael ve ark., 2015), reaktif
azot turleri (Kocsy ve ark., 2013) ve reaktif oksijen turleri (ROS) gibi iyi karakterize
edilmis sinyal molekiillerini igerir (Baxter ve ark., 2014). Siperoksit anyonu (O27),
hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (HO-) ve tekli oksijen (*O2) dahil olmak

uzere ROS, fotosentez ve solunumdaki elektron tasima reaksiyonlari sirasinda organeller



de olusur ve fotorespirasyon ve diger metabolizmalarda enzimatik reaksiyonlarin yan
urunleri olarak ROS uretmektedir (Das ve ark., 2015).

Strese maruz kalan bitkiler, oksidatif stresin zararli etmenlerinden korunmak igin
bazi savunma mekanizmalar iiretirler demistik. Bitkilerin agir metale olan tepkisi ,
antioksidan enzimler ag¢isindan savunma mekanizmalarinin aktiflesmesini saglayan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile sonuglanacaktir. Bu nedenle, abiyotik streslere
kars1 kullanilmis savunma tepkilerinden biri de ROS siipiirmedir. Mevcut arastirmamiz,
Co stresinin Zea mays bitkisinde biiylime, besin igerigi ve biyokimyasal bilesenleri

tizerindeki etkilerini aragtirmak amaciyla yiiriitilmistir.
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Sekil 1.2. Reaktif Oksijen Turleri

ROS’larin toksik diizeye ulagmasimin engellenmesi, enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan sistemler tarafindan gerceklestirilir (Bohnert ve ark., 1999).
Enzimatik olmayan antioksidan sistemlerini 6nemli redoks tepkimelerine tampon gorevi
yapan askorbat, glutatyon (GSH), a-tokoferoller, karotenoidler ve fenolik bilesikler
olusturur. Enzimatik savunma sistemlerini ise siiperoksit dismutaz (SOD) askorbat
peroksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatyon rediktaz (GR) ve peroksidaz (POD),
monodehidroksiaskorbat rediiktaz (MDAR) ve dehidroksiaskorbat rediiktaz (DHAR) ve
glutatyon peroksidaz (GPX) enzimleri olusturur (Mittler ve ark., 2004).



Fenton
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Sekil 1.3. Bitki hucresinde ROS uretim yerleri

1.4.1. Reaktif Oksijen Tiirlerine Karsi Gelistirilen Savunma Mekanizmalari

ROS’larin toksik diizeye ulagmasinin engellenmesi, enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan sistemler tarafindan gergeklestirilir (Bohnert ve ark., 1999).
Enzimatik olmayan antioksidan sistemlerini 6nemli redoks tepkimelerine tampon gorevi
yapan askorbat, glutatyon (GSH), a-tokoferoller, karotenoidler ve fenolik bilesikler
olusturur. Enzimatik savunma sistemlerini ise siiperoksit dismutaz (SOD) askorbat
peroksidaz (APX), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve peroksidaz (POX),
monodehidroksiaskorbat rediikktaz (MDAR) ve dehidroksiaskorbat rediktaz (DHAR) ve
glutatyon peroksidaz (GPX) enzimleri olusturur (Mittler ve ark., 2004).

SOD; AOT’lara kars1 koruyucu sistemin ilk adimini olusturmaktadir ve iki
molekil Oz ile reaksiyona girerek birer molekil H2O2 ve Oz sentezlenmesini saglar
(Asada, 1999). O2- , H20> gibi zarlardan difiize olabilme 6zelligine sahip olmadigindan,

bu molekiiliin sentezlendigi hiicresel boliimlerde ortadan kaldirilmasi igin SOD enzimi



bulunur (Alscher ve ark., 2002). Metalo enzimler grubunda yer alan SOD, Mangan SOD
(Mn SOD), Bakir-¢inko SOD (CuZn SOD) ve Demir SOD (Fe SOD) olmak iizere igerdigi
metal gruplaria gore ii¢ farkli izoenzim ¢esidine sahiptir. Bu izoenzimlerden Fe SOD
kloroplastlarda, Mn SOD mitokondri ile peroksizomda ve CuzZn SOD ise kloroplast,
peroksizom, sitozol ve hiicreler arasi boslukta bulunur (Alscher ve ark., 2002). Stres
kosullart altinda SOD aktivitesinin artmast ve bu diizeyin korunmasi, gen
ekspresyonunun ve SOD transkripsiyonunun artmasina baglidir (Minkov ve ark., 1999).
O2- ‘den sentezlenen H2O> , thiol gruplarini oksitleyen giiclii bir oksidant oldugu i¢in, bu
ROS ¢esidinin, thiol-diizenleyici enzimlerin bulundugu organellerde birikmesi
engellenmelidir (Noctor ve ark., 1998). SOD’un sentezledigi H2O2 ’i CAT, POX ve APX
enzimleri detoksifiye eder. CAT, H20> ’i O2 ’e ve H20’ya doniistiiren enzimdir ve bu
enzim yuksek bitkilerde peroksizomda bulunur (Jamei ve ark., 2009). Yiksek katalitik
aktiviteye fakat diigiik substrat afinitesine sahip CAT kloroplastta bulunmadigi icin
buradaki thiol-diizenleyici enzimlerin korunmasinda gérev alamaz. Bu enzimin yerine
ortamdaki H20: ’leri detoksifiye eden ve H202 ’e kars1 daha yiiksek affinite gésteren POX
(Hidrojen Peroksit Oksidorediiktaz)’lar bulunur (Noctor ve ark., 1998). POX, fenolik
bilesikler ve/veya antioksidanlar gibi yardimci substratlarla H2O2’i suya doniistiirtir
(Meloni ve ark.,., 2003). POX, bitkilerde biiyiik oranda bulunur. POX, elverigsiz dis
faktorler altinda tretilen zararl oksijen radikallerinin seviyesini diizenler ve siiperoksit
dismutaz ve CAT’1 da igeren bitki hiicresinin koruyucu enzim kompleksinin pargasidir
(Bakardjieva and Christov, 1996).

APX, H20: detoksifikasyonunda yer alan diger bir enzim olup bu enzimin
izoenzim gruplari kloroplast stromasi ile tilakoid zari, mitokondri, sitozol ve peroksizom
olmak iizere dort farkli kisimda bulunur. APX, H202’1 suya doniistiirlirken, askorbati
(AsA) spesifik elektron dondrii olarak kullanir ve bu reaksiyona AsA’mn tek degerlikli
oksidant formu olan monodihidroaskorbat (MDA, MDASA olarak da kullanilmaktadir)
olusumu eslik eder. MDA direkt olarak NADPH-bagli MDA rediiktaz (MDAR)
enziminin aktivitesiyle AsA’ya indirgenebilir (Mittler ve ark.,2004).

Ayrica MDA  bir enzimatik reaksiyon olmaksizin  kendiliginden
dihidroksiaskorbata (DHA) da indirgenebilir (Sairam ve ark., 2004). DHA’dan AsA
sentezlenmesine DHAR enzimi aracilik eder ve bu reaksiyonda itici giic olarak GSH
(rediikte glutatyon)’in GSSH (okside glutatyon)’a oksidasyonu kullanilir. Son olarak da
GR, NAD(P)H’1 indirgeyici ajan olarak kullamip GSH’in GSSH’dan tekrar

sentezlenmesini saglar.



Enzimatik Olmayan

Asittokascanlas Roli Hiicresel Lokasyonu

Askorbik Asit Direk olarak O, * =, OH" ve H,0, "yu temizler. Kloroplast, apoplast, vakuol, sitozol

Tokoferoller Lipit peroksidasyonunu kirar. Lipit peroksitlerini Bitkilerin tiim kisimlarinda bulunur.
0,*~ ve OH""i temizler. Kloroplast membranlarinda tokoferol

yogun olarak bulunur.

Karotenoidler Peroksi radikalleri ile O, * = ve OH"'i temizler. Sitozol, vakuol

Glutatyon Redoks donglistiniin bir substrati olarak, OH* ile Sitozol, endoplazmik retikulum,
'0,"nin direk temizlenmesinde yararhidir. vakuol, mitokondri

Fenolik Bilesikler Antioksidan ozelliklerini iyi birer hidrojen veya  Sitozol, vakuol

olektron vericisi olmalan, zincir kina 6zellikleri
ve gecis metalleri ile selat olusturmalan ile

gosterirler.

Suiperoksit Dismutaz 0,* 7 "i H,0, ye doniistdiriir. Kloroplast, sitozol, mitokondri,
(sop) peroksizom

Askorbat Peroksidaz H,0,"yi H,0 'ya covirir. Kloroplast, sitozol, mitokondri,
(APX) peroksizom

Katalaz (CAT) H,0,’yi H,0 'ya covirir. Poroksizom

Glutatyon Peroksidaz H,0, yi ve lipit peroksitlerini etkisizlestirir. Kloroplast, sitozol, mitokondri,
(GPX) ondoplazmik retikulum

Sekil 1.4. ROS supuren bazi enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri

APX’in H202’1 detoksifiye etmek i¢in ihtiyag duydugu ve AsA ile GSH i
yeniden sentezlendigi bu dongii askorbat-glutatyon dongusi veya Halliwell-Asada
dongiisii olarak adlandirilir (Secenji ve ark.,., 2008). Ayrica, H202 gibi glutatyon ve AsA
da zarlardan kolayca diffiize olabilir ve farkli boliimler arasinda taginabilirler (Mittler ve
ark.,., 2004). APX gibi glutatyon peroksidaz (GPX) enzimi de H>O>’i suya donistiiriir.
GPX, GSH’1 direkt olarak indirgeyici ajan olarak kullanir ve bu yiizden GPX dongiisii,
GSSH’dan GR araciligiyla GSH’1n yeniden sentezlendigi reaksiyonla baglantilidir (Apel
ve ark., 2004). Kloroplast stromasi ve sitozolde bulunan Peroksiredoksin (PrxR) enzimi
ise tiyoredoksin araciligiyla H2O2’in zararsiz hale getirilmesinde gorev alir (Mittler ve
ark.,., 2004).

Askorbat (AsA, Vitamin C), antioksidan molekuller igcinde en fazla bulunan kiguk
agirlikl bir molekiildiir. Heksoz sekerlerden sentezlenen askorbat, kuru tohumlar harig
biitiin bitki dokularinda bulunur (Smirnoff, 2005). Askorbat, enzimatik reaksiyonlarda rol
almasmin yaninda, H2O; ile enzimatik olmayan reaksiyona girer (Rizhsky ve ark.,.,
2002).

Enzimatik olmayan antioksidanlardan bir digeri olan a-tokoferoller,
kloroplastlarin i¢sel zar yapilarinda sentezlenirler. Hidrofobik ozellikleri nedeniyle

zarlara tutunan a-tokoferoller, buradaki ¢oklu doymamis yag asiti zincirleri ile etkileserek
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zar yapisinin stabilizasyonunu saglarlar (Smirnoff, 2005). Ayrica a-tokoferoller sahip

olduklar1 antioksidan 6zellikleri ile zarlar1 oksidatif hasarlara karsi korurlar.

1.5. Azot metabolizmasi ile ilgili enzim aktiviteleri

Azot (N), oksijen, hidrojen ve karbondan sonra canli organizmalarda bulunan en
temel elementlerden biridir. Atmosferin %78’ine yakin molekiiler azot (N2; N=N)
indirgenme olmadikga canlilarin birgogu tarafindan kullanilamaz. Canli organizmalar;
proteinlerde, niikleik asitler de ve diger baska biyomolekiillerinde fazla miktarda azot
igerirler.

Bitki metabolizmasinin en o©nemli metabolik aktivitelerinden biri azot
metabolizmasidir. Bu metabolik aktivitelerin sonucunda bitkiye alinan inorganik azot
bicimleri (NO3z ve NHa), asimile yaparak organik azot bigimlerine yani amino asitlere
doniistiiriiliir. Amino asitler ise basta protein sentezi olmak tizere solunum, klorofil ve
niikleotid metabolizmasi dahil bir¢ok metabolik aktivite de ham madde olarak kullanilir.
Bu sebepten dolayr azot metabolizmasini inhibe eden bir faktdr, neredeyse
metabolizmanin tiimiinii etkiler ve bitki yasaminda geri doniislimsiiz hasarlar olusturur.
Bitkiler ihtiyaci olan azotu nitrat ve amonyum ile biinyesine alir. Biinyeye alinan azotun
fazlaca olan kismi yapraklarda metabolize edilir ve proteine doniisiir. Alinan nitrat nitrite
daha sonra da amonyaga doniisiir. En sonda amonyak ise protein sentezinde kullanilmak
lizere amino asitlere dontistiirtiliir.

Azot metabolizmas: bitki yasaminda ve veriminde en temel biyokimyasal
sirecleri icermektedir. Azot metabolizmasinda kiicliciik bir degisim, hiicre
bolinmesinden protein sentezine ve sonunda verimlilige kadar biitiin bitki sireclerini
dogrudan veya dolayli yoldan etkileyecektir.

Bitkilerin inorganik azot (N)’u organik forma doniistiirmelerinin tek yolu, bitki
hiicreleri tarafindan nitrojenin asimilasyonu ve rediiksiyonudur. Azot metabolizmasinda
rol alan anahtar enzimlerden nitrat rediiktaz (NR), nitrit rediiktaz (NiR), glutamin sentaz

(GS) ve glutamat sentaz (GOGAT) aktiviteleri belirlenmistir.
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1.5.1. Nitrat rediiktaz aktivitesi

Toprakta yetisen ¢ogu yiiksek bitki, nitrojenlerini nitrat seklinde elde eder. NO3
— NO2" — NH4" — amino asitler yolunda, nitratin nitrat rediiktaz enzimi tarafindan
nitrite indirgenmesinin hiz siirlayici adim oldugu kabul edilir (Spencer, 1998). Bu, bitki
dokularinda nitrat birikebilirken, nitrit ve amonyumun birikmemesi gergegiyle gosterilir
(Hageman ve ark., 1967). NR proteini ve nitrat rediiktaz aktivitesinin miktari,
transkripsiyonel ve translasyon sonrast mekanizmalarin kontrolii altindadir. Baz1 otsu
bitkiler de diisiikk diizeyde nitrojen varliginda nitrat rediiktaz aktivitesinde indirgenmis
nitrojen arasinda pozitif bir iliski gozlemlenmistir (Austin ve ark., 1978). Nitrat
rediiktazin aktivitesini belirleyen temel etmenlerden en Onemlisi ise topraktaki besin
elementleridir. Bu elementlerden molibden ve kiikiirt nitrat rediiktazin yapisinda yer
aldig1 i¢in aktif nitrat rediiktaz sentezi igin elzem elementlerdir (Gebauer ve ark., 1997).

Nitrat rediiktaz’in posttranlasyonel diizenlenmesi, enzim proteininin fosforilasyon
/ defosforilasyon ativitesini icerir. Fosforilasyon nitrat rediktaz aktivitesini negatif yonde
etkileyerek azaltirken, defosforilasyon tam tersi artirir. Bu sebepten dolayi, protein
kinazlar ve protein fosfatazlara bagli olan NR aktivitesi 14-3-3 baglayici protein ve iki
degerlikli katyon seviyeleri, enzim aktivitesindeki posttranlasyonel regiilasyon i¢in
gereklidir. (Campbell, 1999; Kaiser ve ark., 1999).

Nitrat rediiktaz aktivitesi birgok cevresel stres kosullar1 tarafindan yiiksek
duyarlhilikla iglev gosterir. Agir metallerin seviyesi, nitrat rediiktaz aktivitesini 6nemli
duzeyde etkileyen faktorlerden biridir. Birka¢ ¢alismada agir metallere maruz birakilan
bitkiler nitrat rediiktaz aktivitesi degisimleri elde edilmistir (Gouia ve ark., 2000). Nitrat
rediiktaz aktivitesini etkileyen faktorlere bir baska ornek verecek olursak, bitkilerin
yapraklarindaki 151k yogunlugu, gelisim gosterdikleri evre yani fotoperiyot sirasindaki
151k siiresi tarafindan etkilenmektedirler.

Nitrat rediiktaz sitozolde uygun hale gelmis olan kompleks bir enzim olup NADH
ve/veya NAD(P)H dan elektron gecisini gergeklestiren benzer iki alt birimden
olusmustur. Nitrat rediiktaz enzimi bu elektron gecisinde gorev alan ve FAD, sitokrom
(Cyt.) ve molibden iceren prostetik gruplar icerir. (Solomonson ve Barber 1990, Tischner
2000, Miller ve Cramer 2004). NADH 'm FAD'a en iyi sekilde kendi konumlarina
elektron gecisini saglamak igin Cys 899 ve Cys 191 iki sistein oldugunu bildirmistir. Bu
Cys 899 ve Cys 191, agir metallere kars1 oldukca duyarlilardir.
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1.5.2. Nitrit reduktaz aktivitesi

Azot metabolizmasinda nitrit rediiktaz enzimi, nitrat rediiktaz enzimi kadar
onemli bir yere sahiptir. Nitrat rediiktaz aktivitesinin sonucunda olusan NO>, hiicreden
hemen uzaklastirilmazsa, hiicre savunmasini bozar ve hiicre de biiyiik hasarlara yol agar.
Bundan dolay1 normal sartlarda bitki hiicrelerin de NiR aktivitesi NR 'ninkinden ¢ok daha
yuksektir (Heldt ve ark., 2011). Bitki hiicrelerinde, agir metaller NO3 alimini ve nitrat
dengesini etkiler. Nitrat rediiktaza gore daha direnclidir nitrit rediktaz.

Nitrat indirgenmesinde i goren enzimlerden digeri nitrit rediiktaz (NiR) olup,
fotosentetik dokularin temel enzimlerinden biri oldugu, fakat kok ekseni boyunca da esit
dagilim gosterdigi saptanmistir (Polisetty ve Hageman, 1983). Kok hiicreleri icerisindeki
dagilimi plastidlerle smirlidir. Bu enzim serbest ara iirlinler olusturmadan nitriti
amonyaga doniistirmektedir. Diisiik molekiil agirligina sahip olan enzim, yapraklarda
kloroplastlarla koklerde ise proplastidlerle iliskilidir.

Yararli enzim olan nitrit rediiktaz, enzim plastidlerde sinirhidir. Nitrit rediiktazin
proteini daha kararlidir. Bu olaylardan dolay:1 agir metallerin enzimle olan iliskisi nitrat
rediiktaz kadar kolay degildir. Bu sebepten kaynakli metallerin NiR aktivitesi tizerindeki
etkisiyle ilgili ¢aligmalar NR kadar fazla degildir.

1.5.3. Glutamin sentetaz ve glutamat sentaz aktivitesi

Yuksek bitkilerde, koklerin amonyumu almasiyla, nitratin alinmast ve
indirgenmesi sonucunda amonyak, bitkiler icin zararli olmasindan dolay1 hemen organik
yapilara doniismek zorundadir. Amonyagin organik yapilara girisi "Glutamin sentetaz-
Glutamat sentaz" yolu adi verilen mekanizma ile gerceklesir (Haynes, 1986; Marschner,
1995; Pilbeam ve ark., 1999). Bu enzimlere ise glutamin sentetaz (GS) ve glutamat sentaz
(GOGAT)’dur.

Yiiksek bitkilerde, kokler tarafindan amonyumun alinmasi, nitratin alinmasi ve
indirgenmesi ile olusan amonyum, bitki dokusu icin zehirli olmasi nedeniyle hizla
aminoasitlere doniistiiriirler. Bu doniisiim i¢in, glutamin sentetaz (GS) ve glutamat
sentazin (GOGAT) ardigik aktiviteleri gerekir (Lea ve ark.,., 1992). Glutamin sentetaz
(GS), glutamini olusturmak i¢in amonyumu glutamat ile birlestirir. Bu birlesme bir
ATP’nin hidrolizine ihtiya¢ duyar. Bitkiler, biri sitosolde ve digeri kok plastidleri veya

govde kloroplastlarinda olmak tizere iki ¢esit GS igerir. Sitosolik formlar, ¢imlenen



13

tohumlarda veya kok ve govdenin iletim demetlerinde bulunur ve hiicrelerarasi azot
taginim1 i¢in glutamin tretirler. Kok plastidlerindeki GS yerel tiiketim i¢in amid azotu
uretir; govde kloroplastlarindaki GS, fotosolunumda iiretilen NH4’i yeniden Gziimler
(Lam ve ark., 1996). Glutamin seviyesinin plastidte artmasi glutamat sentaz (GOGAT)
aktivitesini tetikler. Bu enzim, glutaminin amid grubunu iki molekiil glutamat olusturmak

Igin 2- oksoglutarat’a aktarir (Sekil 4) (Lam ve ark., 1996).

MESOPHYLL CELL
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Sekil 1.5. Yaprakta mineral durumundaki azotun asimilasyonunda yer alan suireclerin 6zet gosterimi

1.6. Misir (Zea mays L.) Tanitim

Misir (Zea mays L.), Ozellikle Mezoamerika ve Giney Amerika'daki yerli
popiilasyonlar arasinda, genetik biyocesitliliginin hala korundugu Amerika'ya 6zgii
onemli bir tahil mahsuliidiir. Misir, bir¢ok tilkede temel bir besindir. Ayrica, bu tahil aym
zamanda yem, yakit ve endiistriyel diizeyde ¢esitli trtinler igin hammadde olarak da
kullanilmaktadir (Heldt ve ark., 2011).

Diinya misir tiretimi 2018 yilinda yaklasik 1147 milyon ton olup, baglica iiretici
ilkeler Amerika Birlesik Devletleri, Cin ve Brezilya olmustur (Faostat, 2020). Misir
genetik ¢esitliliginin arastirilmasi ve siirdiiriilebilir kullanimi, bu tiir zorluklara karsi
koymaya yardimci olabilir. Misir bitkisinden fazlaca verim alinabilen, yetistirmesi,
hasati, nakliye ve depolama gibi islemlerinin kolay olmasindan dolayi, iiretim ve fiyat
arastirmalarinin olduk¢a degiskensiz olusu ve misir bitkisi slirekli gelisme 6zelligine
sahip olmast nedenleriyle misirin endiistride kullanimi diger tahillara gore hizla

artmaktadir.
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Misir %96 'lik oranla yabanci ddllenen bir bitkidir. Misir bitkisi 10-11 °C’de
cimlenme gergeklesebilir. Ortalama 5-10 cm derinliginde, 15 °C sicaklikta cimlenmeyi
hizlandirabiliriz. Cimlenme esnasinda sicaklik kok ve sap uzama miktarmi dogrusal
iliskisi vardir. Uygun olmayan sicaklik kosullar1 altinda kok ve sap uzamalarin da azalma
ya da Oliim gergeklesebilir. Misir bir sicak iklim bitkisi olmasina ragmen ¢ok sicaklik
isteyen bir bitki degildir. Misir bitkisi sicak ve nemli gecelerde iy bir gelisme gosteremez.
Maisir igin ideal olan serin geceler, giinesli giinler, orta sicaklik gereklidir. Bitkiler igin
dollenme gergeklestirdikten sonra verimi etkileyen faktorlerden biride 1s1k alimudir.
Dollenmeden sonraki 3 gunlik donemde %90 golgelenme (tam bulutluluk) bir bitkinin
verimini %25 diisiirdiigiinii belirlenmistir. Fazla giines enerjisinin de fotosentez olayini
durdurabilecegini unutmamaliyiz. Misir (Zea mays L.), sinif olarak tek g¢enekliler,
bugdaygiller familyasina ait tek yillik bir bitkidir. Misir bitkisinin kok sistemi iyi
gelismistir. Embriyonal kokler, bitkinin yasami siiresince gorevlerini yerine getirirler.
Misir genis adaptasyon seceneklerine sahiptir. Sicak iklim bitkisi olan misir, sicakliga ve
yagisa elverisli bolgelerde yetisenler daha verimli oluyor. Nemin fazla oldugu yerleri de

sever (Elci ve ark., 1987; Kiin, 1997).

Sekil 1.6. Peru'nun Giiney And bolgesinden bazi misir yerel ¢esitlerinin fenotipik degiskenligi (Ranilla,
2020).

Nanoteknoloji  giiniimiizde bircok alanda kullanilmaktadir. Fazla Co*?
uygulamalariyla tarafindan olusturulan oksidatif stresin hiicrelerde reaktif oksijen tirleri
(ROS) olusumunu harekete gegirir. Bitkilerde Co*? konsantrasyonu en yiiksek diizeye
ulasildiginda, kloroplast iizerinde art arda gelen dikkat cekici notlar elde edilir: (i)
fotosentez icin anahtar protein olan rubisco (ribuloz-1,5-bisfosfat-karboksilaz/oksijenaz)

icindeki magnezyumun Co*? ile yer degistirmesi, (ii) klorofil biyosentetik yolda yer alan
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enzimlerin bozulmasi, (iii) karbondioksit asimilasyonunun bozulmasina yol agan karbon
aliminin azaltilmasi. ROS'a kars1 savunma sistemi, siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon rediktaz (GR), askorbat (AsA), katalaz (CAT), glutatyon
(GSH) ve karotenoidler gibi enzimler ve enzim olmayan antioksidanlart meydana getirir.

Bir¢ok caligma, stresin bitkilerde asimilasyonu etkileyebilecegini ve azot aliminm
ortaya koymustur. Azot, niikleik asitlerin, proteinlerin ve diger birgok hiicresel bilesenin
temel bilesenidir. Bu nedenle, azot metabolizmasi bitki biiylimesini diizenlemede en
onemli sureci ele alir. Azot (N) ve karbon (C) asimilasyonunun korunmasi, kaynak
giiclinii saglamak ve stres toleransini arttirmak igin biiyiikk 6nem tasimaktadir. N ve C
metabolizmasi arasindaki etkilesimler bitki gelisimi ve biiylimesi i¢in hayati 6neme
sahiptir.

Tarimsal ve ekosistemlerin iiretkenligini ve siirdiiriilebilirligini artirmak i¢in etkili
cevre dostu hazirliklarin olusturulmasi giiniimiizde ilgi konusudur. Su anda farmakoloji
ve biyotip da kullanilan suda ¢oziiniir C60 fulleren tiirevleri gibi karbon nanoyapilari,
tarim i¢in perspektif ajanlar olarak kabul edilir.

Bu calismada, misir bitkilerinde hem disaridan fuleren uygulamasi hem de kobalt
stresi altinda H20; iiretimi, redoks regiilasyonu, azot metabolizmasi ile iliskili enzim
aktiviteleri ve antioksidan savunmadaki farkliliklar1 ve benzerlikleri arastirilacaktir. Ayni
zamanda bu ¢aligma, sadece kobalt stresi altinda H2O> Uretiminin, redoks regilasyonunun
ve antioksidan korumanin misir bitkilerinde nasil etkilendigine dair veri saglayacaktir.
Fuleren, kobalt ve bunlarin kombinasyonlari altinda, deneme periyodu siiresince su
iligkileri, lipid peroksidasyonu (TBARS miktari) ve H2O, miktarinda degisiklikler
arastirilacaktir.

Antioksidan savunma sisteminin rolli ve redoks durumu [superoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon
rediiktaz (GR)], fuleren ve kobalt stresi altinda agiklanacaktir. Tiim bu etkilesimin azot
metabolizmasi ile baglantis1 da asimilasyon siiresinde etkili olan enzimlerin aktivite

tayinleri ile belirlenecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Tohumlarin temini ve sterilizasyonu

Yiiksek lisans tezinde Tiirkiye ve Diinya’da ekonomik degere sahip olan misir
(Zea mays cv. DKC5741) bitki materyali olarak kullanilmistir. Bu bitki materyalinin
tohumlar1, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii'nden temin edilmistir. Sterilizasyon
asamasi c¢alismada Onemli bir basamaktir. Sterilizasyon asamalar1 i¢in makaleler
incelenmis ve tohumlar 6nce bir dakika siiresince etanolde bekletilmis sonrasinda da 5
defa tekrarlanmak tizere de-iyonize su ile yikanmistir. Bu islem bittikten sonra 10 dakika
stiresince sodyum hipoklorit (%4) soliisyonuna tabi tutulmustur. Ardindan bu soliisyonun

uzaklastirilmasi i¢in 5 tekrarli olarak de-iyonize sudan gegirilmistir.

2.2. Cahisma Deneme Gruplar1 ve Uygulama Esaslan

Tez calismasinda stres faktorii olarak ekosistemde yaygin etkisi olan kobalt stresi
secilmistir. Uygulama dozunu ayarlayabilmek i¢in bu konuda dnceden yapilmig bilimsel
calismalar incelenmistir (Wang ve ark., 2010; Salam ve ark., 2022). Bu incelemeyle 300
uM kobalt (S) uygulamasinin stres olusturabilmek igin yeterli oldugu sonucuna
varilmistir. Diger yandan fuleren (F) uygulamasinda ti¢ farkli fuleren konsantrasyon
secilmis ve kimyasal Merck firmasindan temin edilmistir. Bu konsantrasyonlarin
secilmesinde Ahmadi ve ark., (2020) ¢alismasi temel alinmistir. Buna gore 100 (F1)-250
(F2) ve 500 (F3) mg L C-60-fuleren uygulamasi hidroponik olarak uygulanmistir.

Misir tohumlari petri kaplarinda ¢imlendirildikten 4 giin sonra kobalt stresi ve
fuleren uygulamalar1 yapilmistir. Uygulama stiresi olarak bahsedilen makaleler de g6z
online alindiginda 3 giin secilmistir. Uygulama siiresi sonunda hasat yapilmis ve
yapraklar analiz ig¢in almmustir. Analiz siiresine kadar bekletilen ornekler -80°C
ortaminda tutulmustur. Tezde yer alan uygulama gruplar asagidaki ¢izelgede verilmistir

(Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Tezde kullanilan uygulama gruplart ve tanimlari

Uygulamalar

Tanimlama

17

Kontrol
F1

F2

F3

S+F1

S+F2

S+F3

Stres ya da F uygulanmayan normal kosullar

Stres uygulamasi yapilmadan sadece 100 mg L1 F
uygulamasi

Stres uygulamasi yapilmadan sadece 250 mg L™t F
uygulamasi

Stres uygulamasi yapilmadan sadece 500 mg L™ F
uygulamasi

F uygulamasi yapilmayan ortama sadece kobalt stresi
(300 uM Co) uygulamasi

100 mg L™ F uygulamas1 ve kobalt stresinin (300 pM
Co) birlikte uygulanmasi

250 mg L F uygulamasi ve kobalt stresinin (300 pM
Co) birlikte uygulanmasi

500 mg L F uygulamasi ve kobalt stresinin (300 uM
Co) birlikte uygulanmasi

Tezimizin amaci olan kobalt stresi altinda fuleren nanomateryalinin muhtemel

koruyuculuk rollerini saptayabilmek i¢in fizyolojik ve biyokimyasal analizler yapilmistir.

Fizyolojik analizler icerisinde;

Kismi biiytime orant (RGR)

Bagil su icerigi (RWC)

biyokimyasal parametreler icerisinde,
Antioksidan enzim/izozim aktivite tayinleri (SOD, CAT, POX, APX, GR)

ROS miktar1 (H202 miktar1)

Lipid peroksidasyonu (TBARS miktar1)

Prolin analizi

Protein miktari

Azot metabolizmasi ile iligkili enzim aktiviteleri (NR, NiR, GS, GOGAT,

GDH) incelenmistir.

Molekiiler degisimler
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2.3. Kismi biiyiime oraninin (RGR) saptanmasi

Hasat esnasinda yaprak ornekleri bekletilmeden kismi biiylime oranlarin1 (RGR)
hesaplayabilmek i¢in kuru agirliklar tespit edilmistir. RGR parametresi tekrarli olarak 5
ornek iizerinden yapilmistir. Kismi biiylime orani formiiliinde yer alan kuru agirliklart
(KA) 6lgmek igin 72 saat suresince 70°C’de tutulmustur. Formiilde, 6rneklerin uygulama
yapilmadan onceki (0. giin) ve uygulamanin 3. giiniindeki kuru agirliklar1 bilinmesi
gerckmektedir. Kismi biliylime oranlarim1 (RGR) hesaplamada Hunt ve ark., (2002)
tarafindan verilen formiil kullanilmstir. t1 ve t2 olarak adlandirilan parametreler, 0. giin
ve 3. giin (d) olarak alinmis ve birimi mg mg™ d? olarak hesaplanmigtir. Bu formiil
asagida gosterilmistir:

RGR = [In (KA2) — In (KA)] / (t2 — 1)

2.4. Bagil Su iceriginin (RWC) saptanmasi

3 giin uygulama yapildiktan alinan yaprak drnekleri 6nce yas agirliklarin1 (YA)
belirleyebilmek i¢in tartilmistir. Ornekleme sayis1 her bir gruptan 5 tekrarli olacak sekilde
yapilmigtir. Kismi su igerigi formiiliinde yer alan turgorlu agirliklari (TA) 6lgmek i¢in 50
ml de-iyonize su igeren petri kaplarinda bekletilmis ve yaprak drnekleri tartilmigtir. Kuru
agirliklari (KA) gozlemlemek igin ise ayni 6rnekleri sonrasinda 72 saat siiresince 70°C’de
tutulmustur. Kismi su igeriginin (RWC) hesaplamasinda Smart ve Bingham (1974)
tarafindan verilen formiil kullanilmis ve birimi % olarak hesaplanmistir. Formiil agsagida
gosterilmistir:

RWC (%) = [(YA — KA) / (TA - KA)] X 100

2.5. Enzim ve izozim aktivitelerinin saptanmasi icin kloroplast izolasyonu

Calismamizda hasat sonrasi elde edilen Ornekler, bekletilmeden Tris-HCI,
sorbitol, MgCl,, NaCl, bovin serum albumin (BSA) iceren izolasyon tampon icerisinde
belandir kullanilarak homojenize edilmistir. Homojenat dort katli temiz bir bez
yardimiyla siiziilmiis ve 1000 g’de 6 dakika siiresince santriflij edilmistir. Elde edilen
stipernatant elimine edilmis ve pellet {lizerine yeniden isolasyon tamponu eklenmistir.
Soliisyonun iizerine %40 percol soliisyonu ilave edilerek 1700 g’de 7 dakika siiresince

santrifiij edilmistir. Kloroplastlarin izolasyon saglamlig: ferrisiyanid indirgenme testine
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gore (Lilley ve ark., 1975) yapilmstir. izole edilen kloroplastlar enzim ve izozim aktivite

analizlerinde kullanilmistir.

2.5.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) izozim/enzim aktivitesinin saptanmasi

SOD aktivitesinin hem elektroforetik hem de spektrofotometrik olarak aktivite
tayinleri yapilmistir. SOD izozim analizleri densiyometrik olarak yapilmis ve Laemmli
(1970) tarafindan verilen metotla tamamlanmistir. SOD izozim tayininde kok ornekleri,
9 mM Tris HCI (pH 6.8) ve %13.6 gliserol ile homojenizasyon yapilmis ve 14.000 g’de
5 dakika siiresince santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlarin protein miktari
belirlenmistir. Protein miktarinin belirlenmesi, bovin serum albiiminin standart olarak
kullanilmasiyla Bradford (1976) tarafindan verilen metot temel alinarak yapilmistir.
Protein miktarina bagh olarak her bir gruptan esit miktarda protein (30 ug) yuklemesi
yapilarak SOD izozim tayini belirlenmistir. izozimlerin bant yogunluklar1 Bio-1D
yazilim programi kullanilarak densiyometrik olarak yapilmistir. Ayrica total SOD aktivite
tayini, daha Once verilen ekstrakt tizerinden tamamlanmistir. Bu tayin i¢in Beauchamp ve

Fridovich (1971) ile gosterilen yontem izlenmistir.

2.5.2. Katalaz (CAT) izozim/enzim aktivitesinin saptanmasi

Katalaz (CAT) izozim tayinleri Woodbury ve ark., (1971) ile tanimlanan metotla
yapilmustir. Her bir gruptan 30 pg protein olacak sekilde yiikleme yapilmistir. Total CAT
enzim aktivitesi i¢in Bergmeyer (1970) tarafindan tanimlana yontem kullanilmis ve 50
mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0), %0,3 H202, EDTA ve enzim 6rnegi kuvartz kiivetlere
eklenmistir. Orneklerin aktivite analizleri, 240 nm dalga boyundaki H2O2’nin ii¢ dakika

stiresince tiiketilmesi temel alinarak tamamlanmustir.

2.5.3. Peroksidaz (POX) izozim/enzim aktivitesinin saptanmasi

Peroksidaz (POX) izozim bant yogunlarinin belirlenmesi amaciyla elektroforetik
olarak Seevers ve ark., (1971) tarafindan verilen metot kullanilmistir. Total POX
aktivitesinde Herzog ve Fahimi (1973) tarafindan tanimlanan metottan yararlanilmistir.
3’-3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB), H>O. varliginda okside olmaktadir ve

bunun 465 nm’de absorbans artisi1 temel alinarak total POX aktivite hesaplanmaistir.
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2.5.4. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinin saptanmasi

Askorbat peroksidaz (APX) izozim tayininde, Mittler ve Zilinkas (1993)
belirledigi prosediir kullanilmistir. Her bir gruptan 30 ug protein yuklemesi ile
elektroforez islemi tamamlanmistir. Total APX enzim tayini i¢in Nakano ve Asada (1981)
ile belirlenen protokol kullanilmis olup bu enzimin substrati olan askorbatin
yiikseltgenmesi temel alinmistir. Yiikseltgenmeye bagli olarak absorbansta azalma ¢

dakika siiresince izlenmistir.

2.6. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarinin saptanmasi

2.6.1. Hidrojen peroksit (H202) miktarinin saptanmasi

Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi amaciyla Liu ve ark., (2010)
tarafindan verilen yontem kullanilmistir. Bu yontem 0.5 gr kok ornekleri sivi azotta
par¢alanmis ve aseton ile homojeniz edilmistir. Siiziintii, 3.000 g’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda siipernatant ayrilmis ve titantum tetraklorid igeren soliisyon ilave
edilmistir. Amonyum hidroksit eklenerek 16.000 g’de santrifiij edilmistir. Pellet kismi
aseton ile yikanarak elde edilen pellet H2SOs soliisyonuyla ¢oziilmiistiir. Olusan
soliisyonun 410 nm’de absorbans1 izlenmistir. Bilinen H202 miktarina bagli standart egri

temel alinarak H2O2 miktar1 hesaplanmigtir.

2.7. Lipit peroksidasyonun saptanmasi

Malondialdehit (TBARS -tiobarbiturik asit reaktif maddeler- miktar1) birikimi
lipid peroksidasyonun bir gostergesidir. Stres kosulunda yapraklarin hasar diizeyini veya
fulerenin bu hasar iizerine olumlu rollerini belirleyebilmek icin TBARS miktar1 tayin
edilmistir. Bu nedenle Rao ve Sresty (2000) tarafindan gdsterilen yonteme gore 0.1 gr
yaprak ornekleri tiokloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon
sonrasinda karigim 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda, slipernatant
ayrilmig ve 2-Tiobarbiturik asit (TBA) ve trikloroasetik asit (TCA) karisim1 eklenmistir.
Karigim tiiplere alinmis ve sicak su banyosunda yarim saat tutulmugtur. Miktar tayini i¢in

532 nm ve 600 nm iki farkli araliktaki absorbans degisimleri degerlendirilmistir.
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2.8. Prolin miktarinin saptanmasi

Ornekleme yapilan yapraklardaki prolin miktarinin izlenmesi Bates ve ark.,
(1973) tarafindan yontem temel alinmistir. Her bir bir gruptan 0.1 gr yaprak ornekleri
alimmis ve siilfosalisilik asit eklenerek homojenize edilmistir. Elde edilen karisim filtre
kagidindan siiziiliip asit ninhidrin ve glasiyal asetik asit eklenmistir. Olusan soliisyon
sicak su banyosunda bir saat bekletilmis ve sonrasinda buz banyosuna alinmustir.
Sogutmadan sonra karisima toluen eklenmis ve tist kisim alinarak 520 nm’de absorbansi

kaydedilmistir.

2.9. Total protein miktarimin saptanmasi

Elektroforetik olarak yapilan izozim belirlenmesi ve enzim aktivitelerinin
saptanmast amaciyla protein miktar1 izlenmistir. Bu nedenle Bradford (1976) ile
gosterilen protein tayin yontemi kullanilmistir. Bovin serum albumin (BSA) igeren ve
belirlenen miktar araliginda standartlara gore 6rneklerin protein miktar1 hesaplanmaistir.

Hazirlanan 6rnekler ve kor, sprektrofotometrik olarak 595 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir.

2.10. Azot metabolizmasi ile ilgili enzim aktiviteleri

2.10.1. Nitrat rediiktaz (NR) enzim aktivitesinin saptanmasi

Nitrat rediktaz (NR) enzim aktivitesini belirleyebilmek igin Barro ve ark., (1996)
tarafindan gosterilen metot kullanilmistir. Reaksiyonu baslatabilmek i¢in 50 mM
sodyum-fosfat tamponu (pH 7.5), EDTA, KNOs ve NADH karigimi hazirlanmustir.
Karisim igindeki yaprak Ornekleri dnce oda sicakliginda bekletilmis ve ¢inko asetat
eklenmistir. Karigim sonrasinda santrifiijlenerek ayrim yapilmistir. Spektrofotometrik

olarak absorbansi okunup aktivitesi hesaplanmistir.
2.10.2. Nitrit rediiktaz (NiR) enzim aktivitesinin saptanmasi
Nitrit redliktaz (NiR) enzim aktivitesi, Ida ve Morita (1073) tarafindan izlenen

protokole gore yapilmistir. Yaprak ornekleri 50 mM sodyum-fosfat tamponi, NaNO> ve

metil viologen karigimina maruz birakilmistir. Sonrasinda reaksiyon NaHCO3 ve sodyum
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dithionat eklenerek baslatilmigtir. Oda sicakliginda biraz tutulduktan sonra sicak su
banyosuna alimustir. Absorbanstaki degisim izlenerek yas agirhiktaki umol mg™ olarak

hesaplanmustir.

2.10.3. Glutamin sentetaz (GS) enzim aktivitesinin saptanmasi

Glutamin sentetaz (GS) aktivitesinde Oneal ve Joy (1973) tarafindan verilen metot
izlenmistir. Bu protokol, tris-HCI tamponu, ATP, glutamat, hidroksilamin ve sodyum
asetat iceren karisima 0.1 ml 6rnek ekstrakt: eklenerek baslatilmaktadir. Oncesinde yarim
saat inkiibasyon sonrasinda ise FeCls ve trikloroasetik asit eklenmistir. Santrifiij

edildikten sonra 540 nm’de siipernatant kisminin absorbansi izlenmistir.

2.10.4. Glutamat sentaz (GOGAT) enzim aktivitesinin saptanmasi

Glutamat sentaz (GOGAT) enzim aktivitesinin belirlenmesinde Rachina ve
Nicholas (1985) tarafindan agiklanan metot kullanilmistir. 50 mM sodyum-fosfat
tamponu igerisine a-oksanotarik asit, glutamin ve NADH eklendikten sonra 6rnek
ekstraktt konulmustur. Karisim santrifiijlendikten sonra 340 nm’deki absorbansi takip

edilmistir.

2.10.5. Glutamat dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesinin saptanmasi

Glutamat dehidrogenaz (GDH) enzim aktivitesinde, bu enzimin hem aminasyon
(NADH-GDH) hem de deaminasyon (NAD-GDH) aktivitesi belirlenmistir. Bu amagla
Groat ve Vance (1981) tarafindan izlenen yontem kullanilmistir. 50 mM tris-HCI
tamponu igerisine, o-oksanotarik asit, NH4Cl, NADH ve enzim ekstrakti eklenmistir.
Aktivitelerin hesaplanmasinda 450 nm ve 340 nm’de gozlenen absorbans degerleri

kullanilmistir.
2.11. Istatistiksel Analizler
Fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki elde edilen veriler her bir gruptan

bes tekrar yapilarak degerlendirilmistir. Bulgular one-way ANOVA analiziyle (tek yonli

varyans analizi) yorumlanmistir. Uygulama gruplar1 arasindaki karsilastirma TUKEY
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post-test (SPSS yazilimi, versiyon 23.0) uygulanmistir. Karsilastirma sonunda deger
P<0.05 bulunuyorsa gruplar arasindaki degisimde istatistiksel olarak farkli olarak
yorumlanmustir. Calismamizdaki grafik olarak verilen tiim sonuglarimizdaki hata

cubuklari standart hata temel alinarak yapilmustir.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Tez c¢alismasinda kobalt stresi uygulanan misir yapraklarinda fuleren
uygulamasinin, biiylime, su igerigi, antioksidan savunma sistemi, lipid peroksidasyonu ve
azot metabolizmas: {izerine etkileri fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle
desteklenerek gosterilmeye calisilmistir. Tezde elde edilen verilerin sonuglari ve

yorumlanmasi asagida verilmistir.

3.1. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin kismi biiyiime orani

uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin biiylime iizerine etkisini
belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda kismi bilylime oranlari (RGR) (Sekil 3.1)

analiz edilmistir.
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Sekil 3.1. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L) uygulamasinin kismi biiyiime oranlari (RGR) iizerine etkisi

Misir yapraklarinda kobalt stresi beklendigi gibi bilylime oranlarinda ciddi bir
azalmaya neden olmustur (Sekil 4.1). Diger yandan, fuleren uygulamasi hem stres hem
de kontrol kosullar1 altinda (F2 ve F3 disinda) uygulandiginda stresin olusturdugu
blylmedeki inhibisyonu azaltmistir. Sadece fuleren uygulamasinda en diisiik

konsantrasyonda (F1) RGR’de artis izlenmistir. Ayrica kontrol kosulunda uyguladigimiz
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farkli F miktarlar1 (F1 disinda) kontrole gore yaklasik ayni etki cevabini olusturmustur.
Buylmede gozlenen iyilesmedeki en iyi oran sadece stres uygulanan gruba gore S+F1
grubunda izlenmistir.

Kobalt stresinin bitki biiylime ve gelismesinde olumsuz rolleri rapor edilmistir
(Al ve ark., 2018; Yildiztugay ve ark., 2019). Yapilan bu ¢alismalarda kobalt stresi
uygulanan bugday yapraklarinda RGR diizeyleri ciddi olarak azalmistir. Caligmamizda
stresle birlikte biiyiimedeki (RGR) azalmayla iliski olarak, yaprak uglarindaki uzama
bolgesinde olan bozulma ya da yaprak hicrelerinin mitoz aktivitesindeki azalma
sOylenebilir. Ayrica kobaltin farkli besleyici elementlerle olan iligkisi nedeniyle misir
fideleri i¢in gerekli olan elementlerin de koklere girisi engellenebilir ve bu durum
biiylimedeki azalmay1 olusturabilir. Kobalt ve bitki arasindaki bu etkilesimler Akeel ve
Jahan (2020) tarafindan da gosterilmistir. Kobalt stresi, bitkide yer alan ve enerji
metabolizmasinda gorev alan enzimlerin aktivitesini azaltmis ve ATP olusumunu
siirlamig olabilir. Bu etkiyle stres, hiicrelerde yeterli diizeyde enerji iiretilemediginden
hicrelerin biiyime ve gelismesinin azalmaya neden olmus olabilir. Ancak fuleren
uygulamasi biiyiimedeki tiim bu olumsuz degisimi tersine ¢evirmistir. Fuleren stres
uygulanan kosullarda RGR’deki uyarilmay1 K*, Mn*2, B*3, Mo, Cu*?, Zn*?, Fe*?, Mg*
ve Ca' gibi elementlerin miktari1 (yaymlanmamis data) almimm ve tasinim
mekanizmalarin1 etkileyerek yapmis olabilir. Bu elementler o6zellikle asimilasyon,
klorofil biyosentezinde veya fotosentetik kapasitede etkili oldugu i¢in biiylimeyi bu yolla
uyarmis olabilir. Boylece, fuleren uygulamasiyla misir bitkilerinde kobalt stresine karsi
fotosentik  siireclerde veya pigment sentezinde iyilesme saglanip karbon
metabolizmasinda artiglarla bliylimede artig saglanmis olabilir. Singh ve ark., (2021)
nanopartikiillerin besleyici alinimi iizerine pozitif etkilerini rapor etmislerdir. Gelisen
biiylime ayrica giberellin, oksin ya da brasinosteroid gibi bitki biiyiime diizenleyicilere
ait gen ifadelerinin artisina baglanabilir (Banerjee ve Roychoudhury, 2022). Bu
hormonlardan bazilar1 hiicre bdliinmesinde, uzamasinda, yaprak genislemesinde ve

gdvde uzamasinda rol almaktadir.
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3.2. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin kismi su igerigi iizerine

etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin su miktar1 iizerine etkisini
belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda kismi su igerigi (RWC) (Sekil 3.2) analiz

edilmistir.
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Sekil 3.2. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L?) uygulamasinin kismi su igerigi (RWC) iizerine etkisi

Biiylime parametresinde oldugu gibi kobalt stresi, musir yapraklarinin su
iceriginde azalmaya neden olmustur. Bu azalmanin orani %6.7 oranindadir. Diger yandan
stres ile birlikte fuleren uygulamasi su igeriginde bir 1yilesme saglamis olup 6zellikle F1-
2 konsantrasyonlari, RWC degerlerini kontrol diizeylerinin {izerine kadar ¢ikarmigtir.
Stres uygulanmadan yapilan fuleren uygulamasiyla RWC degerlerinde sadece F1-2
uygulamalarinda 6nemli bir degisim izlenmistir.

Metal iyonlar1 bitki yagsama ortamlarina eklendigi takdirde toprakta su alinmasi ve
devaminda bitkide su igerigi azalmaktadir (Malecka ve ark., 2008). Calismamizda
kobaltin toksik etkileri arasinda sayilan yaprak biiylimesi ve sinirli su alinimi nedeniyle
RWC degerleri azalma egilimindedir. Su miktarinda gozlenen sinirlamalar nedeniyle
yaprak hiicrelerinde oksidatif hasar tetiklenmektedir. Metal iyonu uygulanmasiyla
birlikte bitkilerde akuaporin iletkenligini degistirmekte ve bunun devaminda zarlardaki
su gecirgenligi azalmaktadir. Kursun uygulamasi yapilan Allium cepa bitkisinde yapisi

bozulan akuaporinler nedeniyle su akisi sinirlanmaktadir (Przedpelska-Wasowicz ve
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Wierzbicka, 2011). Bu sonug tezimizde gozledigimiz kobalt stresindeki diisik RWC
degerlerinin nedeni olabilir. Kobalt misir bitkisinde bulunan su kanallariin
gecirgenligini bozmus olabilir. Ayrica Rucinska-Sobkowiak (2016) da belirttigi gibi
toksik diizeydeki metal stresine maruz kalan bitkilerde hiicre ¢eperlerinin iletkenliginde
de azalmalar gozlenmis ve devaminda su alinimi azalmigtir. Pirselova ve Matusikova
(2013) tarafindan kobalt toksisitesinin, bitkilerin karakteristik kalloz depolarinin
olusumunu tetikledigini bildirmislerdir. Stresin bu olumsuz etkilerine karsi disaridan
fuleren uygulayarak iyilesme saglanabilir. Grafikte de gozlendigi gibi fuleren kobalt
stresine karst hiicrelerin su durumunu (RWC) koruyabilmistir. Bu durum, artan prolin

miktarlar1 sonuglarimizla da ortiismektedir.

3.3. Kobalt stresi ve fuleren uygulama gruplarinda antioksidan enzim/izozim

profillemesinde olusan degisimler

3.3.1. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasimin kloroplastik SOD

enzim/izozim aktivitesi Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasimin antioksidan savunma
sistemi lizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda kloroplastik

sliperoksit dizmutaz (SOD) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L'%) uygulamasinin kloroplastik SOD aktivitesi ve SOD izozimlerinin band yogunlugu iizerine
etkisi

Kloroplastik SOD aktivitesi kobalt toksitesisine bagl olarak artmistir. Bu artis,
SOD izozim bant yogunlugunu gosteren densiyometrik analizlerle de desteklenmistir.
Tiim uygulama gruplarinda sadece bir tane bant gézlenmis olup izozim analizlerinde
bunun Cu/Zn-SOD oldugu belirlenmistir. Stres uygulanan musir yapraklarma fuleren
uygulamasi es zamanli olarak yapildiginda kloroplastik SOD aktivitesi daha da artmistir.
Bu degisim SOD izozim analiziyle de desteklenmis ve stres altinda Cu/Zn-SOD
izozimindeki artan bant yogunlugu gosterilmistir. Kontrol kosullarinda fuleren
uygulandig: takdirde kloroplastik SOD aktivitesi, stresli gruplarda oldugu gibi artmistir.
Bu artigta Cu/Zn-SOD bant yogunlugundaki degisim paralellik gostermektedir.

SOD aktivitesi stres altinda bitkilerin ilk savunma cevaplarindan birisidir.
Fotosentez ya da solunum siirecleri i¢inde oksijenin indirgenmesi ya da bazi enzimatik

reaksiyonlarla olusan siiperoksit anyon radikali, bitkiler i¢in toksiktir ve SOD enziminin
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katalizlemesiyle H»O2’ye doniisiir (Gill ve Tuteja, 2010). Calismamizda SOD
aktivitesinde kobalt stresi uygulanan misir yapraklarinda artis gozlenmis ve tiretilen H20:
miktarinda artis saptanmustir. Benzer olarak nikel toksisitesinde yetisen misir bitkilerinde
de SOD aktivitesinde artis saglanmustir (Fiala ve ark., 2021). Calismamizda fuleren
uygulamasi, stresten olumsuz etkilenen misir kloroplastlarinda antioksidan sistemini
uyarmast agisindan Onemlidir. Nanopartikiil smifina ait olan fulerenollerin de ROS
tlrlerini notralize etmede 6nemli oldugu rapor edilmistir (Sachkova ve ark., 2019). Bazi
caligmalarda fuleren ile yakin benzerlik gosteren fullerol ya fullerenollerin SOD
aktivitesine benzer bir aktivite gosterip siiperoksit anyon radikallerini ortadan kaldirdig:
izlenmistir (Rico ve ark., 2015). Daha once yapilan ¢alismalarda kuraklik ve ozmotik
stres altinda yetistirilen Brassica napus and Zea mays bitkilerinde fulerol uygulamasinin

SOD aktivitesini artirdig1 rapor edilmistir.

3.3.2. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin total CAT

enzim/izozim aktivitesi Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasiin antioksidan savunma
sistemi iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda total katalaz (CAT)

aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 3.4. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L1) uygulamasinin total CAT aktivitesi ve CAT izozimlerinin band yogunlugu iizerine etkisi

Deneme siiresince misir yapraklarinda uygulama gruplarinda sadece bir tane CAT
bandi (CAT) gozlenmistir. Bant yogunlugu total CAT aktivitesi paralellik gostermekle
birlikte kobalt stresi misirda CAT aktivitesini azaltmistir. Bu total aktivitedeki azalmanin
orani yaklasik %8 diizeyindedir. Stres grubunda, CAT izozim bandinin yogunlugunun
kontrole gore azalmasi dikkat ¢ekmektedir. Ancak fuleren, stres uygulanan gruplara
eklendigi takdirde CAT aktivitesini, sadece stres uygulanan gruplara goére 6nemli
diizeyde artirmistir. Bu artig S+F2 grubunda oldukg¢a belirgin olup yaklasik 1.6 katlik bir
artisa neden olmustur. Ayni sekilde sadece fuleren uygulanan misir yapraklarinda deneme
siiresince CAT aktivitesinde artig saglanmistir.

Katalaz enzimi, POX ya da askorbat-glutatyon déngusunde yer alan enzimler gibi
H>O:> siipiiriilmesinde gorev alir. APX enziminden farkli olarak H2O> slpurtlmesinde

ayrica substrat olarak askorbata ihtiya¢ duymamaktadir. CAT enziminin katalizlemesiyle
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birlikte H202, toksik olmayan suya doniismektedir. Calismamizda kobalt stresi CAT
azaltmaktadir. Bu azalma sonucunda CAT, H20, siipiiriilmesine katki
saglayamamaktadir. CAT aktivitesindeki bu azalmanin nedeni olarak toksik kobalt
diizeylerinin bu enzimin aktif bolgelerinde olusturdugu hasarlanmalar ve enzimin
katalizleme 6zelligini kaybetmesi sdylenebilir. Stres altindaki misir yapraklarina fuleren
uygulamasi yapildigi durumda konsantrasyondan bagimsiz olarak CAT aktivitesi ciddi
sekilde uyarilabilmistir. Fuleren, kobalt stresiyle olusan toksik H2O> dlzeylerini elimine
edebilmistir. Daha 6nce yayimlanan bir raporda fulerenin kimyasal yapisinda bulunan
yeniden lokalize olan ¢ift baglarin varligi nedeniyle ROS siipiirme kapasitesi bildirilmistir

(Injac ve ark., 2013).

3.3.3. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasmin kloroplastik POX

enzim/izozim aktivitesi Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin antioksidan savunma
sistemi lizerine etkisini belirleyebilmek icin uygulama gruplarinda kloroplastik

peroksidaz (POX) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L"%) uygulamasinin kloroplastik POX aktivitesi ve POX izozimlerinin band yogunlugu iizerine

etkisi

Kloroplastik POX aktivitesindeki degisimi izleyebilmek amaciyla misir
yapraklarinda uygulama sonrasinda yaprak hiicrelerinin hem spektrofotometrik hem de
elektroforetik analiz yardimiyla POX izozim degisimleri tespit edilmistir. Analiz
sonucunda orneklerde U¢ tane POX bantlart (POX1-2-3) gozlenmistir (Sekil 4.5).
Densiyometik analizden de izlendigi gibi stresle birlikte kloroplastik POX aktivitesinde
kontrol grubuna goére 6nemli bir artig izlenmistir. Bu durumu, 6zellikle POX1 ve POX2
bantlarinin yogunluk artis1 da desteklemistir. Ancak fuleren uygulandiginda stresin bu
etkisi tersine c¢evrilmis ve kloroplastik POX aktivitesinde azalma (S+F1 disinda)
gozlenmistir. Ilging olarak kontrol kosulunda uygulanan fuleren, kloroplastik POX

aktivitesinde artiga sadece F1 ve F2 uygulamalarinda neden olmus ancak en yliksek
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fuleren uygulamasinda (F3) herhangi bir degisim saglanmamistir. Bu etki, POX
izozimlerindeki degisim ile benzerdir.

Bagska bir radikal siiptiren enzim de POX enzimidir (Ahammed ve ark., 2020).
Stres antioksidan enzim sistemindeki enzim yapisi ve fonksiyonunu bozabilmektedir.
Bakaur stresi uygulanan ¢eltik bitkilerinde POX aktivitesinde azalma gézlenmistir (Tahjib-
Ul-Arif ve ark., 2020). Bu raporlara zit olarak, ¢alismamizda POX aktivitesinde kobalt
stresi altinda bir artis izlenmistir. Artan SOD aktivitesi sonucunda olusan H»O2
stpurilmesinde, kobalt stresi uygulanan bitkiler POX aktivitesini de kullanarak toksiteyi
azaltmaya caligmigtir. Diger yandan, fuleren kobalt toksitesine karsi radikalleri ortadan

kaldirmada POX aktivitesini uyaramamistir.

3.3.4. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin kloroplastik APX

enzim/izozim aktivitesi Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin antioksidan savunma
sistemi Uzerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda kloroplastik askorbat
peroksidaz (APX) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L"%) uygulamasinin kloroplastik APX aktivitesi ve APX izozimlerinin band yogunlugu iizerine

etkisi

Misir bitkilerine uygulanan stresin ve fulerenin kloroplastik APX aktivitesinde
olusturdugu degisim sekil 4.6’da gosterilmistir. Uygulama gruplarinda iki tane APX
izozimi (APX1-2) izlenmistir. Kobalt stresine maruz kalan misir kloroplastlarinda APX
aktivitesi ciddi sekilde azalma (1.7 kat) gostermistir. Bu azalma, o6zellikle APX1
izoziminin bant yogunlugunda oldukga belirgindir. Sadece stres grubuyla kiyaslandiginda
fuleren ve stres uygulamalar1 yapilan misir yapraklarinda kloroplastik APX aktivitesi
artmistir. APX aktivitesinde olusan bu cevap, tim APX izozimleriyle desteklenirken,
ozellikle APX1 izoziminin bu gruptaki degisimi dikkat cekicidir. Sadece fuleren
uygulanan grupta ise APX aktivitesi kontrol grubuna goére ciddi olarak azalma

gostermistir.
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Askorbat-Glutatyon (AsA-GSH) dongust, mitokondri ve Kloroplast gibi redoks
aktif organellerde 6nemli bir radikal suptrme yoludur. Askorbat peroksidaz (APX)
ortamda H202’in toksik diizeyde bulundugu durumlarda askorbat ile reaksiyonu
katalizleyerek, monodehdroaskorbat ve dehidroaskorbati olusturur. Bu iki iirlin
kendiliginden ya da enzimler tarafindan (monodehidroaskorbat rediiktaz ve
dehidroaskorbat rediiktaz) yeniden askorbata doniistiiriiliir (van Doorn and Ketsa, 2014).
Bu durum bitkilerde stres durumunda askorbat havuzunun korunmasinda ve
yenilenmesinde rol oynar. Calismamizda APX aktivitesi kobalt stresiyle birlikte azalma
gostermis olup bu degisimin sonucunda APX ile H2O> ortadan kaldirilamamaistir. Stres
askorbat havuzunun da azalmasina neden olmustur. Stres kosulunda gozledigimiz H20>
miktarindaki degisim bu sonucu desteklemektedir. Bu sonug diger ¢alismalarda da rapor
edilmistir (Chrysargyris ve ark., 2019). Diger yandan, fuleren, stresle artan H20:
miktarni elimine etmekte askorbati elektron donorii olarak kullanan APX aktivitesini
uyarabilmistir. Buna benzer olarak Xiong ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada
kuraklik stresine maruz kalan Brassica napus bitkisinde disaridan fullerol uygulamasi

yapilmis ve bu nanopartikiil ile askorbat havuzu strese karsi korunabilmistir.

3.3.5. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin kloroplastik GR

enzim/izozim aktivitesi Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin antioksidan savunma
sistemi tizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda kloroplastik glutatyon
rediiktaz (GR) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L) uygulamasinin kloroplastik GR aktivitesi ve GR izozimlerinin band yogunlugu iizerine etkisi

Kobalt stresine bagli olarak olugan oksidatif stres misir yapraklarinin kloroplastik
GR aktivitesinde herhangi bir degisime neden olmamaistir. Native page ile elektroforetik
analizlerde uygulama gruplarinda dort GR (GR1-4) izozim bandi izlenmistir. Kobalt
stresi altinda olusan GR aktivitesindeki degisim, GR1-2-4 izozim bant yogunluklariyla
da agiklanabilmektedir. Fuleren ve stresin birlikte uygulandigi gruplarda (S+F1 ve S+F2)
GR aktivitesinde bir artis gézlenmistir. Bu GR aktivitesindeki artis en fazla oranda S+F2
grubunda izlenmistir. Kontrol kosullar1 altinda uygulanan fuleren GR aktivitesinde
azalmaya neden olmus ya da herhangi bir degisim olusturmamastir.

Calismamizda musir yapraklarinda APX aktivitesine benzer olarak GR

aktivitesinde de herhangi bir artisin gozlenmemesi, stres gruplarinda askorbat-glutatyon
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(AsA-GSH) dongiisiiniin ¢alismamasima ve GR’nin H2O» supurilmesinde etkin rol
almadigina isaret etmektedir. Stres altinda GR aktivitesindeki degisimler 6nceden yapilan
calismalarla da desteklenmistir. Jin ve ark., (2019) tuz stresi altinda azalan GR aktivitesini
gostermiglerdir. Fuleren uygulanan muisir kloroplastlarinin GR aktivitesinde artisin
izlenmesi (S+F1 ve S+F2 gruplarinda) H>O; supiiriilmesinde GR’nin katk: sagladigin
gostermektedir. Transgenik ve mutant bitkilerin kullanimryla stres altinda igsel askorbat
diizeylerinin 6nemli oldugu ve toleransi artirdig1 rapor edilmistir (Yeung et al., 2019).
APX aktivitesiyle olusan dehidroaskorbat, indirgeyici enzim (dehidroaskorbat rediiktaz,
DHAR) ile yeniden askorbata doniismektedir. Glutatyon (GSH), DHAR aktivitesinin
izlenmesinde glutatyonun okside olan formuna (GSSG) doniigiir. Askorbat gibi
glutatyonun da stres altinda yenilenmesi ve GSH havuzunun korunmas1 gerekmektedir.
Bu nedenle glutatyon rediiktaz (GR) enzimi, glutatyonun yeniden olusumunda gérevlidir.
Calismamizda fuleren (F1-F2) uygulamasiyla artan GR aktivitesi, kobalt stresinin
bozdugu GSH redoks dengesinin korunmasinda etkili oldugu soylenebilir. Tezde verileri
yaymlanmayan GSH ve GSSG miktar1 da g6z 6niine alindiginda fulerenin miktarina bagh
olarak kobalt stresi tizerinde etki olusturdugu, ancak en yiiksek fuleren miktarinin kobalt

stresinde GSH havuzunun korunmasinda ve redoks dengesinde yer almadigi sdylenebilir.

3.4. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarimin belirlenmesi

3.4.1. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin hidrojen peroksit

(H202) miktari iizerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin ROS birikimi {izerine
etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda hidrojen peroksit (H202) miktar

analiz edilmistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L) uygulamasinin kloroplastik H,O2 miktari tizerine etkisi

Stres, musir kloroplastlarinin H2O2 miktarinda %49 oraninda artisa neden
olmustur. Fuleren uygulamasiyla deneme sonunda bu toksik diizeydeki H20, miktari,
sadece stres grubuna gore azaltilmistir. En etkin diistis (1,5 kat azalma ile) S+F1 grubunda
saglanmistir. Diger yandan kontrol kosullarinda uygulanan fuleren dozlari misir
yapraklarinda herhangi bir H20> artig1 olusturmamustir.

Stresin dnemli ve ortak bir etkisi de radikal birikimidir. ROS sinifi igerisinde yer
alan H2O, birikim diizeyine gore toksik ya da sinyal 6zelligi tasimaktadir. Normal
kosullar altinda belli ve diisiik miktarda H202 olusturulurken, stres uygulamalarinda ise
H202’nin yiiksek diizeylerde birikimi gozlenmektedir. Stres altinda yiiksek miktarda
birikim oldugunda H20: hiicredeki Onemli bilesenler icin oksidatif stresi de
tetiklemektedir. Ancak normal metabolizma ile olusabilen H.O2 uygun ve diisiik miktarda
birikim gosterdiginde kalsiyum ve hormon gibi farkli sinyal molekiilleriyle etkilesim
haline gecerek sinyalleme yolaklarini uyarabilmektedir. Calismamizda kobalt stresi misir
yaprak kloroplastlarinda yiiksek miktarda H2O birikimine neden olmustur. Bu molekiiliin
siiptiriilmesinde gorev alan enzim aktivitelerini diislinecek olursak (sadece POX
aktivitesi) misir yapraklarinda yetersiz bir H2O> siipiiriillme durumu bulunmaktadir. Bu
etki, stres altinda H20, miktarinin artigin1 agiklamaktadir. Diger yandan, fuleren
uygulamasi1 yaptigimiz gruplarda, stresin H2O> miktar1 {izerine bu etkisi, basarili sekilde
ortadan kaldirilabilmistir. Benzer sekilde Liu ve ark., (2016) yaptiklari calismada

fullerenol uygulamasinin misirda ROS miktarinda azalmay1 tesvik ettigi gosterilmistir.
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3.5. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi

3.5.1. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin TBARS miktar1

Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin lipid peroksidasyonu
tizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda TBARS miktar1 analiz

edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 3.9. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L™%) uygulamasimnin kloroplastik TBARS (Tiobarbirutik asit maddeleri) miktari iizerine etkisi

Kobalt stresine maruz kalan bitkilerde yaygin cevaplardan birisi de lipid
peroksidasyonudur. Bu durumun en etkili gostergelerinden birisi de TBARS miktarinin
belirlenmesidir. Kobalt stresiyle birlikte misir yaprak kloroplastlarinda %69 oraninda
TBARS miktarinda artis izlenmistir. Yaprak hiicre zarlarinda stresle birlikte gelisen
oksidasyon fuleren uygulamasiyla azaltilmistir. TBARS’daki en diisiik diizeyler sadece
stres grubuna gore kiyaslandiginda S+F2 grubunda gosterilmistir. Diger yandan H20-
miktarinda oldugu gibi, fuleren uygulanan misir yapraklarinda TBARS diizeyleri kontrol
grubundakilerle benzerdir.

Kobalt stresi uyguladigimiz misir yapraklarindaki TBARS miktarindaki

artiglarini, strese bagli olarak olusan ve ortadan kaldirilamayan radikallerin
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membranlardaki ve hiicre i¢in O6nemli bilesenler {izerindeki olumsuz etkilerine
baglayabiliriz. Bu etki birgok ¢alismada kobalt stres altinda rapor edilmistir (Zeid ve ark.,
2013). Stresle birlikte fuleren uygulandig1 takdirde lipid peroksidasyon diizeyleri
(TBARS miktar1) fulerenin miktarindan bagimsiz olarak siipiiriilmiistiir. Bu iyilesmede
stresle olusan ROS’larin ortadan kaldirilmasi da etkilidir. S+F gruplarinda antioksidan
sistemin devreye girmesi sonucunda, H202 miktarinda azalmalar ile TBARS miktarindaki
diisiisler birbirine paraleldir. Benzer sonugclar, farkli ¢alismalarla da gosterilmistir. Xiong
ve ark., (2018) tarafindan yayinlanan raporda, su stresinin lipid peroksidasyonu

tizerindeki artiglar1 fullerol uygulamasi ile elime edildigi sunulmustur.

3.6. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin prolin miktari iizerine

etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin osmoregiilasyon iizerine

etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda prolin miktar1 analiz edilmistir (Sekil

3.10).
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Sekil 3.10. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L) uygulamasinin kloroplastik prolin miktari iizerine etkisi

Kobalt stresi yapraklarindaki prolin miktarinda 6nemli diizeyde artisa neden
olmustur. Bu degisimin orani1 1.8 katlik bir artistir. ilging olarak fuleren uygulama

miktarina bagli olarak prolin miktarinda farkli sonuglar izlenmistir. En diisiik dozdaki
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fuleren miktar1 (100 mg L), prolin igerigini énemli diizeyde artirirken (1,2 kat), diger
fuleren konsantrasyonlar1 (F2 ve F3) ise prolin birikiminde strese gore artis
saglayamamistir. Ancak fuleren, stressiz kosullarda uygulandiginda (fulerenin tiim
uygulama gruplarinda) prolin miktarinda artisa neden olmustur. En yiiksek artis F1
grubunda 1.8’lik artisla izlenmistir.

Bitkilerde osmoregiilasyon olarak adlandirilan bir olgu, sinirli olan ortamlarda
bitkilerin su almasina yardimcidir. Osmoregiilasyon olayinda gorev alan bilesiklerden
bazilar1 ¢6ziinebilen sekerler, glisin betain, poliaminler ve prolindir (Suprasanna ve ark.,
2016). Prolin sitoplazmadaki osmotik potansiyeli diisiirmekte, olumlu yonde membran
kararliligimi1 saglamakta ve radikal siipirmede rol oynamaktadir (Abd-Allah ve ark.,
2019). Agir metal stresi oldugu durumlarda toprakta osmotik potansiyel, kokte hiicrelerin
potansiyelinden daha diisiikk diizeye iner. Bu sartlar altinda bitkilerce suyun alinim
oranlari ciddi sekilde sinirlanir. Bu ifade sonuglarimizdaki yaprak RWC degerleriyle de
uyumludur. Prolin birikimiyle hiicrelerde ozmotik basinci artirilir ve su alinma kolaylasir.
Calismamizda stres altinda Pro miktar1 azaldig1 halde, baska calismalarda bunun tersine
stres uygulamasiyla artan Pro miktar1 izlenmistir (Abd-Allah ve ark., 2019). Misir
yapraklarinda kobalt uygulamasinda azalan Pro miktari, bu grupta gézledigimiz diisiik
RWC degerleriyle de uyumludur. Diger yandan fuleren uygulamasi stres altinda Pro
miktar1 agisindan olumlu sonuglar olusturmustur. Buna paralel bir data Chahardoli ve
ark., (2022) tarafindan Nigella arvensis bitkisine titanyum dioksit nanopartikilleri
uygulamasi sonucunda izlenen prolin artisinda gosterilmistir. Calismamizda, bu etki
uyguladigimiz fuleren konsantrasyonuna bagli olarak en diisik dozda (100 mg L
fuleren) izlenmistir. Diger gruplarda (F2 ve F3), prolin miktarinda artisin olmamasina
karsin, bu gruplarda su igerigi, biiylime ve radikal siiplirmede olumlu sonuglar alinmasini,

Pro disinda farkli ozmotik diizenleyicilerin sentezlendigi seklinde yorumlayabiliriz.

3.7. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin protein miktari iizerine

etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin protein miktar1 iizerine

etkisi incelenmis ve deneme sonucunda elde edilen verilen Sekil 3.11°de verilmistir.
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Protein content (mg FW)
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Sekil 3.11. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L'?) uygulamasinin kloroplastik protein miktari iizerine etkisi

Kobalt stresi beklendigi gibi protein miktarinda azalmaya neden olurken, fuleren
uygulamasi stres altinda protein miktarini artirmistir. Bu artisin orani stres grubuyla
karsilastirildiginda diisiik dozdaki fuleren konsantrasyonun protein miktarin1 daha fazla
oranda arttirdig1 gozlenmistir. Fuleren stres olmadan uygulandiginda ise misir
yapraklarinda protein miktarini ayn1 sekilde artirmistir.

Kobalt stresine maruz kalan misir yapraklarinda izledigimiz protein miktarindaki
azalmalar analizlerini tamamladigimiz azot metabolizmasindaki sinirlamalar ile
paralellik gostermektedir. Kobalt stresi misirda protein sentez basamaklarinda azalmalara
ve protein yikiminda yer alan enzimlerin uyarilmasinda rol almis olabilir. Benzer sekilde
Al-Aghabary ve ark., (2005) tarafindan tuz stresi altinda yetistirilen domates bitkilerinde
azalan protein miktar1 rapor edilmistir. Ancak fuleren uygulamasi kobalt stresinin neden
oldugu protein miktarindaki azalmalar1 onlemis ve degerleri kontrol diizeylerinin de
iistline ylikseltebilmistir. Bu, biliylimede (RGR) izledigimiz sonuglarla da paralellik

gostermektedir.
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3.8. Azot metabolizmasina ait enzim aktiviteleri

3.8.1. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin nitrat rediiktaz

aktivitesi Gzerine etkisi
Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin azot metabolizmasinda yer

alan enzim aktivite degisimleri iizerine etkisini belirleyebilmek icin uygulama

gruplarinda nitrat rediiktaz aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarmda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L) uygulamasinim kloroplastik NR aktivitesi iizerine etkisi

Nitrat rediiktaz aktivitesi kobalt stresi altinda misir yapraklarinda azalmistir. Bu
azalma stres altinda fuleren uygulamalariyla 6nlenmistir. Stres ile birlikte ayn1 zamanda
uygulanan F2 (S+F2) en yiiksek NR aktivitesine neden olmustur. Ayni sekilde fuleren
kontrol kosullart altinda misir yapraklarinda nitrat rediiktaz aktivitesindeki artis1 sadece
F1 ve F2 uygulamalarinda saglamistir. Bu artis, F3 grubunda izlenmemistir.

Azot metabolizmas: bitkilerde stres altinda kontrol edilmesi gereken bir
mekanizmadir. Bu metabolizma ile disaridan alinan uygun formdaki azotun (nitrat ya da
amonyum) bazi enzimlerin vasitastyla hiicre i¢inde aminoasitlere kadar doniisiimii s6z
konusudur (Chen ve ark., 2017). Nitrat rediiktaz (NR) enzimi tasiyicilar vasitasiyla alinan

nitratin nitrite doniisiimiinii katalizlemektedir. Calismamizdaki NR aktivitesindeki
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azalmanin nedeni, NR enziminin substrati olan nitrat almmimindaki azalmalar
(yayinlanmamuis bilgi) ya da NR enzimin kobalt stresine bagli aktivitesindeki bozulmalar
olabilir. Diger calismalarda stres altinda nitrat aliniminda ve taginiminda azalmalar rapor
edilmistir (Wang ve ark., 2018). Fuleren uygulamasiyla musir yapraklarinda NR
aktivitesinde, strese gore artig izlenmistir. Ayni sekilde fuleren nitrat miktarinda artig
sagladiysa artan NR aktivitesiyle nitratin nitrit haline doniisimiinii uyarmistir. Bu
durumda bu enzim aktivitesi sonucunda olusan nitritin ortamda biriktigi sOylenebilir. Bu
nitrit artisiyla  birlikte, bu molekiilin NiR enzimi tarafindan katalizlenmesi
saglanabilmistir. Cinko oksit veya silikon oksit nanpoartikullerine stresle birlikte maruz
kalan bitkilerde NR aktivitesi artmistir (Elsakhawy ve ark., 2018).

3.8.2. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin nitrit rediiktaz

aktivitesi Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin azot metabolizmasinda yer
alan enzim aktivite degisimleri iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama

gruplarinda nitrit rediiktaz aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 3.13).

Chloroplastic NiR activity (tmol mg? FW)
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Sekil 3.13. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L) uygulamasinin kloroplastik NiR aktivitesi iizerine etkisi
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NR aktivitesinde olusturdugu etkiye benzer olarak kobalt stresi nitrit rediiktaz
aktivitesini azaltmigtir. Strese maruz kalan misir bitkilerine fuleren eklendigi takdirde
nitrit rediiktaz (NiR) aktivitesi artmistir. Bu degisim, stres uygulanmayan bitkilere fuleren
uygulamasinda da sadece F1 ve F2 uygulama gruplarinda devam ettirilmistir.

Calismamizda kobalt stresi altinda azalan NR aktivitesiyle ortamda nitrit artiginin
saglanamamasina neden olmus ve devaminda NiR aktivitesinin azalmasi nedeniyle de
azot metabolizmasi etkin olarak islememistir. NiR, nitritten amonyum doniisiimiinii
saglar ve olusan amonyum da yine enzimlerin katalizlemesiyle aminoasitlere kadar
doniistir (Jiang ve ark., 2017). Calismamizda kobalt stresi, azot fiksasyonu siirecini
bozmustur. Bu durum hiicrelerdeki aminoasit metabolizmasinda azalmalari uyarmis
olabilir. Azot metabolizmasi ve azotun aminoasit yapisina katilmasi hiicrelerde biiyiime
ile iliskili olarak degerlendirildiginde, stres altinda izlenen RGR degerlerindeki diistisler
de aciklanabilir. Diger yandan, bitkiler i¢cin 6nemli olan nitrat-nitrit doniisiimii, stres
altinda musir yapraklarinda fuleren uygulamasiyla korunmustur. Ciinkii fuleren kobalt
stresine karst hem NR hem de NiR enzim aktivitelerinin artisin1 saglayabilmistir. Bu
sonu¢ S+F gruplarinda izledigimiz artan protein analizi degerlerimizi de

desteklemektedir.

3.8.3. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin glutamin sentetaz

aktivitesi Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin azot metabolizmasinda yer
alan enzim aktivite degisimleri iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama

gruplarinda glutamin sentetaz (GS) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 3.14).
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Chloroplastic GS activity (umol mg? FW)
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Sekil 3.14. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L'1) uygulamasinin kloroplastik GS aktivitesi iizerine etkisi

Kobalt stresi GS aktivitesinde azalmaya neden olmus ve bu azalmanin oran1 %3
olarak hesaplanmustir. Stresle birlikte uygulamasi yapilan fuleren nanopartikili, GS
aktivitesinde bir artisa neden olmustur. Ancak bu durum kontrol kosullarina gore stressiz
ortamda uygulanan fuleren gruplarinda izlenmemistir. Bu uygulamada en diisiik GS
aktivitesi F2 grubunda gosterilmistir.

NiR aktivitesiyle olusan amonyum, proton olusturabilen bir siire¢ olup pH
dengesinin korunmasinda rol oynar (Jiang ve ark., 2017). Amonyum dogrudan glutamin
ve glutamik asit gibi aminoasitlerin yapisina katilabilir ancak bu doniisiim glutamin
sentetaz (GS) ve glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesiyle saglanir (Lopez-Delacalle ve
ark., 2020). Amonyumun toksik 6zelligi nedeniyle ortamdan uzaklagtirilmasi i¢in yapilan
bu doniisiime ayrica glutamat dehidrogenaz (GDH) enziminin aminasyon ve
deaminasyon aktiviteleri de katkida bulunabilir. Stres altinda bu reaksiyonlardaki
sinirlamalar, hiicrede kloroplastlarda yliksek enerjili elektronlarin birikimine neden
olabilir (Araujo ve ark., 2014). Calismamizda GS aktivitesinde artis izlenmediginden
dolay1r amonyum toksik miktarlar1 ortamdan kaldirilamamistir. Diger yandan, fuleren
uygulamasinda amonyumun toksik etkilerini ortadan kaldiran GS-GOGAT yolundaki GS
aktivitesi etkin olarak rol almistir. Bu olguyu S+F3 gruplarinda gozledigimiz en yiiksek

GS aktivitesiyle net olarak séylemek mimkunddr.
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3.8.4. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin glutamat sentaz

aktivitesi Uzerine etkisi
Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin azot metabolizmasinda yer

alan enzim aktivite degisimleri iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama

gruplarinda glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 3.15).

Chloroplastic GOGAT activity (umol mg?! FW)
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Sekil 3.15. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L) uygulamasinin kloroplastik GOGAT aktivitesi tizerine etkisi

Misir yapraklarina uygulanan kobalt stresi glutamat sentaz aktivitesinde herhangi
bir artisa neden olmamistir. Benzer olarak, fuleren stres ile birlikte uygulandiginda,
sadece stres grubuna gére GOGAT aktivitesi (S+F3 disinda) 6nemli diizeyde azalmstir.
Bu goézlenen azalma stres olmadan uygulanan fulerenin tiim dozlarinda da izlenmistir.

Amonyum toksisitesini GS aktivitesiyle birlikte calisarak ortadan kaldiran
GOGAT enziminde hem stres hem de S+F gruplarinda gozledigimiz azalmalar ya da
degismeyen aktivite sonucunda GS-GOGAT yolunun musir yapraklarinda kismen etkili
oldugunu sdyleyebiliriz. Daha 6ncede agiklandigi gibi NiR aktivitesiyle olusan toksik
amonyum diizeyleri GS ile etkili olarak ortadan kaldirilmistir. S+F gruplarinda, GS’deki
artisin nedeni, stresle uyarilan enzimdeki bozulan aktivitenin iyilestirilmesi ya da
glutamatin ortamda tekrardan yenilenmesi olarak sdylenebilir. Ancak GS-GOGAT
yolunun bir bileseni olan GOGAT yiiksek aktivitesinin saglanamamasindan dolay1

kismen amonyum toksitesi ortadan kaldirilmaya c¢alisilmistir. Bu toksitenin ortadan
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kaldirilmasinda bu yolak tek basma calismayip GDH sistemi de etkin olarak rol
alabilmektedir. Bu analizler 1s18inda fulerenin kobalt stresine maruz kalan misir
yapraklarinda inorganik azot ve organik azot doniistimlerini etkili olarak yonettigini

diistinebiliriz.

3.8.5. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin glutamat

dehidrogenaz-aminasyon aktivitesi Gizerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin azot metabolizmasinda yer
alan enzim aktivite degisimleri iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama
gruplarinda glutamat dehidrogenaz (GDH-aminasyon) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil

3.16).

Chloroplastic NADH-GDH activity (umol mg! FW)
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Sekil 3.16. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarmda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L) uygulamasinim kloroplastik NADH-GDH aktivitesi (izerine etkisi

GDH’in aminasyon aktivitesinde, kobalt stresi altinda kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda azalma izlenmistir. Bu degisim stres altinda fuleren uygulamalartyla
tersine cevrilmis olup, NADH-GDH aktivitesi stres ve fuleren birlikte uygulanan
gruplarin timiinde artmistir. En yiiksek NADH-GDH aktivitesi de S+F3 grubunda
gozlenmistir. Sadece fuleren uygulamasinda F1 ve F2 gruplar, NADH-GDH
aktivitesinde herhangi bir degisime neden olmazken, en yiiksek fuleren uygulamasiyla

(F3) NADH-GDH aktivitesinde artis saglanmustir.
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Amonyumu aminoasitlere doniistiren GDH, kobalt stresi altinda misir
yapraklarinda aktivite géstermeyip amonyumun toksik etkilerinin daha da fazla olmasina
neden olmustur. Diger yandan, bu toksiteyi ortadan kaldiran GS-GOGAT yolunun stres
altinda fuleren gruplarinda kismen calismasina ragmen (sadece GS artisiyla), GDH
enziminin hem aminasyon hem de deaminasyon aktivitelerinin artigi nedeniyle amonyum
aminoasitlere donlismiis ve stresin toksitesi fuleren ile aracili olarak azaltilabilmistir.
Artan GDH aktivitesi, sitrik asit dongiisiine araci liriin saglamada ve aminoasit

metabolizmasinda pozitif olarak etkili oldugu bilinmektedir (Nunes-Nesi ve ark., 2013).

3.8.6. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin glutamat

dehidrogenaz-deaminasyon aktivitesi Gizerine etKisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin azot metabolizmasinda yer
alan enzim aktivite degisimleri iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama
gruplarinda glutamat dehidrogenaz (GDH-deaminasyon) aktivitesi analiz edilmistir

(Sekil 3.17).

Chloroplastic NAD-GDH activity (umol mg™* FW)
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Sekil 3.17. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-
500 mg L) uygulamasinim kloroplastik NAD-GDH aktivitesi (izerine etkisi

Misir yapraklarina kobalt stresi uygulandigi zaman NAD-GDH aktivitesi

azalmistir. Ancak fuleren bu azalmayi ortadan kaldirmis ve tiim fuleren uygulama
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miktarinda NAD-GDH aktivitesinde artisa neden olmustur. Ayn1 sekilde bu aktivitedeki
artis kontrole gore sadece fuleren uygulanan gruplarda da izlenmis ve bu aktivite en
yuksek konsantrasyonda uygulanan fuleren grubunda (F3) maksimum diizeye ulasmistir.

NAD’a bagh olarak aktivite gosteren NAD-GDH, glutamatin deaminasyonunu
katalizler ve bu etkide glutamat havuzunun yenilenmesini saglar (Tercé-Laforgue ve ark.,
2015). NAD-GDH ve NADH-GDH aktiviteleri oksijenli solunumda hayati rol alan sitrik
asit dongulsiine 2-okzoglutaratin saglanmasina aracilik eder. Glutamat bileseni, polipeptit,
protein ya da prolin, histidin ve arjinin gibi organik molekillerin sentezinde prekursor
olarak yer alir. Bu molekiiller strese cevap mekanizmasinda ve karbon-azot durumunda
onemli katkilar saglamaktadir. Ayrica glutamat, kalsiyum ve ROS’larla etkilesim
gosterdigi i¢in yeni bir sinyal molekiilii olarak diisliniilmektedir. Bu anlamda fulerenin
kobalt stresi altinda misir yapraklarindaki kloroplastlarda sinyal mekanizmasini uyararak

da korunmay1 saglamis olabilecegini soyleyebiliriz.

3.9. Fotosistemlerle iliskili bazi proteinleri kodlayan genlerin ekspresyon

degisimleri

3.9.1. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin psaA gen ekspresyonu

Uzerine etkisi

Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin PSI ile iliskili fotosentetik
proteinlerin degisimleri iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda psaA

geninin transkript diizeyinde gen ekspresyon analizleri yapilmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.18. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarinda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L1) uygulamasinin psaA gen ekspresyonu iizerine etkisi

Misir yapraklarinda kobalt stresi altinda PSI sistemindeki reaksiyon merkezi
proteinlerini kodlayan psaA genlerin ekspresyon diizeyleri azalma gostermistir.
Ekspresyon analizleri stres altinda fuleren uygulamalarinin tiim konsantrasyonlarinda
psaA geninin transkriptlerinde artisa neden olmustur. Bu artis fulerenin stressiz
ortamlarda uygulanan gruplarinda daha belirgindir. Bu genin ekspresyonundaki en
yuksek artiglar F2 ve F3 gruplarinda izlenmistir. PSI sistemindeki P700 klorofil A
apoprotein A1’1 kodlayan psaA geni stres kosullarinda hassasiyet gostermektedir (Ooi ve
ark., 2016). Bu genin ekspresyonundaki stresle gozlenen azalma misir kloroplastlarinin
fotosentezinde ciddi olarak negatif etkilenmeye isaret etmektedir. Kobalt stresine bagl
fotosentezdeki bu azalma biyumedeki (RGR) azalmalarla da paraleldir. Ancak fuleren
uygulamasi, stresin uyardigi PSI’deki bu olumsuz durumu tersine cevirip stresle
tetiklenen PSl-aracili ROS birikimini de azaltmaktadir. Bu etkiyi olustururken, fuleren
PSI’in elektron kabul etme kabiliyetini iyilestirerek yapabilmektedir. Boylece
fotosentetik aparatlar1 kobalt toksisitesinden korumus olmaktadir. Benzer olarak
Tombuloglu ve ark., (2020) tarafindan magnetit nanopartikiillerinin arpada psaA

genlerini upregiile ettigi raporlanmistir.
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3.9.2. Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin psbA gen ekspresyonu

uzerine etkisi
Kobalt stresi altindaki misirda fuleren uygulamasinin PSII ile iliskili fotosentetik

proteinlerin degisimleri iizerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda psbA

geninin transkript diizeyinde gen ekspresyon analizleri yapilmistir (Sekil 3.19).

Relative expression of psbA gene
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Sekil 3.19. 300 uM kobalt toksisitesine maruz kalan misir yapraklarmnda fuleren (FLN, 100-250-

500 mg L) uygulamasinm psbA gen ekspresyonu tizerine etkisi

Misir yapraklarinda PSII sistemindeki D1 proteinlerini kodlayan psbA genlerinin
mRNA transkriptlerinde, kobalt stresi altinda kontrole gore herhangi bir degisim
gostermemistir. Ancak strese maruz kalan misir yapraklarinda F1 ve F2 uygulamalarinda
(S+F1 ve S+F2) psbA genlerinin ekspresyonlarinda artisa neden olmustur. Bu gen
ifadesindeki artiglar, S+F3 grubunda izlenmemistir, hatta onemli diizeyde azalma
saptanmigtir. Stres uygulanmayan muisir bitkilerinde fuleren, psbA genlerinin kismi
ekspresyonlarinda artiga neden olmustur.

Stres PSI sistemi yani sira PSII sisteminde de hasarlar olusturabilir (Ooi ve ark.,
2016). Calismamizda kobalt stresi psbA geninin ekspresyon diizeyinde herhangi bir
degisim olusturmamistir. Ancak fuleren uygulamalarinda (F1 ve F2) bu gen ifadesinde
artiglar izlenmistir. Bu sonucu fulerenin stres altinda PSII sistem iizerinde koruma
saglayabildigi seklinde yorumlayabiliriz. Daha Onceki bilgiler fonksiyonlanmig

(degistirilmis) nanopartikiillerin kloroplast genleri {iizerinde ¢esitli diizenlemeler
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yapabildigini ortaya koymaktadir (Pagano ve ark., 2018). Fotosistemde yer alan D1 ve
D2 proteinleri stres altinda hasarlanma gosterebilir, aktivitesini kaybedebilir ya da gen
diizeyinde olusan bozulmalarla biyosentezinde aksamalar olusabilir. Ancak fuleren PSII
tizerindeki korumay1 proteinlerin biyosentez yolaklarini iyilestirerek yapmis olabilir. F1
ve F2 uygulamalarinda bu gen ifadesinde artigin saglanmasina ragmen, S+F3 grubunda
artisin saglanmamasi bize bu grupta bu sistem ile iligkili proteinlerin sentezinden sorumlu
psbB, psbC, psbD ve psbE genlerinin de rol aldigin1 gosterebilir. Bu bilgi Tam ve ark.,
(2019) tarafindan da teyit edilmistir. Calismamizda, bu grupta (S+F3) biiylime, su igerigi,

azot metabolizmasi ve antioksidan sistem a¢isindan iyilesme de goriilmektedir.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

4.1 Sonuclar

Kobalt bitkiler igin temel elementlerden birisidir. Ancak yiiksek miktarlarda
ortamda biriktigi takdirde bitkiler i¢in toksik etkiler olusturabilmektedir. Hiicresel
bolmeler onemli islevlere sahip kloroplast organeli {lizerinde de kobalt toksisitesinin
etkileri mevcuttur. Bu nedenle kloroplast organelinde bu strese karsi ¢alisan bilesenlerin
aktiviteleri incelenmistir. Kobalt stresinin misir bitkilerinde biiyiime ve su igeriginde
olumsuz etkilere neden oldugu sdylenebilir. Bu stresin kok hiicrelerinde besleyici olan
elementlerin alinimini, boliinme indekslerini ya da su kanallarim1 olumsuz etkilemis
olabilir. Fakat bu olumsuz durum, fuleren uygulamalariyla ortadan kaldirilmistir. Gen
ekspresyon analizleri de dikkate alindiginda, PSI ve PSII sisteminin kobalt stresinden
etkilendigi ve sistemlerde dolasan elektronun yiiksek enerjili olarak oksijeni indirgemesi
sonucunda radikal birikimi uyarilmistir. Tezimizde ROS tiirleri arasinda sayilan H20>
miktarinin stres altinda artis gosterdigi bulunmustur. Bu H202’nin kaynagi temel olarak
SOD aktivitesi yoluyladir. Ancak farkli bir enzimatik yolaklarla da H20:
olusturulabilmektedir. Stres uygulanan musir yapraklarinda artan SOD aktivitesiyle
birlikte H>O2 miktar1 artis gostermistir. Stresle artan H>O» miktar1 sadece POX
aktivitesiyle (CAT, APX ve GR aktivitelerinde artis izlenmemistir) siipiiriilmeye
calisilmis ancak misir kloroplastlarinda bu enzim basarili olamamistir. Organel zarlari
uzerindeki lipidlerde peroksidasyon (TBARS) ve oksidasyon olaylarinin tetiklendigi
diistintilebilir. Bu durumdan dolay1 kloroplastlarin kobalt stresinden olumsuz yonde
etkilendigini sdyleyebiliriz. Diger yandan kloroplast organeli i¢inde aminoasit sentezi
onemli bir donlisimdiir. Bu sentez basamaklar1 nitrat alinimi ve nitratin nitrite
doniisiimiiyle baglar. Bu dontisiimde NR aktivitesi rol alir. Nitritten amonyak olusumu da
NiR enzimiyle katalizlenir. Hem NR hem de NiR aktivitelerinin azalmasi sonucunda
aminoasit sentez basamaklar1 uyarilamamaktadir. GS, GOGAT ve GDH enzimlerindeki
azalmalarla da amonyak toksisitesi ortadan kaldirilamamaktadir.

Nanopartikiillerin ~ uygulamas1  {lizerine ¢alismalar iki yonlii  olarak
degerlendirilmektedir. Bir yonii uygulama dozuna bagli olarak toksisite olusturmasi,
diger yonii de toleransta etkili sinyal yolaklariyla birlikte calisip bitki i¢in uygun cevaplari
uyarabilmesidir. Bu cevaplar uygulama konsantrasyonlarina ek olarak uygulama siiresi,

bitkinin gelisme donemi ve bitki tiirline gore degismektedir. Elde ettigimiz veriler
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degerlendirildiginde  fuleren  kobalt stresine  karsi  fotosentetik  birimleri
koruyabilmektedir. Ozellikle F1 ve F2 konsantrasyonlar1 kobalt stresiyle birlikte
uygulandiginda PSI ve PSII ile iligkili proteinlerin genlerin ekspresyonlar1 (psaA ve
psbA) artmistir. Ancak en yliksek F konsantrasyonu (F3) 6zellikle PSII ile baglantili
proteinlerin ekspresyonunu (psbA) azaltmistir. Bu grupta (S+F3) bu proteinlerin
ekspresyonu azalmasina ragmen biiylime ve koruma herhangi bir eksiklik olmamasi
nedeniyle bu proteinin sentezinden sorumlu diger genlerin ekspresyonlarinin arttigini
diistinebiliriz. Calismamizda stresin belirteci olan TBARS diizeyleri, sadece fuleren ve
fuleren+stres uygulama gruplarinda herhangi bir artisa neden olmamistir. Bu durum misir
bitkilerine uyguladigimiz fuleren miktarlarinin kloroplastlar1 tizerine herhangi bir
toksisite olusturmamistir. Radikalleri ortadan kaldiran SOD, CAT, APX ve GR
aktiviteleri fuleren uygulamasiyla birlikte ©nemli artislarla strese karst koruma
saglamistir. Bu korumada fulerenin farkli konsantrasyonlart farkli cevaplar
olusturmustur. Tiim fuleren miktari, stres altinda CAT aktivitesini artirirken, F1 ve F2
fuleren uygulama konsantrasyonlar1 AsA-GSH dongisu icinde yer alan APX ve GR
enzim aktivitelerini artirmistir. Bu fuleren konsantrasyonlarinin kobalt stresine karsi
korumada askorbat ve glutatyon havuzlarini yenilebildigi sdylenebilir. Stresin uyardigi
amonyum toksisitesinin azaltilmasinda hem GS-GOGAT yolunun 0zellikle GS
aktiviteleri kullanildig1 hem de GDH aktivitelerinin etkili oldugu diisiiniilebilir.

Stresin olumsuz varligina ragmen azot metabolizmasimnin devamliligr bitki i¢in
onemlidir. Azot bitkilerde uygun sireglerle asimile edildikten sonra hiicre icin 6nemli
olan genetik materyal, aminoasit ya da enerji molekilii olarak kullanilan bilesiklerin
yapisina katilmaktadir. Azot fiksasyonunda bitkiler tarafindan alinma formalar nitrat ya
da amonyum seklinde olmaktadir. Nitrat 6zel tasiyicilar tarafindan hiicreye alindiktan
sonra nitrat rediktaz (NR) enziminin katalizlemesiyle nitrit formuna doniismektedir.
Nitrit, diger bir enzim olan nitrit rediiktaz (NiR) yoluyla amonyumu olusturur. Glutamin
sentetaz (GS) enzimi aracilifiyla ve reaksiyona glutamatin da katilmasiyla amonyum
glutamine doniistlirtiliir. Glutamin de asparajin sentetaz enzimiyle asparajine dondisiir.
Glutamattan glutamin doniisiimiiniin oldugu bu reaksiyonun devamliligi agisindan,
glutamat sentaz (GOGAT) enzimi yeniden glutamatin olusturulmasini saglar. Bu nedenle
GS ve GOGAT enzimleri, amonyumum farkli aminoasitlere doniisiimiinii tetikleyerek
hiicrelerde uzaklastirilmasint saglayan bir sistemdir. Bu sistemin yani sira glutamat
dehidrogenaz (GDH) enzimi de GOGAT enzimi igin gerekli olan glutamattan 2-

okzoglutarat doniisiimiinii saglayarak amonyumun uzaklastirilmasina katki saglar.
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Calismamizda kobalt stresi, NR enzimini artirarak nitrit olusumunu saglamis olabilir.
Ancak musir bitkilerinde NiR enziminde artis saglanamadigi i¢in amonyum {izerinden
aminoasit olusumlar1 azalmis olabilir. Bu durum stres altindaki RGR degerlerinde
izledigimiz azalmalarin nedeni olabilir. Ancak fuleren uygulamasi kobalt stresi altindaki
misir bitkilerinde azot metabolizmasini olumlu yonde etkilemistir. Fuleren ve stres
uygulamasi yapilan bitkilerde artan NR aktivitesiyle nitrat-nitrit donlisimii saglanmais,
devaminda NiR aktivitesinin artisiyla amonyum olusumu ve aminoasitlere doniisiim
uyarilmstir. Ilging olarak amonyumu sistemden uzaklastiran GS-GOGAT dongisiinden
(kismi olarak) cok fuleren GDH enziminin hem aminasyon hem de deaminasyon

aktivitelerini artirarak amonyum toksisitesinden bitkilerin kloroplastlarin1 korumustur.

4.2 Oneriler

Yetisme ortamlarinda uygun miktarlarda bulundugu takdirde kobalt bitkiler i¢in
temel elementlerden birisidir. Ancak, kobalt yanlis tarimsal uygulamalar veya insan
aktivitesi temelli olaylardan dolay1 toksik olarak sayilan miktarlara ulasabilmektedir. Bu
konsantrasyonlarda bitkilerde {iriin verimliligine ve devamliligina etki etmektedir. Basta
kobalt olmak iizere stres kosullarina dayanikli misir gibi iilkemiz i¢in ekonomik degeri
yiiksek olan tahillarin yetistirilmesi 6nemlidir. Ayrica, savunma mekanizmasi yliksek
olan bitkilerin aragtirlmast ve bu bitkilerin sahip oldugu molekiiler yapinin
detaylandirilmas ileriki ¢alismalarin konusu olmalidir.

Fuleren uygulamasi stres ortami olusturmadan yapilarak bitkiler {iizerinde
cevaplar1 incelenmigstir. Ancak fulerenin kloroplast organelindeki siiregleri stres altindan
nasil etkiledigine dair ¢caligsmalar cok azdir. Bu durum tezimizin 6nemini olusturmaktadir.
Konsantrasyona bagli olarak kobalt stresine verdigi cevaplar degigsmektedir. Bu tez
verileri bitkilerde organel bazinda (kloroplast) fuleren ve stres savunma mekanizmalari
arasindaki etkilesime Onemli katkilar saglayacaktir. Bu yondeki ¢aligmalarin devam
ettirilip 6zellikle molekiler duzeydeki cevaplarinin da ortaya konulmasi gerekmektedir.
Ozellikle fotosentetik birimlerin stres altinda fuleren uygulamastyla nasil etkilendigi ve
korunabildigi detaylandirilmalidir. Bu tez konusuna ait yapilan analizlerin bir kismi
degerlendirilip uluslararas1 alanda 6nemli bir yere sahip dergide arastirma makalesi

olarak yayinlanmistir.
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