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OZET

Bu ¢alismada spermidin (SPD), spermin (SPM) ve putresin (PUT) poliaminleri ile 6n
muamele yapildiktan sonra diuron herbisiti uygulanan misir fidelerindeki nispi su igerigi,
toplam klorofil, karotenoid, ¢oziinebilir protein, lipid peroksidasyonu, prolin, askorbik asit
miktarlar1 ve antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz (SOD), guaikol peroksidaz (GPX),
glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz (KAT)) aktivite degisimi belirlenmistir.

Diuron uygulanan fidelerdeki lipid peroksidasyonu ve prolin igeriginin arttigi, nispi su
icerigi, toplam klorofil, karotenoid ve c¢oziinebilir protein miktarlarinin ise istatistiki
bakimdan 6nemli 6l¢iide azaldig1 belirlenmistir. Poliaminlerle 6n muamele yapilan fidelerdeki
lipid peroksidasyonu artisinin daha az oldugu ve diuronun sebep oldugu lipid
peroksidasyonunu gidermede en etkili poliaminin SPM oldugunu kaydedilmistir. Diger
taraftan poliaminlerle 6n muamele yapilan fidelerdeki prolin igeriginin sadece diuron
uygulanan fidelere nazaran daha fazla arttifi ve en etkili poliaminin PUT oldugu
belirlenmistir. Poliaminlerle 6n muamele nispi su iceriginde istatistiki bakimdan 6nemli bir
degisime sebep olmazken, toplam klorofil, karotenoid ve ¢oziinebilir protein miktarlarinda
diuron etkisiyle meydana gelen azalmalarin engellendigi tespit edilmistir. Diuron uygulanan
fidelerdeki askorbik asit miktarinin baglangigta azaldigi daha sonra ise arttigi belirlenmis
olup, poliamin 6n muamelesinin askorbik asit miktarinda 6nemli bir degisime sebep olmadigi
kaydedilmistir. Antioksidan enzimlerle ilgili yapilan c¢alismalarda, diuron uygulamasiyla
fidelerdeki SOD, GPX ve GR aktivitelerinin arttigi, KAT aktivitesinin ise azaldig1
belirlenmistir. Poliaminlerle 6n muamele yapilan fidelerdeki enzim aktivitelerinde, poliamin
cesitine ve diuron uygulama stiresine bagl olarak farkli degisimler bulunmustur.

Elde edilen veriler 1s1g1nda, poliaminlerin direkt olarak serbest radikalleri temizleyerek
veya reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin seviyesini azaltan sistemlerin etkilerini geligtirerek
oksidatif strese sebep olan faktorlere karsi bitkilerin tolerans mekanizmasina katilmalari

muhtemeldir.

Anahtar Kelimeler: Poliamin, Oksidatif Stres, Diuron, Antioksidan enzimler, Prolin,

Askorbik asit



SUMMARY

Research of Polyamines's Effect on Oxidative Stress in Biochemical Levels

In this study , maize (Zea mays L.) seedlings subject to diuron after pretreated with
polyamines (spermidine, spermine and putrescine) were examined to find out the changes of
relative water content, total chlorophyll, carotenoid, soluble protein, lipid peroxidation,
proline, ascorbic acid and change in activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase
(SOD), guaiacol peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR) and catalase (CAT)).

In the maize seedlings, lipid peroxidation and proline content were increased by diuron
treatment, while relative water content, total chlorophyll, carotenoid and soluble protein
quantity were decreased significantly. Pretreatment with polyamines increased the lipid
peroxidation less than diuron treatment. And most effective polyamines in prevention of lipid
peroxidation was spermidine. On the other hand, proline content was increased by polyamines
pretreatment more than just treatment with diuron. And most effective polyamine was
putrescine.

Pretreatment with polyamines didn’t cause a significant change in the statistical sense in
relative water content, while the reduction of total chlorophyll, carotenoid and soluble protein
content due to the diuron treatment have been identified prevented with polyamines. At the
beginning, ascorbic acid content decreased with diuron treatment in seedlings, but after that
content of ascorbic acid increased. It was reported that pretreatment with polyamines didn’t
effect to ascorbic acid.

SOD, GPX and GR activities were recorded to increase in seedlings exposed to diuron,
while CAT activity was decreased. The enzyme activities in seedlings pretreated with
polyamines showed different changes according to polyamines kind and duration of diuron
treatment.

According to the present result, polyamines might deactivated ROS or reduce ROS level
by supporting antioxidant scavenging systems. So it can be said that polyamines can
positively stimulate the tolerance mechanisms of plants against the factors caused oxidative

stress.

Key Words: Oxidative stress, Polyamines, Diuron, Antioxidant enzymes, proline, Ascorbic

acid.
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1. GENEL BiLGILER

1.1.Giris

Bitkiler canlilarin 6nemli bir boliimiinii olusturur ve canli yasamin devamliligi
acisindan doganin vazgegilmez dgelerindendirler. Besin piramidinin tabaninda yer aldiklari
icin, ekosistemin primer {ireticileri konumundadirlar. Primer {iretici organizmalar,
yasadiklar1 ortamdan aldiklar1 hammaddeleri (azot, fosfor, potasyum, kalsiyum v.b besin
elementleri ile karbondioksit) kullanarak kendileri ve diger canlilarin yasamlari i¢in gerekli
olan besinleri sentezleyen organizmalardir. Yesil bitkilerin 6nemi, sadece primer iiretici
olmalari ile siirli degildir. Ekosistemin oksijen ve karbondioksit dengesinin korunmasi ve
buna bagli olarak yeryiiziindeki sicaklik kontroliiniin saglanmasi da yesil bitkilerin
denetimi altindadir. Bitkiler ayrica erozyonu Onler, topraga organik madde kazandirir,
canlilara barinma ve beslenme ortami saglayarak ekosisteme devamlilik kazandirirlar.
Bunlarin disinda bitkilerin tarimda, mobilyacilikta, tekstilde, ilag ve kimya sanayiinde ve
siis bitkisi olarak peyzaj diizenlemelerinde de 6nemli islevleri bulunmaktadir.

Ustlendikleri tiim bu gérevler, bitkilerin doganin vazgecilmez unsurlar1 olduklarinin
cok acik bir gostergesidir. Fakat canli yagsami i¢in bu kadar 6nemli olan bitki gelisimi ve
verimliligi, cesitli c¢evre faktorlerinden olumsuz etkilenir. Bitkilerin olumsuz c¢evre
faktorleri altinda hayatta kalabilmesi, bitki tliriiniin kendine 0zgii optimum c¢evre
isteklerinin karsilanmasi ile miimkiindiir. Bu optimum isteklerde meydana gelen her tiirlii
artis ve azalig bitki metabolizmasinda stresi meydana getirir (Levitt, 1980). Diger bir ifade
ile bitkide metabolizmay1 etkileyip 6nemli fizyolojik ve metabolik degisimlere yol agarak
bitkilerde biiylime ve gelismeyi olumsuz sekilde etkileyen, {iriinde nitelik ve nicelik
kaybina (iirlin kalitesinin ve miktarinin azalmasina), bitkinin veya organlarmin 6liimiine
yol agabilen durumlar stres olarak kabul edilir (Mojovic, 2004). Elverissiz bir c¢evre
faktorline karsi bitkinin hayatta kalabilme yetenegine ise “stres direnci” denir (Levitt,
1980).

Stres faktorleri, bitkileri yasamlarinin herhangi bir doneminde ortaya c¢ikarak
etkileyen ancak degisik tepkilerin alinmasina yol agabilen diger bir deyisle 6zellikleri
birbirine benzemeyen bitkileri degisik olarak etkileyen ¢evresel etmenlerdir (Mojovic,
2004). Herhangi bir stres faktoriine maruz kalan organizmanin biitiin fonksiyonel

birimlerinde degisimler ve tepkiler meydana gelir. Stresin ortadan kalkmasi veya strese



kars1 direng saglanmasi durumunda, stres geri doniisiimlii olabilir. Ancak stres olay1 gegici
olarak meydana gelmigse bile, stresin uzun siire devam etmesi, siddetini arttirmasi veya
dayaniklilik saglanamamasi durumunda, bitki canliligi gerilemeye baslamakta ve stres
devam ettikce, bu zayiflama daha da ilerlemektedir. Bitki kapasitesinin sonuna
ulasildiginda, o ana kadar belirti gdstermeden kalabilen tepkiler, kronik hastaliga veya geri
doniisiimsiiz bir zarara yol agabilmektedir (Ozcan ve ark., 2004).

Bitkiler yasamlar1 siirecinde birgok stres faktorii (stresor) ile karsilagsmaktadir. Bu
stres faktorlerinin bitkiler {izerindeki etkileri, genellikle es zamanli meydana gelmektedir.
Stres faktorleri, orijinlerine goére degisik sekillerde siniflandirilabilirler. Stresorlerin
“biyotik” ve “abiyotik™ olarak iki grupta ele alindig1 siniflandirmada abiyotik stres; diigiik
sicaklik, tuzluluk, kuraklik, su baskini, sicaklik, radyasyon, kimyasallar ve kirletici
maddeler (agir metaller, pestisitler ve aerosoller), oksidatif stres (reaktif oksijen tiiri,
ozon), riizgar (riizgardaki tuz ve toz partikiilleri) ve topragin besleyicilerden yoksun olmasi
gibi faktorleri kapsamaktadir. Biyotik stres faktorleri ise, patojenler (viriisler, bakteriler ve
mantarlar), hayvanlar (bocekler, herbivorlar, kemirgenler), bitkiler (parazit bitkiler,
allelopati) ve ¢esitli antropojenik aktivitelerdir. Biitiin bu stres faktorleri bitkiler i¢in bir
tehlikedir ve diinya capinda iriin verimliligini kisitlandirir. Diinya genelinde bitkisel
tiretimde {riin kaybinin baslica nedeni abiyotik strestir ve Onemli tarimsal iirtinlerin
ortalama tiretimini yaklagik %50 azaltarak tarim endiistrisinin gelecegini tehdit etmektedir
(Mahajan ve Tuteja, 2005).

Abiyotik stres ¢esitlerinden biri olan oksidatif stres reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi
molekiillerin iiretiminde artis ve hiicresel korunma mekanizmalarinda diizensizlik meydana
geldigi durumlarda agiga cikan bir olgudur (Ceconi ve ark., 2003).

Cevresel faktorler ti¢ sekilde oksidatif stresi artirabilirler:

e Direkt olarak serbest radikal iiretimine katilabilirler,

¢ Antioksidan savunma sistemini inhibe ederler ve bdylece indirekt olarak
reaktif oksijen miktarini artirabilirler,

¢ Kloroplastlarin fazla enerjiyi dagitmasiyla ilgili biyosentetik yollar1 bozarak
ROS {iretimine sebep olabilirler (Salin, 1988).

Fotooksidatif hasar, atmosferik kirleticiler, agir metaller, kuraklik, serosporin gibi
dogal bilesikler ve herbisitlerle artar. Ozon (O3) ve kiikiirt dioksit (SO,) gibi atmosferik
kirleticiler serbest radikal olusumuna katilirlar (Mehlhorn, 1990). Nitrit oksitin

fotokimyasal yikimindan orjinlenen ozon, bitkiler i¢in SO,’den daha biiylik tehdittir.
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Ozonun fitotoksikliginin onun oksitlenme potansiyelinden kaynaklandigini ve serbest
radikal zincir reaksiyonlarmi tesvik eden radikallerin olusmasini destekledigini ileri
siirmiistiir. Cu' iyonlar1 cavdar bitkisinde, 151k destekli lipid peroksidasyonuna, pigment
beyazlamasina neden olurlarken igsel katalaz seviyesini azaltirlar (Streb ve ark., 1993).
Cu'? iyonlar Fenton reaksiyonuyla OH iiretimini katalizler.

Dogal fotosensitizorler (fotosentezi etkileyen toksinler) 1sikta oksidatif hasari tesvik
eder ve bitkileri 15181n goriilebilir dalga boyuna duyarli yaparlar ve fitotoksik reaksiyonlara
neden olurlar. En ¢ok bilinen fungal fotosensitizor serosporindir (Daub ve Ehrenshatft,
1993). Isik tarafindan aktiflestiginde oksijenle reaksiyona girip 1Oz’yi olusturur (Daub ve
Hangartner, 1983). Iyon sizintis1 hizlica lipid peroksidasyonu nedeniyle zar iceriginde
degisime neden olur (Daub, 1982). Diuron herbisiti de serosporine benzer sekilde
fotosenteze etki etmekte ve oksidatif strese sebep olmaktadir.

Oksidatif strese karsi bitkileri daha toleransli hale getirmek veya oksidatif stresin
meydana getirdigi olumsuz etkileri minimuma indirebilmek icin ¢aligmalar yapilmaktadir.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda poliaminlerin oksidatif stres i{izerinde olumlu etkileri
oldugu gozlenmistir. Bu calismada bazi poliaminlerin (putresin, spermin, spremidin)
oksidatif strese kars1 bitkileri daha toleransh hale getirip getirmedikleri arastirildi ve bu
maddelerin etki mekanizmalarinin bitkilerdeki antioksidan sistemin bilesenleriyle iliskili
olup olmadigmma bakildi. Bu amagla calismada oncelikle bitkiler bazi poliaminlerle
(putresin, spermidin, spermin) 6n muameleye tabii tutuldu ve daha sonra diuron herbisiti
kullanilarak oksidatif stres tesvik edildi. Diuron uygulandiktan sonra oksidatif stresin
siddetine bagl olarak belirli zamanlarda bitkilerden alinan 6rnekler lizerinde antioksidan
sistemde fonksiyonu olan bazi parametreler ve enzim aktivitelerindeki degisiklikler tayin
edildi. Boylece oksidatif stresin olumsuz etkilerini gidermede poliaminlerin katkisi
arastirildi ve hangi mekanizmalarda etki ettikleri hakkinda bazi bilgiler elde edilmeye

calisild1.



1.2. Herbisitler

Herbisitler biiyiime ve ¢imlenme kontrolii i¢in kullanilan ksenobiyotiklerdir. Degisik
cesitleri vardir ancak hepsi bitki biinyesi i¢in olumsuz etkilere sahiptirler. Yiiksek herbisit
konsantrasyonu tohum ¢imlenmesini baskilar, gévde ve kok biiyiimesini geciktirir,
klorosise neden olur ve fizyolojik olaylar1 bozar (Spiridonov ve Zhemchuzhin, 2010).
Bipiridiyum herbisitler oksidatif stresi direkt oksijen radikalleri {iireterek arttirirlar.
Metilviyolojen olarak da bilinen paraquat redoksaktif bir bilesiktir ve PSI tarafindan
fotorediiklenir. Bu olay sonunda siiperoksit anyonu olusturmak icin oksijene elektron
transferi ile reoksidize edilir (Stajner ve ark., 1994). Olusan siiperoksit, olduk¢a reaktif
olan ve hiicre hasarina yol agan hidroksil radikalinin olusumunu saglar (Frei, 1996) ayrica
paraquat fotosentetik olmayan dokularda da toksiktir. Cilinkii birgok kaynaktan elektron
alabilir (Stajner ve ark., 2003).

Kloroasataminlerden alaklor ve metaloklor ¢imlenmeyi 6nleme amaciyla kullanilan
herbisitlerdir. Fotolizin ilk basamaginda ger¢eklesen deklorasyon sirasinda reaktif oksijen
tiirleri bagka radikallerin olusumundan tiirevlenir (Stajner ve ark., 1995).

Diuron gibi baz1 herbisitler PSII reaksiyon merkezindeki kinon bdlgesine
baglanarak elektron transferini bloke eder ve fotosentezi durdurur. Ancak takip eden hiicre
Olumii acliktan kaynaklanmaz (Bowyer ve ark., 1991). Herbisitten kaynaklanan toksisite
1s18a ihtiyag duyar ve klorofil merkezli 'O, iiretimine neden olur. Herbisit baglanmasiyla
elektron transferi engellendiginde, yiik dagilimi bozulur ve reaksiyon merkezinde triplet
klorofil olusur.

Genel goriis, fotosentetik elektron tagmimi igin kullanilmayan enerjinin triplet
klorofil olusumunu arttirdigi, protein hasarma neden oldugu yoniindedir. Herbisitlerin
protein hasarini nasil baslattigi heniiz belirlenememistir (Krieger-Liszkay ve Rutherford,
1998). Oksifloren, norflurozon ve atrazinin bitkilerde oksidatif strese yol actigi
kanitlanmistir (Kirilovsky, 1994; Keren, 1997). Yapilan arastirmalarda tiim herbisitlerin
farkli etki mekanizmalar1 olsa da sonug¢ olarak reaktif oksien tiirlerinin olusumuna yol
actig1 gosterilmistir (Geoffroy ve ark., 2002).

Istenmeyen bitkiler ve yabanci otlar1 yok etmek i¢in kullanilan herbisitlerin énemi
giin gectikge artmaktadir. Birgok herbisit, biyosentetik yolun inhibisyonu veya radikal
tiretimine direk katilim yoluyla aktif oksijen tiirlerinin olusumunda bulunur. Bipiridiyum
herbisitleri 1s1kta direk olarak oksijen radikalini iiretirler. Paraquat gibi bilesikler bitkide

151k kaynakli oksidatif hasar1 tesvik ederler. Bu grubun mensuplari tamamen oldiiriicii



herbisitler olarak adlandirilirlar (Dodge, 1971). Bu bilesiklerin dikatyonik yapisi radikal
katyona indirgenmesine olanak saglar.

Difenil eterler, siklik imidler ve lutidin tiirevleri reaktiflerin birikimi ile fotosentetik
yolun inhibisyonuyla radikal ara driinler gibi davranirlar. Bu herbisitlerin  etki
mekanizmalarinin sekli, protoporfirin gibi 1518a duyarl tetrapirollerin anormal birikimini
tesvik etme giicline baglhdir.

Fotosentetik elektron tasinimini engelleyen diuron gibi bilesikler ve norflurozon gibi
karotenoid biyosentezini inhibe eden bilesikler singlet oksijen olusumuyla birlikte
fotooksidatif islemi baslatirlar. Fotosentezi engelleyen herbisitler triplet klorofilin oksijene

enerji transferine uyartyi arttirir.

1.2.1. Diuron (CyH;oCL:N,0)

DCMU (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) fotosentezi inhibe eden bir
herbisittir. 1954 yilinda Bayer tarafindan Diuron ismi altinda ticareti yapilmaya bagslandi.

Diuron (D) fotosentez i¢in olduk¢a onemli ve etkili bir herbisittir. Plastokinonun
PSI’ye baglanma bolgesini bloke eder (Sekil 1). Boylece elektronlar PSII’den
plastokinona ulasamazlar. Bu olay fotosentetik elektron tasima zincirine engel olur ve
bitkilerin 151k enerjisinin kimyasal enerjiye c¢evirme yetenegini engeller. Diuron sadece
PSII’deki elektron akisini engeller. PSI ve Calvin dongiisiindeki karbon fiksasyonu veya
151k absorbsiyonu gibi diger fotosentetik reaksiyonlara higbir etkisi yoktur.

PSI’de suyun oksidasyonundan olusmus elektronlar1 absorbladigr i¢in PSI ‘in
elektron boslugu doyuma ulasamaz. Sonug olarak NADP" ‘nin NADPH’a indirgenmesi
engellendigi icin fotosentez durur (Metz ve ark., 1986). Yukarida da anlatildigi gibi

herbisitler bitki metabolizmasin etkileyerek bitki hiicrelerinde oksidatif hasara neden olur.

Bu hasar sirasinda da reaktif yapidaki oksijen tiirleri meydana gelir.
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Sekil 1. Diuronun etki mekanizmasi (URL-1, 2011)

1.3 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

ROS’lar eslesmemis elektrona sahip oldukga reaktif molekiillerdir, olusumlari ile
biyomolekiilleri hizla oksitleyerek hiicre 6liimiine ve doku hasarina neden olmaktadirlar
(De Zwart ve ark., 1999). ROS, oksijenli solunum yapan tiim hiicrelerde siirekli
iiretilmektedir, bu nedenle hiicreler bunlara karsi ¢esitli korunma sistemleri
gelistirmisglerdir (Ceconi ve ark., 2003). Bitkilerde ROS’larin meydana gelmesi
sonucunda enzimlerin direk olarak inhibisyonu, proteinlerin oksidasyonu,
membranlarda meydana gelen lipit peroksidasyonu ile toksik bilesiklerin ortaya
cikmasi1 ve oksidatif DNA ile RNA hasari ortaya ¢ikmaktadir (Mojovic, 2004).

ROS’larin iiretimi normalde bitkiler tarafindan kontrol edilir. ROS olusumu ve
antioksidan sistemlerinin etkinligi arasinda dinamik bir denge vardir. Ancak bitki abiyotik
strese (diuron gibi) maruz kaldiginda ROS miktarinda birikim olur. Bitkilerde stres
kosullarina kars1 koyma yetenegi stresi algilama, sinyal molekiilii iiretme ve stres koruyucu
mekanizmalar1 aktiflestirme etkinligi ve hizina baghdir. Stres kosullarini algilamay1
takiben, down-stream sinyal olaylar1 aktiflestirilir ve bunlar ROS temizleme enzimlerini
kodlayan genlerin aktivasyonunu saglar (Hancock, 2001). Fotosentetik elektron tasima
sistemi singlet oksijen ve siiperoksit liretme potansiyeline sahip aktif oksijen molekiiliiniin
ana kaynagidir (Asada, 1994). Aktif oksijen liretimi oksijenli ortamda fotosentetik elektron
tagima zincirinin islevinde kacinilmaz sonuctur. Fotosentezle baglantili oksijen tiiketilen
islemlerin en Onemlisi, fotorespirasyon yolunun baslatilmasini saglayan ribulos-1,5-

bisfosfat’in (Rubisco) oksigenaz reaksiyonu ve fotosistem I elektron tasima zinciri



tarafindan molekiiler oksijenin direkt indirgenmesidir. Ayrica fotosistem II bilesenleri de
molekiiler oksijeni yiiksek enerjili singlet oksijene gevirebilirler.

Dogal ve insan kaynakli stres kosullar1 toksik oksijen tiirevlerinin iiretimini artirir.
Yanit olarak, antioksitatif savunma sisteminin kapasitesi de artar (Gressel ve Salun, 1994).
Fakat ¢ogu kosulda yanit orta diizeydedir (Foyer ve ark., 1994). Ayrica fotosistem II nin
reaksiyon merkez proteini olan DI ve apoplastik bosluk gibi bazi énemli boliimlerde
oksidatif hasara kars1 az miktarda koruma saglar (Castillo ve Greppin, 1998).

Oksijenin aksine oksijenin indirgenmis ¢esitleri oldukca reaktif ve toksiktir ve
hiicrelerin oksidatif yikimina neden olur. Molekiiler oksijen fotosentetik elektron tasima
zincirinde suyun oksidasyonu sonucunda iiretilir. Oksijen elektron yakalayici olarak gorev
yapar. Ek olarak molekiiler oksijen, fotoresiprasyonda fosfoglikolat iiretimi esnasinda da
gorev yapar. Bu iki reaksiyon olumlu ve olumsuz etkilere sahiptir. Oksijene elektron
transferi sirasinda olusan siiperoksit radikali metabolizmayla uyumlu degildir ve
antioksidatif savunma sistemi tarafindan fosfoglikolatin fosfogliserata ¢evrimi sirasinda
elimine edilmelidir.

Son yillarda ROS’lar i¢in programli hiicre 6liimii, hormonal sinyal, stres yanitlar1 ve
gelisim gibi yeni gorevler belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar ROS’larin bitkilerde hem
aerobik metabolizmanin toksik yan iirlinleri oldugunu hem de metabolik ve savunma
yollarinda anahtar diizenleyici oldugunu gostermistir (Vranova ve ark. 2002)

ROS’larin sabit seviyesi hiicrelerde ROS iiretimi ve temizleme mekanizmasi
arasindaki etkilesim tarafindan belirlenir. Bunlar ROS sinyal iletim yolu tarafindan kontrol
edilir ve temel ROS dongiisiinii olusturur. Normal biiyiime ve gelisme esnasinda bu yol
aerobik metabolizma tarafindan iiretilen ROS seviyesini gozlemler. Temel ROS dongiisii
ROS’un iiretim oranimi diisiirmek i¢in fotosentezin baskilanmasi gibi ince metabolik
ayarlar yapar. Bitkilerde ROS’un bir¢ok potansiyel kaynagi vardir. Bazilar1 fotosentez ve
solunum gibi normal aerobik metabolizma reaksiyonlariyken, digerleri fotorespirasyon gibi
abiyotik stres sirasinda gelisen yollara aittir (Moller, 2001).

Son yillarda ROS’larin bitkilerde NADPH oksidaz, aminoksidaz ve hiicre duvarina
bagli peroksidazlar gibi yeni kaynaklari bulundu. Bunlar sikica diizenlenir ve programli
hiicre dliimii, strese cevap ve patojen savunmasi gibi islevlerin kontroliine katilir.

Optimal biiyiime kosullar1 altinda ROS’larm hiicrede iiretimi sabit 240 pM s O,
orani ve 0,5 uM H,0, sabit seviyesinde oldugu tahmin edilir. Stres hiicresel homeostasiyi

bozar ve ROS’larin iiretiminde artisa neden olur (720 pM s ' 0,7, 5-15 uM H,0,). Stres



sirasinda ROS iiretiminin artmasi hiicreler i¢in tehlike olusturabilir ve stres kosullart ROS
temizleme enzimlerinin ekspresyonunu arttirir. Ayrica stres kosullarinda ROS’lar hiicre
tarafindan da iiretilir ve savunma yolunun uyarilmasi i¢in sinyal gorevi goriirler. Bu
yiizden ROS’larin stres metabolizmasinin hiicresel yan iirtinii oldugu diisiiniiliir (Mittle ve
ark., 2004).

ROS’larin toksik olmas1 ve ayn1 zamanda sinyal olarak gorev aldigindan dolay: bitki
hiicreleri, bitki i¢i ROS konsantrasyonunu diizenlemek i¢in degisik mekanizmalara
sahiptir.

SOD, APX ve KAT aktiviteleri arasindaki denge O, ve H,0O, seviyelerinin
belirlenmesinde ¢ok onemlidir. Feritin ve bakir bagl protein tarafindan Fe ve Cu gibi
metal iyonlarinin ayrilmasiyla birlikte bu denge metal bagimli Haber-Weiss ya da Fenton
reaksiyonlar1 {izerinden olusan ve olduk¢a toksik olan OH™ radikalinin olusumunu
Oonlemede oOnemli oldugu disiiniiliir. Askorbik asit ve glutatyon gibi antioksidanlar
kloroplastlarda ve diger bitki organellerinde yiiksek oranda (5-20 mM askorbik asit ve 1-5
mM glutatyon) bulunurlar ve oksidatif strese kars1 bitkiyi savunmada énemlidirler (Alscher
ve ark., 2002).

Askorbik asit seviyesi baskilanmig mutantlar ve ROS temizleme enzimleri
baskilanmis transgenik bitkiler patojen saldirilarina karsi abiyotik stres kosullarinda
olduk¢a duyarli olmuslardir. Ayrica ROS temizleme enzimlerinin asir1 ekspresyonu

bitkinin abiyotik strese karsi toleransini arttirmistir (Ezaki ve ark., 2000).

1.3.1. Hiicrelerde Reaktif Oksijen Uretimi
Farkli mekanizmalar tarafindan iretilen, iki farkli formda aktif oksijen vardir.

Oksijenin Oy ‘e, H,0,‘e ve OH‘ne indirgenmesi, ¢ogu biyolojik sistemlerde oksijen
aktivasyon mekanizmasinin temelidir. Bununla beraber, fotosentetik bitkilerde,
fotosistemler tarafindan singlet oksijen olusturulmasi énemlidir. Molekiiler oksijen, sik sik
kompleks kimyasal reaksiyonlara imkan veren metabolizmanin bir bilesigi olarak olusur.
Fakat diger reaktif oksijen tiirevleri, kimyasal olarak veya cevresel stresin sebep oldugu
metabolizmadaki karisikligin bir sonucu olarak elektron tagima sistemlerinde ya da
enzimlerin fonksiyon kayb1 sonucunda olusur.

Kloroplast i¢inde aktif oksijen iiretilebilen en az 4 bolge vardir;

1) PSI, kloroplastlarda oksijen aktivasyonunun 6énemli bir mekanizmasi olan Mehler

reaksiyonuyla oksijeni indirgeyebilir. PSI’nin indirgeme bdlgesinin, NADP’nin sinirh



oldugu sartlar altinda oksijenin monovalent indirgenmesine Onemli Olciide katkida
bulundugu diisiiniilmiistiir. Ornegin, eger Kalvin ¢emberi NADPH’1, PSI’in sagladig1
elektronlar kadar hizli bir sekilde okside edemezse, bu durum gerceklesir.

2) Fotoaktive olmus PSI, normal olarak, uyarma enerjisini PS reaksiyon
merkezlerine transfer eder, fakat elektron tagima sistemlerinde kullanildigindan yakalanan
151k enerjisinin Onlendigi kosullar altinda bu enerji oksijeni uyararak, oksijenin triplet
formdan singlet forma doniismesine neden olur. Bu sartlara 6rnek olarak; kuraklik
nedeniyle stoma kapanmasi, transport sistemlerinin zarina zarar, belli besinlerin eksikligi
veya kirlilik etmenleri ve herbisitler gibi ksenobiyotik kimyasallarin varlig1 verilebilir.

3) PSII’nin oksidize olan yiizeyi PSII reaksiyon merkezine sudan 4 tekil elektronun
transferini  kolaylastirmakta ve oksijeni triplet veya temel duragan seviyeye
dontistiirmektedir. Bu bolgeden molekiiler oksijene elektronlarin gegisi veya kismen
indirgenmis oksijen lriinlerinin saliverilmesi, aktive olmus oksijen iiretimine nisbeten
kiiclik bir katk1 yapmakla birlikte, belli alkoller PSII tarafindan indirgenebilir.

4) Fotorespirasyon, kloroplastlarda iyi bilinen oksigenasyon yoludur. Rubisco,
fosfoglikolat ve fosfogliserat olusumunda RuBP’nin 2. karbonuna oksijen eklenmesini
katalizler. Bu, kloroplastlarda aktif oksijen olusturmadig: halde, peroksizomlarda glikolat
metabolizmasini devaminda aktif oksijen olusturur (Elstner ve Wagner, 1988).

Reaktif oksijen tiirlerinin en biiylik iiretim reaksiyonlar1 yalnizca kloroplastlardaki
oksijenin univalent indirgenmesi degil ayn1 zamanda kloroplast disindaki kisimlarda da
O,’nin H,;O,’ye divalent indirgenmesi reaksiyonlarinda da olusurlar. Peroksizomlar
divalent reaksiyonlar i¢in oksidazlar igerirler ve 151k ortamdaki solunum ve lipitlerin f-
oksidasyonu gibi oksidatif metabolizma ile beraber H,O, iiretirler. C; bitkilerindeki
H,0;’nin 6nemli miktar1 peroksizomal glikolat oksidaz yoluyla fotorespirasyon sirasinda
iretilir (Perl-Treves ve Perl, 2002).

O, peroksizomlarda ve plazma membranlarinda tretilir. Bitki peroksizomlarinda
stiperoksit ksantin oksidaz ve ii¢ ayr1 NAD(P)H oksidazlar yoluyla {iretilir. Peroksizomal
O, " iiretimi senesens siiresince artmis ve olusan reaktif oksijen tiirleri hiicre bilesenlerini

curiitmiistiir (Del Rio ve ark., 1998).



1.3.2.Reaktif Oksijen Olusumlari
1.3.2.1. Singlet O;’nin Olusumu

Klorofil pigmentleri singlet oksijenin ilk kaynagidir. Ayrica singlet oksijen
lipoksigenaz aktivitesinin yan iriinii olarakta ortaya ¢ikar. Hidroksil radikali gibi 'O, ‘de
oldukca yikicidir ve difiizyonu kontrol eden biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilir.
Uyarilmis singlet klorofil molekiilii enerjisini ETS, floresans ya da termal dagitim yoluyla
kaybetmezse triplet klorofile doniisiir. Triplet klorofil temel durumdaki oksijene enerjisini
vererek kendisi eski haline donerken molekiiler oksijeni singlet oksijene doniistiiriir (Kog
ve Ustiin, 2008).

'0, “ye kars1 savunmada tilokoid zarda iki strateji vardir. Bunlardan ilki 151k toplayan
cihazin triplet klorofil olusumunu azaltmak i¢in diizenlenmesidir. Ikincisi ise triplet
klorofil ve 'O,nin hiicre zarma bagli birimler tarafindan yatistirilmasidir. Triplet klorofilin
Oomriinii kisaltan iki ana islevden ilki reaksiyon merkezinde fotokimyasal ve elektron
tasimadur. Ikincisi de fazla enerjinin termal dagitilmasini igerir. Boylece triplet klorofil eski
haline doner. Termal enerji dagitimi fotokorumada asil rolii oynar. Ciinkii PSII’nin ilk
kararli elektron alicisinin (Q,) indirgenme oranini sinirlar.

'0, ‘nin kimyasal reaksiyon igin tercih ettigi hedefler doymamus yag asitleri veya

DNA’daki guanin gibi ¢ifte bagli olan molekiillerdir (Zulfugarov ve ark., 2011).

1.3.2.2. Siiperoksit Uretimi

Stiperoksit radikali flavoprotein dehidrogenazlar tarafindan enzimatik olarak
olusturulabilir. Buna ek olarak daha da Onemlisi ferrodoksinlerin, hidrokinonlarin,
tiyollerin ve indirgenmis hemoproteinlerin otooksidasyonlar tarafindan enzimatik olmayan
yolla da firetilebilirler (Asada ve Takahashi, 1987). Siperoksit iiretiminin ¢ogunlugu
ferrodoksin ve Mehler reaksiyonu sayesinde olmaktadir.

Kloroplastlarda molekiiler oksijenin fotorediiksiyonu ilk defa, katalaz ve etanoliin
varlifinda asetaldehit iiretiminde gozlendi ve bu reaksiyon sonucu olusan (iriin,
hidrojenperoksit olarak varsayildi (Mehler, 1951). 1970’lerde ise ilk indirgenmis iiriin
siiperoksit radikali (O;”) olarak tanimlandi. Bircok durumda, PSII ve PSI arasindaki
elektron akisinin kontrolii PSI’nin alic1 pargasinin indirgenmis halini diizenler. Bu da PSI
alicilariin redoks durumunun elektron taginimi i¢in dnemli bir sinyal olmadig1 anlamina
gelir. Calvin dongiisiiniin diizenlenmis aktivasyonu ve elektron akisinin kontroli

ferrodoksin havuzunun redoks durumunun belirlenmesinde énemli faktorlerdir (Harbinson
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ve ark., 1999). Bu onemlidir, ¢linkii PSI’'nin indirgenme bdliimiindeki ferrodoksin ve
elektron tasiyicilart molekiiler oksijene elektron verip onu siiperoksite c¢evirebilecek
negatif elektrokimyasal potansiyele sahiptir (Asada ve Takahashi, 1987). PSI’nin
indirgenme béliimlerinde O, {iretiminin iki yolu vardir (Badger, 1985). Ik ve genel yol
indirgenmis ferrodoksin ile molekiiler oksijenin indirgenmesidir ve sonug olarak siiperoksit
olusur (1). Hidrojen peroksit daha sonra siiperoksitin dismutasyonuyla olusur (2). Ikinci

yol daha ¢ok kendiliginden gergeklesir fakat reaksiyonun hiz1 SOD tarafindan arttirilir (3).

20, + 2Fdeg——>  20,7+2Fdey (1)
20, + 2H" S H,0, + 0, (2)
20,7+2H" 3PS H,0, ; O, (3)

Ayrica mitokondrideki ksantin oksidaz, iirat oksidaz ve NADPH oksidaz enzimler,
substratlarinin oksidasyonu sirasinda siiperoksit tiretir. Bazi herbisitler PSII’de bulunan D1
proteinine baglanip ETS’yi keserek de siiperoksit iiretimine neden olabilir. Stiperoksitlerin
en c¢ok etkiledigi yapilar proteinlerin siilfidril gruplar1 ve hiicre zarindaki doymamis yag
asitleridir. Bu yiizden O, lipid peroksidasyonuna, membran hasarina, hiicresel toksisiteye

ve DNA’da kirilmalara neden olabilmektedir (Fridovich, 1995).

1.3.2.3. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
stiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Stiperoksitin olustugu yerlerde énemli miktarda H,O,’de iiretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri HyO;’nin iiretiminden sorumludur. H,O,’nin iretildigi baska bir kaynak
fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica
biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gergeklestirilen reaksiyonlarla da
olusturulur. Diger taraftan plazma membrani ve ekstrasellular matriks H,O;’nin iiretildigi
diger onemli kaynaklardir (Slesak ve ark., 2007). Yapisinda paylasilmamis elektron
icermediginden radikal 6zellik tasimaz. H,O,’nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin
nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin varlifinda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak
davranmasidir. H,O, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye

girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki
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demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu
gibi radikal tepkimeleri baglatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H,O,’nin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki onemli

antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984).

1.3.2.4. Hidroksil Radikali

Hiicredeki en aktif oksidandir ve cogu organik bilesigi oksidize eder. Yiksek
reaktivitesinin gelisigiizel olmasindan dolay1 uygun olan ilk substratla tepkimeye girer. Bu
nedenle, yliksek bir yikici ve mutajenik potansiyele sahiptir. Hidroksil radikalleri
kloroplast membranlarinin hemen yakininda olustugundan kloroplastlar hidroksil
radikallerine 6zellikle duyarhdirlar.

Hidroksil radikali lipid peroksidasyonuna neden olurken, DNA, protein ve pek ¢ok
kiigiik molekiile saldirir. Fenton, 19. yiizyilin sonlarina dogru, hidrojen perkositin Fe ‘le
potansiyel oksidasyonunu tarif etmistir. 40 yil sonra Haber ve Weiss bu reaksiyonda

hidroksil radikalini tanimlamistir (4).
Fe"”+ H,0r——>Fe” + OH + OH (4)

Biyolojik sistemlerin indirgenmis Fe™* iyonlarmm kullammi bu reaksiyonla
stnirlanir. Fakat Fe™ iyonlar1 indirgenmis Fe™ ‘yi siiperokit gibi indirgeyici ajanlarla tekrar
olusturabilir (5).

Fe®+0,” ———=> 0,+Fe?  (5)
Kisaca bu iki reaksiyon soyle ozetlenir (6);
H,0,+ Oy~ M OH + OH" + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu) (6)
Boylece demir iyonunun varliginda, siiperoksit ve hidrojen peroksit hidroksil

radikaline déniisiir. Boylece organik substratlarin oksidasyonu baslar. Cu” ve Cu™ gibi

metal iyonlar1 bu reaksiyonda Fe'? ve Fe' iyonlarinin yerine gegebilir (Akkus, 1995).
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1.3.3. ROS’larin Makromolekiillere Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tim
onemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali (O,”) ve hidroksil radikali (OH)
sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu
membran permeabilitesi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril
gruplar1 ve diger amino asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA
okside olur. Serbest oksijen radikallerinin tiim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasar1 olur.
Hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) ve serbest radikallerin artist hiicre hasarinin
onemli bir nedenidir

Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonuna ugrayan baglica yag asitleri
doymamis yag asitleridir ve doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid
peroksidasyonu olarak bilinir. Kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde
ilerleyen ve oldukga zararl olan lipid peroksidasyonu, genellikle yag asitlerindeki konjuge
cift baglardan bir elektron i¢eren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag
asidi zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Hiicre membranlarinda lipid
serbest radikalleri ve lipid peroksit radikallerinin olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
neden oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin
sebep oldugu lipid peroksidasyonuna nonenzimatik lipid peroksidasyonu denir. Lipidler
serbest radikallerin etkilerine karsti en hassas olan biyomolekiillerdir. Hiicre
membranlarindaki yag asitlerinin doymamis baglar1 ve serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar (Leshem, 1992).

Lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar. Lipid
radikallerinin molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipid peroksit radikalleri olusur.
Lipid peroksit radikalleri, membran yapisindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acarken kendileri de aciga ¢ikan hidrojen
atomlarim1 alarak lipidperoksitlerine doniisiirler ve bdylece olay kendi kendini
katalizleyerek devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid peroksitlerinin
yikilimi gegis metalleri iyon katalizini gerektirir. Plazma membrani ve subseliiler organel
lipid peroksidasyonu serbest radikal kaynaklarmin hepsiyle uyarilabilir ve gecis
metallerinin varliginda artar. Lokal olarak hidrojen peroksitten (H,O;) Fenton reaksiyonu

sonucu hidroksil radikali (OH ) olusmast zincir reaksiyonunu baslatabilir.
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Lipid peroksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur. Bu
bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan
difiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit
(MDA) meydana gelir. Malondialdehit (MDA) yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde malondialdehit (MDA) olgiilmesi
lipid peroksit seviyelerinin indikatorii olarak kullanilir.

Nonenzimatik lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Direkt
olarak membran yapisina ve {rettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verir (Bradley ve Minn, 1992).

Proteinler serbest radikallere karsi doymamis yag asitlerinden daha az hassastirlar.
Proteinlerin  serbest radikallerin  zararindan etkilenme derecesi amino asit
kompozisyonlarina baglhidir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli
organik radikaller olusur.

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida disiilfit bag1 bulunan
proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulur, normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Ornegin
siiperoksit tarafindan demir siilfiir merkezlerinin oksidasyonu enzimatik fonksiyonlari
bozar (Gardner ve Fridovich, 1991). Prolin ve lizin reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireten
reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler (Stadtman,
1986).

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve 0liime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH") deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere yol acgar. Hidroksil radikali ile seker kisminin
oksidasyonu niikleik asitlerdeki tek zincir kiriklarinin sebebidir. Hidrojen peroksit (H,O5)
membranlardan kolayca gecerek ve hiicre cekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre
disfonksiyonuna ve hatta hiicre oliimiine yol acabilir (Oleinick ve ark., 1986). DNA
hiicrelerin serbest oksijen radikallerini tolere etme yeteneklerinde en zayif halkadir. Ciinkii
Fenton reaksiyonlarinda bulunan metallerin baglanmasinda DNA etkilidir. Ayrica diger

makromolekiillerden ziyade DNA’ daki hasar daha yikicidir (Beyer ve ark., 1991).
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Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle cesitli lirlinler meydana gelir ve bunlar,
cesitli patolojik siireglerde Onemli rol oynarlar. Monosakkaritler ROS’larin etkisiyle
yiikseltgenerek  peroksit  tlirevlerini  olusturur. Olusan bu  peroksit tiirevleride
makromolekiillerle etkilesip onlarin tlizerinde c¢apraz baglar olusturmak suretiyle bu
molekiillerin yapilarin1 bozabilirler (Bryan, 1996). Bu olumsuz kosullara neden olan reaktif
oksijen tiirlerini etkisizlestirmek amaciyla bitkiler antioksidan savunma sistemini

gelistirmiglerdir.

1.4. Antioksidan Sistem

Bitkiler kendilerini, yikict oksidatif reaksiyonlara neden olan reaktif oksijen
tiirlerinden korumak igin etkili temizleme sistemine sahiptirler. Bu koruma sadece hiicre ici
bilesiklerle sinirli degil ayn1 zamanda sinirli 6l¢iide apoplastta da gegerlidir.

Dogal ve yapay streslerde ortaya ¢ikan ROS’lar1 temizleyen bu sistem enzimatik
antioksidanlar (stiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidazlar) ve enzimatik olmayan diisiik
molekiiler agirlikli antioksidanlar (glutatyon, askorbat, karotenoidler, tokoferoller) igerir.

Ayrica akorbat peroksidaz, dehidroaskorbat rediiktaz, glutatyon rediiktaz gibi
enzimler de antioksidanlarin aktif formlarin1 yeniden olusturmak i¢in gereklidir.

Yapilan aragtirmalarda, stiperoksit ve hidrojen peroksitin enzim vasitasiyla
temizlendigi gosterilirken, hidroksil radikali ve singlet oksijenin enzimle temizlendigie dair

bir kayit bulunmamaktadir (Foyer ve Noctor, 2005).

1.4.1. Antioksidan Enzimler
Antioksidan enzimler reaktif oksijen tiirlerini daha az toksik olan bilesiklere
metabolize ederler. Baslica antioksidan enzimler siiperoksit dismutaz, peroksidaz,

glutatyon rediiktaz ve katalazdir.

1.4.1.1.Siiperoksit Dismutaz
Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) metaloenzim ailesindendir ve ilk defa Mann

ve Kleilin (1938) tarafindan izole edilmis ve baslangicta bir bakir depo proteini oldugu
diistiniilmiistiir. Daha sonralari McCord ve Fridovich (1969) tarafindan bu enzimin
katalitik fonksiyonu kesfedilene kadar eritrocuprein, indofenol oksidaz ve tetrazolium
oksidaz gibi isimlerle adlandirilmistir. Siiperoksit anyon radikallerine (O, ) karsi ilk

savunma mekanizmasi, O, radikallerinin H,O, ve O;’e dismutasyonudur (7).
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20,"+2H —3®_ 5 H,0,+0, (7)

Bu reaksiyonu katalizleyen siiperoksit dismutaz enzimi redoks aktif metal olarak
sitozolde Cu, mitokondride Mn igerir (CuZnSOD, MnSOD).

Fotosentezin gii¢lii bir inhibitérii olan H,O, bu reaksiyon sonucunda olusur ve
kloroplast fonksiyonlarinda biiyiik 6neme sahiptir. Kloroplastlardaki siiperoksit ve H,O,
tilakoid membrana bagli SOD ve askorbat peroksidaz (AsPOD) tarafindan asagida

belirtilen mekanizmayla temizlenebilir (Sekil 2).

Kloroplast stroma ZMDgF'-\\
']

Zih

ant

e H"\."

Sekil 2. Tilakoid membranlardaki mehler- peroksidaz reaksiyon dizisi (PS I: Fotosistem I,
Fd: Ferrodoksin, As: Askorbik asit, MDHA: Monodehidro askorbat)

Siiperoksit radikalini uzaklastiran SOD, bu sayede de metallerin katalizledigi Haber-
Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikali olusum riskini azaltir. Yani SOD enziminin
aktivitesi, hidroksil radikallerini tireten Haber — Weiss reaksiyonunun iki bileseninin nispi
oranin1  belirler.  Hidroksil  radikallerinin  yiiksek  reaktivitelerinden  dolayz,
konsantrasyonlarini enzimatik olarak kontrol etmek zordur. SOD, canli sistemlerdeki
stiperoksiti parcalayarak bu radikalin zararlarin1 ortadan kaldirir ve biitiin aerobik
organizmalarda ve aktiflesmis oksijen lireten biitiin hiicre alt yapilarinda bulundugu ig¢in
oksidatif strese karsi savunmada Onemli unsurlardan biridir (Bowler ve ark., 1992;
Scandalios, 1993). Metal kofaktorlerine bagli olarak bakir/¢inko (Cu/ZnSOD), mangan
(MnSOD) ve demir (FeSOD) izoenzimleri olmak iizere {i¢ farkli tip SOD izoenzimi vardir
(Bannister ve ark., 1987). Bu ii¢ farkli izoenzimin teshisi KCN ve H,O;’ye duyarliliklarina
baglidir. MnSOD her iki inhibitoére direngliyken, Cu/ZnSOD her iki inhibitore duyarhdir.
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FeSOD ise KCN’ye direncli H,O,’ye ise duyarlidir. Bu izoenzimlerin hiicre alt
yapilarindaki dagilimi da farklilik gosterir.

Prokaryotik organizmalar ve Okaryotik hiicrelerin mitokondrisinde yaygin olarak
bulunan izoenzim MnSOD iken, Cu/ZnSOD prokaryotik organizmalarda bulunmasinin
yani sira yiiksek bitkilerin hem sitoplazmasinda hem de kloroplastlarinda bulununan en
yaygin SOD tipidir (Scandalios, 1993). FeSOD izoenzimleri, prokaryotik organizmalarda
ve bazi bitki tiirlerinin kloroplastlarinda Cu/ZnSOD ile birlikte bulunabilir (Tsang ve ark.,
1991; Bowler ve ark., 1992). Bu 3 tip izoenzim hiicrelerde farkli bolgelerde bulunmalari
ve farkli metal kofaktorlerine sahip olmalarma ragmen fonksiyonlar1 aynidir. Oksidatif
zarar goren bolgeden niikleusa yayilan, her bir organelin kendine has lipid peroksidasyon
triinleri tarafindan diizenlenen sinyal ile SOD genlerinin transkripsiyonunun arttigi
kaydedilmistir (Bowler ve ark., 1992).

Canli sistemlerde artan ROS olusumu SOD genlerinin g¢evresel streslere duyarli
oldugunu gdstermistir (Bowler ve ark., 1992). Bir hafta boyunca sel etkisine maruz
birakilan Zea mays bitkisinin yapraklarinda stiperoksit ve H,O; iiretiminde énemli bir artis
gorilmistiir (Yan ve ark., 1996). Sel etkisinin SOD aktivitesini azalttig1 bu yiizden dolay1
stiperoksit birikiminin arttig1 ileri sliriilmiistiir. Bununla beraber SOD aktivitesinin ¢esitli
ksenobiotik ve c¢evresel streslere cevap olarak arttifi ve bu artiglarin oksidatif strese
direnglilikle baglantis1 oldugu rapor edilmistir (Foyer ve ark., 1994; Van Camp ve ark.,
1994).

1.4.1.2.Katalaz

Katalazlar (KAT, EC 1.11.1.6), elektron vericisi ve alicis1 olarak H,O;’1 kullanirlar
ve oksidaz enzimlerinin olusturdugu H,O,’1 parcalarlar (8). Herbiri 60 kDa molekiiler
agirhiginda 4 alt iiniteden olusan katalaz aktif bolgesinde Fe™ atomuyla birlikte hem ihtiva
eder. Ozellikle asagida belirtilen reaksiyonla peroksizomlarda iiretilen H,O, nin

uzaklagtirllmasinda gorev alan katalaz biitiin aerobik 6karyotlarda bulunur.

2H,0, — ™1 S 2H,0+ 0, (8)
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Bu enzimin substrata ilgisi diisiik olmasina karsin yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir
ve 1 molekiil demir igeren katalaz enzimi, 1 dakikada 0 “C’de 5 milyon H,O, molekiiliinii
parcalayabilir (URL-2, 2011). Bunun i¢in de H,O,’1 baglayan iki aktif bolgeye sahiptir.
Ayrica katalazin yoklugu kloroplastlarda kalvin dongiisiinde thiol-diizenleyici enzimlerin
korunmasinin engellenmesine neden olmaktadir.

Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiiksek 151k yogunlugu ve stresli bitki
hiicrelerinde H,O, olusumu yiiksektir. Fazla miktarda olusan H,O, katalazin inhibe
olmasma neden olur. (Feierabend ve ark., 1992; Streb ve ark., 1993). Siyanid, azid,
stiperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan da katalaz aktivitesinin inhibe edildigi
bilinmektedir (Paul, 1963; Kono ve Fridovich, 1982). Katalaz bitkilerde sadece
peroksizomlarda bulunur ve ayrica H,O,’ye oldukca zayif affinite gosterir. Bu durum
enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Scandalios ve ark., 1972; Asada, 1992; Scandalios,
1992; Foyer ve ark., 1994). Katalaz kloroplastlarda bulunmaz ve esas olarak
fotorespirasyon sirasinda olusan H,O,’nin yikimi i¢in gereklidir. Katalazin en 6nemli

avantaji H,O, ‘nin temizlenmesi i¢in higbir ilave indirgeyiciye ihtiyaci olmamasidir.

1.4.1.3. Peroksidazlar

Peroksidazlar (POD, EC 1.11.1.17) birka¢ maddeyi (askorbat, guaikol vb.) elektron
akseptorii olarak kullanip peroksitleri indirgerler (9). Bitkilerde yaygin olarak bulunan ve
hem grubu ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. Bitki peroksidazlar1 enzime kararlilik
saglayan protein kismima bagli oligosakkarit zincirleri ile karakterize edilen
glikoproteinlerdir (Hu ve Van Huystee, 1989).

Peroksidazlar bircok fizyolojik olayla iligkilidir ve metabolizmada aktif bir rol
oynarlar. Ornegin, bitki hiicrelerindeki ¢eperin uzama 6zelligi, lignin biyosentezi ve oksin
katabolizmasi ile iliskisi oldugu saptanmistir (Hinman ve Lang, 1965; Mader ve Fiissl,
1982). Ayrica yiiksek stres kosullarindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig
bilinmektedir (Guida ve ark., 1992; Asada,1992). Peroksidazlar H,0,’yi parcalama

Ozelliklerinden dolay1 en 6nemli antioksidan savunma sistemi 6gelerindendir.

H,0, + AH, —°2> 2H,0+A 9)
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H vericisi olarak kullandiklar1 substrata gore isimlendirilirler. Askorbat peroksidazlar
substrat olarak askorbati kullananirlar ve bitki hiicrelerinin  sitoplazma ve
kloroplastlarindaki H,O,’nin temizlenmesinde etkilidirler (Dalton ve ark., 1987; Asada,
1992). Bu enzimin kloroplastlarda tilakoid membrana bagl ve stromada bulunan formlari
vardir (Chen ve Asada, 1989; Miyake ve Asada, 1992). Askorbatin yoklugunda asiri
derecede kararsiz olan bu formlar elektron vericisi olarak askorbat igin belirleyicidirler
(Miyake ve Asada, 1996). Sitoplazmada bulunan askorbat peroksidaz, kloroplastakinden
daha kararli olup askorbattan baska elektron vericilerini de kullanabilir (Dalton ve ark.,
1987; Mittler ve Zilinkas, 1991).

Yaygin sekilde calisilan guaikol peroksidazlar askorbat peroksidazlara benzerler.
(Nakano ve Asada, 1987). Guaikol peroksidazlar, guaikola olan yiiksek spesifikliklerine
ragmen baska bircok substrati elektron vericisi olarak kullanabilirler. Ayrica askorbat
peroksidazlarin aksine guaikol peroksidazlar glikoproteindirler (Creissen ve ark., 1994).

Peroksidazlarin bol miktarda substrat ¢esiti ve izoform varligindan dolay1 belirli bir
hiicresel yap1 veya dokuyla ilgili izoformlarini belirlemek ¢ok zor olmustur. H,O,
membranlardan gecebildigi icin, hiicrede bulunan biitiin H,O,’yi temizleyen enzimlerin
antioksidan savunma sisteminde dnemli bir rol oynadig: diisiiniiliir. Yiiksek oranda reaktif
olan hidroksil radikallerinin olusumunu 6nlemek i¢in siiperoksit ve H,O,’ nin temizlenmesi

gereklidir.

1.4.1.4. Glutatyon Rediiktaz
Glutatyon rediiktaz (GR) elektron donérii olarak NADPH ile birlikte GSH

havuzunun yenilenmesini saglayan “Halliwell-Asada” yolunu tamamlar (10).

GSSG + NADPH “*— 2 GSH + NADP" (10)

GR bir flavoprotein oksidorediiktazdir. GR aktivitesi bitkilerde en fazla
kloroplastlarda bulunurken mitokondrial ve sitosolde de izoenzimleri tanimlanmistir
(Cressien ve ark., 1994).

GSH enzimler tizerindeki tiyol (SH) gruplarin1 koruyan, bir disiilfit rediiktant olarak
askorbatin rejenerasyonunda islev goriir. '0, ve OH" lerle tepkimeye girer (Klapheck,
1988). DHAR (E.C. 7.8.5.1) enzimi aracilifiyla DHA’dan AA rejenerasyonuna katilir (11).
Boyle reaksiyonlarda GSH, glutatyon disiilfide (GSSG ) oksitlenir. GSH, NADPH bagimli
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bir reaksiyonda GR tarafindan rejenere edilir (12). Creissen ve ark. (1996) GR’mn
kloroplastlarda, mitokondride ve sitosolde bulundugunu misirda yaptiklart calismada

aciklamislardir (Hernandez ve ark., 2000).

Dehidro-askorbat + 2GSH PH4*— Askorbat + GSSG (11)

GSSG + NADPH “*— 2GSH + NADP (12)

Son yillarda yapilan caligmalarda antioksidan sistemde GSH’in 6nemli bir yeri
oldugu belirlenmistir. Bu yiizden glutatyon rediiktaz da hiicrenin antioksidan sisteminin
devamliliginda 6nemlidir (Meister ve Anderson, 1983; Creissen ve ark., 1994). Ayrica bu
enzim, bakteri ve bitkilerde glutatyon seviyesinin diizenlenmesiyle de ilgilidir (Broadbent

ve ark., 1995).

1.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Enzimatik antioksidanlarin yanisira enzimatik olmayan antioksidantlarin da ROS

temizleme islemine katkis1 vardir.

1.4.2.1. Glutatyon

Cevresel streslere maruz kaldiginda, 6zellikle GSH gibi antioksidanlarin seviyeleri
degisir. Soguk, tuzluluk ve kuraklik gibi streslere hiicresel glutatyon havuzunun ilk cevabi
GSSG/GSH oraninin artmasidir (Mullineaux ve Rausch, 2005). Stresin tesvik ettigi
oksidasyon sonucu glutatyon konsantrasyonu ve GSSG/GSH oraninin degismesi, spesifik
hiicre cevaplarm baslatan sinyallerdir. Ornegin, askorbat ve glutatyon oksitlendigi zaman
hiicre siklusu bloklanir ve hiicre bdliinmesinin durmasina sebep olur. Stresin biiyiik bir
sonucu olarak hiicre bdliinmesinin durmasi sonucu bitki biiyiimeside durur. GSH ve AA
hiicre siklusunun G1 fazi iizerinde etkilidir. AA ve GSH askorbat-glutatyon siklusunun
calismasinda birbirleriyle baglantilidir (Noctor ve Foyer, 1998).

Hiicredeki GSH: GSSG orani glutatyon rediiktaz tarafindan muhafaza edilir. Bir
homodimerik flavoprotein olan GR, GSSG’ yi iki tane GSH’ a indirgemek i¢in NADPH’ 1
kullanir (Schaedlea ve Basshamb, 1977). Ayrica Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimi
substrat olarak glutatyonu kullanir. Glutatyon-S-transferazlarin, sitotoksik olan bilesiklerin
uzaklastirilmasinda koruyucu fonksiyonlart vardir. Belirli GST’lar flavonoid bagh

proteinler olarak fonksiyon yaparlar. Mesela petunyada sitoplazmadan antosiyanin disari
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cikisinda gerekli olan bir GST vardir. Bazi GST’lar dehidroaskorbattan askorbik asitin
yeniden iiretilmesinde fonksiyon yaparlar. Glutatyon peroksidazlara (GPXS) benzer olarak
belirli GST’ lar H,O, ve hidroperoksitlerin detoksifikasyonunda rol oynarlar (Marrs,
1996).

Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidazlar (PHGPXs) H,0O, ‘den ¢ok lipid
hidroperoksitlerine kars1 yiiksek affiniteye sahiptirler. PHGPX’ lar biotik ve abiyotik
stresler tarafindan tesvik edilir ve fosfolipidhidroperoksitler ve H,O, ‘yi uzaklastirarak
stres boyunca lipid peroksidasyonunun boyutunun kisitlanmasinda spesifik bir rol oynar
(Yoshimura ve ark., 2004).

Glutatyonun yikimi GSH, GSSG ve Glutatyon-S- konjugatlariyla alakalidir. GSSG’
nin yikimi bir detoksifikasyon islemidir. GSSG oksidatif stres kosullarinda proteinlerle
birlikte karigik disiilfid baglar1 olusturur. Bu olay bir¢cok biyosentetik enzimi inaktif eder
ve biliyllk GSSG havuzunun varligi bir¢cok metabolik reaksiyona uygun degildir. Bu
durumda da sistemin normale donmesi i¢in GSSG’nin yikimi gereklidir. Ayrica tohum
depo proteinleri sentezi boyunca veya kiikiirt eksikligi durumunda GSH’ m yikimi
gergeklesebilir (Tausz ve ark., 2004).

Glutatyon ayrica bitki hiicre siklusunun ilerlemesini diizenler. Hiicre siklusunun
kontroliide GSH’1n ilgili olduguyla ilgili ilk delil Earnshaw ve Johnson (1985) tarafindan
elde edildi. Biiylime ortaminda GSH olmadig1 zaman havug hiicrelerinin boliinmesi durdu.
Glutatyon sentezinde gorevli enzimin inhibitorii olan buthionin-S-R-siilfoksinin (BSO)
ortama ilave edildiginde, G1 fazinda hiicre boliinmesi durdu. Hiicre boliinmesinin durmasi,
hiicre siklusuyla ilgili genlerin ekspresyonundaki degisikliklerle baglantilidir. Askorbattan
veya glutatyonun yoklugu hiicre boliinmesini durdurur fakat bu antioksidanlar, hiicre
siklusunun diizenlenmesinde telafi edici fonksiyonlara sahip degildirler. Kisaca glutatyon

mitoz i¢in gereklidir (May ve ark., 1998).

1.4.2.2. Askorbik Asit

Askorbat hiicre duvar1 dahil tiim hiicre alt1 yapilarinda olusur fakat vakuolda az
miktarda bulunur. Fizyolojik pH kosulunda askorbat yaygin olarak askorbat anyonu
seklinde bulunur. Bu anyon kolayca bir elektron kaybederek monodehidroaskorbati
(MDHA) olusturabilir. Fazla oksidasyon sonucu yiiksiiz olan ve genelde dehidroaskorbik

olarak adlandirilan dehidroaskorbat (DHA) olusur. Askorbatin elektron verme yetenegi ve
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olusan MDHA’nin daha az reaktif olmasi antioksidan Ozelliginin ve serbest radikal
toplayiciliginin temelidir (Buettner ve Schafer, 2004).

Son yillarda askorbatin bitki bliylime ve gelismesi gibi stres fizyolojisinde de dnemli
bir rolii oldugu gosterilmistir (Foyer, 1993; Conklin, 2001). ROS’larin
detoksifikasyonunda, askorbik asitin anahtar bir antioksidan roliiniin oldugu bulunmustur
(Conklin, 2001). Siiperoksit, singlet oksijen ve H,O, temizleme 06zelligi vardir (Padh,
1990). Bu nedenle askorbik asit oksidatif strese kars1 korunmada 6nemli bir role sahiptir.

Askorbat fotosentez ve fotokorumada 6nemli rol oynar. Kloroplasttaki 2 farkli roli
teshis edilmistir. ilki siiperoksit/ hidrojen peroksit APX ile temizlenmesinde rol oynar (13,
14, 15). Siiperoksit ve hidrojen peroksit PSI’de oksijen fotorediiksiyon (Mehler reaksiyon)
ve PSII’ de olusur. Singlet oksijen ise PSII’deki fotoduyarliliktan olusur. Askorbat tilakoid
membrandan kagan herhangi bir singlet oksijenle reaksiyona girebilir ve tokoferoliin

oksidasyonu sayesinde olugan tokoferil radikallerini rejenere eder (16).

20,” + 2H" + askorbat — 2H,0, + dehidroaskorbat (13)
H,0; + 2 askorbat — 2H,0 + 2 monodehidroaskorbat (14)
H,0, + askorbat — 2H,0O + dehidroaskorbat (15)

Tokoferoksil radikal + askorbat — tokoferol + monodehidroaskorbat  (16)

Goriilecegi gibi biitiin bu reaksiyonlar sonunda askorbat, monodehidroaskorbat ve
dehidroaskorbata oksitlenir. ROS temizleme sisteminin fonksiyonunun devami igin
askorbatin bu oksitlenmis formlarinin indirgenmesi gerekir. Monodehidroaskorbat
(MDHA) ya kendiliginden ya da NAD(P)H’1 indirgeyici ajan olarak kullanan
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR, EC 1.6.5.4) tarafindan askorbata indirgenir
(Hossain ve Asada, 1984) (17, 18).

22



2monodehidroaskorbat — askorbat + dehidroaskorbat (17)

monodehidroaskorbat + NAD(P)H — askorbat + NAD(P) (18)

Dehidroaskorbat (DHA), 6’dan biiyiilk pH’larda kararsizdir ve tartarat ile oksalata
dontisebilir. Bu doniisiimii 6nlemek i¢in dehidroaskorbat, indirgeyici olarak glutatyonu
kullanan (GSH) dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR, EC 1.8.5.1) tarafindan askorbata
(Jablonski ve Anderson, 1981) ve bu reaksiyon sonucu olusan GSSG, GR tarafindan
tekrardan GSH’a indirgenir (Foyer ve Halliwell, 1976) (19).

2GSH + dehidroaskorbat — 2GSSG + askorbat (19)

Bu reaksiyonlarin gergeklesmesi icin gerekli olan biitiin enzimler kloroplastlarda
bulunmakta olup bu enzimlerle oksitlenmis askorbat {iriinlerinden indirgenmis askorbat
iretilmektedir.

Saglikli yapraklardaki askorbat havuzu yaklasik %90 indirgenmis halde bulunur.
Cogu da DHA seklindedir (Noctor ve Foyer, 1998). DHA hiicre duvarinda oksidasyona
meyilli olur (Pignocchi ve Foyer., 2003; Sanmartin ve ark., 2003). MDHA yiiksek
miktarlarda bulunmaz. Yapraklar oksidatif strese maruz kaldiginda in vivo olarak elektron
paramagnetik resonans spektroskopisiyle saptanabilir (Heber ve ark.,1996)

Normal kosullarda askorbat havuzu, yenileme sistemiyle belli bir seviyede tutulur.
Bunuda monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve
askorbat-glutatyon dongiisiiniin bir par¢asi olan GSH ile ve fotosistem I’deki indirgenmis
ferrodoksinle yapar (Miyake ve Asada, 1992; Asada,1999). MDHAR sitosol, kloroplast,
peroksizom, mitokondri ve plasma membraninda bulunur (Jimenez ve ark., 1997; Berczi
ve Moller, 1998; Noctor ve Foyer, 1998). Bu enzim FAD igerir, MDHA’1n askorbata
indirgenmesini katalizler ve NAD(P)H’ a bagimlidir.

MDHAR fenoksil radikallerini indirgeyebilir ve peroksidaz ile ferulik, koniferil ve
klorogenik asitin oksidasyonunu engelleyebilir. Ayrica ferodoksine bagimli oksijen
fotorediiksiyonunu katalizler.

DHA kolayca GSH gibi tiyoller ve SH iceren proteinler tarafindan enzimatik
olmayan bir islemle askorbata indirgenebilir.

DHAR ve MDHAR kapasiteleri askorbatin regenerasyonu igin limittir ve DHA nin

yikimi ve kararsizlifi, yapraktaki askorbat oOl¢iisiiniin azalmasindan sorumlu olabilir.
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Ancak yiikseltilmis askorbatin normal miktarindan fazla bulunmasi yararli degildir ve
redoks safasina bagli olan siirecleri bozabilir. Ayrica GSH havuzunun konsantrasyonu ve
indirgenme fazi artabilir. Plazma membrani ve tonoplastta bulunan sitokrom bse; elektronu
askorbattan alir ve MDHA’ya verir. Bu sitokromlar transmembran elektron tagimasi ve

apoplastik ve vakuolar MDHA ’nin indirgenmesiyle alakalidir.

H;0, GSSG NADPH

APX  MDHA DHAR X
2H,0 MDHA NADP*

Sekil 3. Askorbat- glutatyon siklusu (Asada- Halliwell yolu)

H,0,’1 uzaklagtirmak i¢cin meydana gelen bir dizi reaksiyon Askorbat- Glutatyon
dongiisii olarak bilinmektedir. Yapraklarda ve dokularda askorbat okside oldugunda daima
monodehidroaskorbat’dan (MDHA) dehidroaskorbat (DHA) meydana gelmektedir. DHA
GSH’1 substrat olarak kullanan DHA Rediiktaz’in aktivasyonu ile askorbata
indirgenmektedir. Bu reaksiyon sonucunda GSSG meydana gelmektedir. GSSG NADPH
tarafindan tekrar GSH’a doniistiiriilmektedir. Bu sirada NADPH’dan kopan elektronlar
kullanilarak H,O, suya indirgenmektedir (Noctor, 1998). H,O,’nin uzaklastirilmasinin
yanisira, bu sistem NADPH/NADP" oranim diisiirerek, elektronlarm PS I’den molekiiler
oksijene verilme potansiyelini azaltir ve ROS olusumunu oOnler. Bdylece bu sistem
fotorespirasyona benzer sekilde enerji tiiketici fonksiyon yapar.

Askorbat antioksidan ve enzim kofaktorii olarak gorev yapar. APX transgenik
bitkilerde fazla ekspres edilmistir ve foto-oksidatif ve oksidatif strese toleransi arttirdigi
bilinmektedir. Askorbat, hiicre genislemesinin ve bdliinmesinin kontroliiyle iliskilidir.
Kismen hormonlarin senteziyle ve hidroksiprolin igeren ekstraselliilar yapisal proteinlerle
baglantilidir.

Ozellikle apoplasttaki askorbat, ozona karsi savunma olusturur. ROS’lar bir dizi
islemde sinyal molekiilii olurlar. Bu islemler kok tiiylerindeki gibi hiicre biiyiimesi ve

beke¢i hiicrelerin ABA sinyalleri gibi olabilir. Askorbat ve diger antioksidanlar kok
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tiylerinin biliylimesini engeller ve ucta patlamaya neden olur. Kok tiiylerinin
apoplastlarindaki askorbat konsantrasyonu diisitk olmalidir. Askorbat ve ROS dengesi
bekgi hiicrelerindeki, stomatal davranislarin ¢evresel kontroliinde bir faktordiir.

Yiiksek 1sik altinda APX aktivitesi artar. Isik askorbat havuzunu ve APX aktivitesini

diizenler.

1.4.2.3. Karotenoidler

Karotenoid bitkilerde ve bazi diger fotosentetik mikroorganizmalarda (yosunlar, bazi
mantarlar ve bazi bakterilerde) bulunan pigmenttir. Alt1 yiiziin iizerinde bilinen karotenoid
vardir; ksantofiller ve karotenler olarak iki sinifa ayrilir.

Karotenoidler, C49 ¢oklu doymamis hidrokarbonlarin (karotenler) ve bunlarin
oksitlenmis tiirevlerinin (ksantofiller) bir sinifin1 olusturur

Fotosentetik sistemlerde karotenoidler fotosentetik tepkime merkezinde dnemli bir
rol oynarlar. Ya enerji transferine katilirlar, ya da reaksiyon merkezini oto-oksidasyondan
korurlar. Fotosentez yapmayan organizmalarda karotenoidler oksidasyondan koruma
mekanizmalariyla iliskilidirler. Karotenoidler singlet oksijenleri baskilar. Ayrica siiperoksit

ve diger 3 radikalle direk olarak reaksiyona girebilir (20, 21, 22, 23).

1-Lipid peroksil radikaliyle reaksiyona girebilir,

KAR+ROS' — ROO-KAR (20)

2- Radikal katyon olusturarak elektron transfer edebilirler

KAR+R' — KAR" +R (21)

3- Radikal anyon olusurmak suretiyle elektron alabilirler.

Likopen+ O, — Likopen™+ O,  (22)

4-Alilik hidrojen ¢alma

KAR+ ROO'—> KAR +ROOH  (23)
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Bu reaksiyonlardan da anlasilcagt gibi  karotenoidler zincirleme lipid
peroksidasyonunu onler.

Fotosentetik dokulardaki karotenoidlerin esas koruyucu roli, triplet klorofilin direkt
olarak temizlenmesiyle singlet oksijen iiretiminin dnlenmesi ve bdylece oksidatif stresten
kaginilmasidir. Bu reaksiyonda triplet klorofilin enerjisi bir karotenoid molekiiliine aktarilir
ve sonu¢ olarak karotenoidin enerjisi 1s1 seklinde dagitilir. Boylece karotenoidler singlet
oksijen olusumunu 6nlemek icin ¢alisirlar ve 151k yakalayict komplekste klorofile yakin
olmalarryla 6nemli bir role sahiptirler. Onemli bir karotenoid olan zeaksantinin katildig1
ksantofil siklusu da 151k yakalayict kompleksten fazla enerjinin dagitilmasinda biiyiik bir
role sahiptir (Deming-Adams ve Adams, 1996). PS 1 ve PS II ‘nin 151k yakalayici
kompleksinde bulunan zeaksantin, etkili bir sekilde triplet klorofilin singlet klorofile
doniisiimiinii kolaylastirir. Ksantofil siklusu iki form arasinda (violaksantin ve zeaksantin)
ksantofillerin reversibl doniisiimiiyle alakalidir. Bir de-epoksidaz enzimi, fazla isikta
violaksantinin zeaksantine doniistimiinii katalizler ve bir epoksidaz enzimi ise karanlikta
veya diisiik 1s1kta zit reaksiyonu katalizler. Boylece zeaksantin fotosentetik kapasiteyi asan
151k yogunluklarinda birikir. Ksantofil siklusunun 6zellikle PS II pigmentlerindeki fazla

enerjinin dagitilmasinda etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Deming-Adams ve Adams, 1996).

1.5. Bitki Biiyiime Diizenleyicisi Olarak Poliaminler

Poliaminlerin bitki hormonu olup olmadig1 hala tartisma konusudur. Poliaminlerin
hormon sinifina dahil edilmesi ilk defa 1982 yilinda Uluslararas: Bitki Biiyiime Maddeleri
Konferansinda gegici olarak kabul edilmistir. Galston, bu bilesiklerin hormon olarak kabul
edilmesini, tiim hiicrelerde genis bir sekilde yayilmis olmalarindan ve biiylime ve gelisme
siirecinde mikromolar konsantrasyonlarda diizenlemeyi kontrol i¢in kullanilabilir
olmalarindan dolay1 dogrulamistir (Galston ve Kaur-Shawhney, 1995). I¢sel poliaminler
151k, hormon, tozlanma, stres ve yaslanma gibi uyarilara verdigi cevaplar, taginimlar1 ve
dissal uygulama sonucundaki etkileri nedeniyle (Tekin ve Bozcuk, 1998) bitki biiyiime ve
gelismesinde 6nemli bir diizenleyici role sahiplerdir (Kaur-Sawhney ve ark., 1980; Altman
ve Bachrach, 1981). Baz1 aragtirmacilar, ¢cogalan hiicrelerde hizla sentez edilmeleri ve
kolay taginabilirlikleri nedeniyle, bazilar1 ise diisiik molekiil agirliklari, genis kapsamli
etkileri ve organizmada ¢ok yiiksek diizeyde bulunmalarindan dolay1 poliaminlerin daha

cok hormonlara benzerlik gosterdigini ifade etmislerdir (Tekin ve Bozcuk, 1998).
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Poliaminler, alifatik aminlerin bir sinifidir ve bitkiler, mikroorganizmalar ve hayvan
dokularinda yaygin olarak dagilmiglardir (Smith ve ark., 1985). Biyojen aminler, amino
asitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin aminasyonu veya transaminasyonu
ile olusan azotlu bilesiklerdir (Colak ve Ugur, 2002). Biyolojik aminlerin kimyasal yapisi
alifatik (putresin, kadaverin, spermin, spermidin), aromatik (tiramin, B-feniletilamin) veya
heterosiklik (histamin, triptamin) olarak degisiklik gosterir (Ozogul ve Ozogul, 2004).
Poliaminlerin en 6nemli formlari; putresin (C4H;N,), spermidin (C;H9N3)ve spermin
(C10H26Ny) “dir (Pandey ve ark., 2000). Diamine putresin, triamine, spermidin ve tetramine
spermin bitki hiicrelerinde her yerde bulunurlar (Smith ve Davies, 1985; Pistocchi ve ark.
1990). Poliaminlerin biyosentezi ve metabolizmasi kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Yiiksek bitkilerde putresin, ornithin dekarboksilazdan (ODC) yararlanilarak ornithinden
yapilir. Putresin sentezi i¢in yiiksek bitkilerde bir diger olusum yolu arginin
dekarboksilazla (ADC) ilgilidir. Bu reaksiyonun {iriinii agmatindir. Agmatin, 2 enzimatik
basamaktan sonra putresine doniistiiriiliir. Poliaminler bitki bilinyesinde serbest olarak ya
da fenolik asitlere, protein, niikleik asit gibi makromolekiillere veya diger diisiik molekiil
agirlikli bilesiklere bagli olarak bulunurlar. Poliaminler hiicre farklilagmasi, gelismesi ve
boliinmesine diisiik konsantrasyonlarda etki ederler. Poliaminler somatik embriyogenez de
dahil olmak tlizere sap veya govde kalinlagsmasini, ¢iceklenmeyi, kok biiyiimesi ve
gelismesini, yumru gelisimini, meyve olgunlagsmasini diizenlemektedirler (Marton ve
Morris, 1987). Poliaminlerden putresin genellikle en yiiksek oranda bulunandir. Spermidin
ise sperminden daha yiiksek oranda bulunur.

Poliaminler, streslere tepki, bitki biiylimesi ve gelismesini igeren biyolojik siireclerin
biiyiik bir kismu ile iligkilidirler (Smith ve ark., 1985). Poliaminlerin seviyelerindeki artig
Ozellikle potasyum eksikliginde, su eksikligi, tuz stresi, asit stresi, oksijensizlik ve ¢evresel
streslere karsi yanit olarak ortaya cikar (Flores ve Galston, 1982). Ciinkii poliaminler
aminoasit dekarboksilaz reaksiyonuyla H tiiketerek intraselliilar pH’1 ayarlar (Walden ve
ark., 1997). Hiicresel pH’ da, poliaminler polikatyonlardir ve bdylece, DNA, RNA,
fosfolipidler, asidik protein kalintilar1 ve hiicre duvari bilesikleri gibi 6nemli hiicresel
polianyonlarla baglanmaktadirlar. Bundan dolayi, makromolekiil aktivitesi, makromolekiil
sentezi, membran gecirgenligi, mayoz ve mitoz boliinmeye etki etmektedirler. Bu in vitro
da gosterilmektedir fakat in vivo kanitlar1 hala yetersizdir (Galston ve Kaur-Shawhney,

1995).
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitkilerin Bilyiitiilmesi

Calisma ekonomik bir bitki olan misir (Zea mays L. cv RX 788) iizerinde yapildi.
MayAgro Tohumculuk’ tan elde edilen tohumlar bir gece saf suda bekletildikten sonra
toprak igeren plastik kaplara dikildi ve laboratuar kosullarinda (25+2 °C ve % 65-75 nispi
nemde) biiyiitiildii. Birinci gruptaki bitkilere misir tarlalarindaki yabanci otlarla
miicadelede tercih edilen herbisit (diuron) uygulanirken, ikinci gruptaki bitkilerin
yapraklarma % 0,05 Tween 20 iceren saf su uygulandiktan sonra nispi su igerigi, klorofil,
karotenoid, lipid peroksidasyonu, ¢dziinebilir protein, prolin ve askorbik asit tayinleri
yapilarak, antioksidan enzim aktiviteleri Ol¢lildi. Calismanin diger asamasinda ise
herbisitlerin muhtemel olumsuz etkilerinin poliaminlerle azaltilip azaltilamayacagi
arastirildi. Bu amagla bitkilere herbisit uygulanmadan 6nce poliaminler (putresin, spermin,
spermidin) uygulandi. Daha 6nce bu konuda yaptigimiz ¢aligmalar ve literatiir taramalar1
dogrultusunda poliaminlerin 1 mM konsantrasyonunda uygulanmasi ideal olarak
kararlastirildt ve 10 gilinliik fidelere 3 giin boyunca 1 mM konsantrasyonunda putresin
(PUT), spermin (SPM) ve spermidin (SPD) poliaminleri % 0,05’lik Tween 20 igerisinde
hazirlanarak uygulandi. Bu 6n muameleden sonra bitkilere diuron herbisiti tavsiye edilen
tarla dozu (recommended field dose) olan 1,8 kg/ha’lik konsantrasyonda uygulandi. Diuron
uygulandiktan 24, 48 ve 72 saat sonra bitkiler hasat edildi. Poliaminlerle 6n muamele
edilen ve edilmeyen bitkilerdeki parametreler mukayese edilerek, bitkilerin herbisitlere

kars1 olan tolerans mekanizmalarina poliaminlerin katkisi tespit edildi.

2.2. Nispi Su I¢erigi Tayini

Nispi su igerigi tayini Castillo (1996)’ya gore yapildi. Bitki yapraklarmin taze
agirliklar 6lgiildiikten sonra +4 °C’de 24 saat saf suda bekletilerek turgid agirliklar1 alindi.
Daha sonra ornekler 80 °C’ye ayarl etiivde 48 saat bekletilerek kuru agirliklar kaydedildi
ve asagidaki formiilde yerine koyularak nispi su icerikleri (NSI) belirlendi.

Nispi Su Igerigi (%) = (Taze agirhik-Kuru agirlik/Turgid agirlik-Kuru agirlik)x100
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2.3. Klorofil ve Karotenoid Tayini

Bitkilerin yapraklarindan 0,1 g alinarak 5 ml % 80’lik aseton igerisinde homojenize
edildi. Homojenat 3000 rpm’de 5 dak. santrifiij edildikten sonra, elde edilen pigment
ekstraktlarinin 645, 663 ve 450 nm’lerdeki absorbanslari spektrofotometrede okunup,
absorbans degerleri asagidaki formiillerde yerine koyularak, toplam klorofil Arnon

(1949)’a ve toplam karotenoid miktarlar1 Jaspars (1965)’a gore belirlendi.

Toplam klorofil (mg/1) : 20,2 x Agss + 8,02 X Age3
Toplam karotenoid (mg/1) : 4,07 x A4so—(0,0435 x Kl a+ 0,367 x K1 b)

2.4. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyon seviyesi, lipid peroksidasyonun bir {iriinii olan malondialdehid
icerigine dayanarak Heath ve Packer (1968) metodunu takiben 6l¢iildi. Ekstraksiyon % 0,1
trikloro asetik asit (TCA) igerisinde yapildi. Homojenat 15 000Xg de 5 dak. santrifijj
edildi. Siipernatantin 1 ml’sine 4 ml, % 20 TCA igerisinde hazirlanmis % 0,5 tiobarbiturik
asit (TBA) ilave edildikten sonra absorbansi 532 nm de kaydedildi. 600 nm de spesifik
olmayan absorbsiyon i¢in okunan deger hesaptan ¢ikarildi. Elde edilen sonug¢ formiilde (A

= E.c.1) yerine konularak malondialdehit (MDA) konsantrasyonu hesaplandi.

2.5. Coziinebilir Protein Tayini

Coziinebilir protein miktarinin tayini i¢in Bradford (1976) yontemi kullanildi. Bu
yontem fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi ile
kompleks olusturmasi ve olusan kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gdstermesi
esasina dayanir. Ilk olarak bovin serum albumin ¢ozeltisi kullanilarak standart grafik
cizildi. Daha sonra misir yapraklarindaki ¢6ziinebilir protein tayini i¢in hazirlanan
antioksidan enzim ekstraktindan 0,3 ml alinarak tizerine 1,7 ml fosfat tamponu ve 1,5 ml
Coomassie Brilliant Blue G-250 reaktifi ilave edilerek vorteksle karistirildi. 2 ile 60 dak.
arasinda spektrofotometrede 595 nm’de absorbanslar1 Olgiildii. Elde edilen absorbans
degerine karsilik gelen protein miktarlar1 standart grafik yardimiyla hesaplanarak mg

protein/ g taze agirlik olarak ifade edildi.
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2.6. Prolin Tayini

Muisir yapraklarindaki prolin miktar1 spektrofotometrik olarak Asit-Ninhidrin metodu
ile belirlendi (Bates ve ark.., 1973). Bu amagla once saf prolin kullanilarak standart grafik
hazirlandi. Herbisitin etkisiyle prolin degisimini belirlemek i¢in 1g yaprak 5ml % 3’liik
stilfosalisilik asit i¢ginde homojenize edildikten sonra 8000 rpm’de 15 dak. santrifiij edildi.
Siipernatant kismindan 1’er ml alinarak tizerlerine 1 ml glasiyal asetik asit ve 1 ml asit
ninhidrin ¢ozeltisi ilave edilip 100°C’ de 1 saat bekletildi. Reaksiyonu durdurmak amaciyla
10 dakika buz banyosunda tutulduktan sonra 520 nm’de Olgiim yapildi. Elde edilen
absorbans degerleri standart grafik {lizerinden pg prolin olarak belirlenip, 1 g taze

agirliktaki prolin miktar1 hesaplandi.

2.7. Askorbik Asit Tayini

Askorbik asit tayini, Shieh ve Sweet (1979) tarafindan gelistirilen metoda gore
yapildi. Bu yontemle askorbik asit tayini i¢in dncelikle standart grafik ¢izildi. Daha sonra 2
g yaprak 5 kat1 hacimdeki fosfat-sitrik asit tamponunda homojenize edildikten sonra 5000
rpm’de 5 dak. santrifiij edildi. Siipernatant kismindan 0,1 ml alinarak, 0,5 ml fosfat-sitrik
asit tamponu ile 2,4 ml taze hazirlanmis bakir-2,2- biquinolin ¢dzeltisi konulmus tiipe ilave
edilip spektrofotometrede 540 nm’de Ol¢iim yapildi. Elde edilen absorbans degerlerine
karsilik gelen askorbik asit miktarlar1 standart grafik yardimiyla hesaplanarak mg askorbik
asit/g taze agirlik olarak ifade edildi.

2.8. Antioksidan Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

Misir yapraklarindan 0,5 g alinarak 5 ml soguk ekstraksiyon tamponunda (50 mM
K,HPO4, 1 mM EDTA pH 7,0, % 1 polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) buz iizerinde
ekstrakte edildi. Ekstrakt +4 °C’de 20.000Xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

siipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildi.

2.8.1. SOD Aktivitesinin Tayini

SOD aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) metodunun Dhinsa ve Matowe
(1981) tarafindan gelistirilen yontemi ile belirlendi. Bu metotta aktivite, indikatér molekiil
olarak kullanilan nitro blue tetrazolium (NBT)’un siiperoksit radikalleri ile mavi renkli

fomazona indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi tarafindan engellenmesinin
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Ol¢iilmesiyle tayin edildi. Bu reaksiyonun % 50’sinin inhibisyonuna uygun silipernatant
hacmi 1 enzim iinitesi olarak kabul edildi.

Aktivite tayini i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 0, mM EDTA, 13 mM
metionin, 75 uM NBT ve 2 uM ribofilavin igeren karigima 70 ul enzim ekstrakti ilave
edildi. Ribofilavin en son konulacak ve tiiplerin beyaz 151k kaynagi altina yerlestirilmesiyle
reaksiyon baslatildi. Isik kaynagmin 10 dak. sonra wuzaklastirilmasiyla reaksiyon
sonlandirildi ve olusan reaksiyon iiriinii 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede

okundu. SOD aktivitesi mg protein basina iinite enzim olarak ifade edildi.

2.8.2. GPX Aktivitesinin Tayini

GPX aktivitesi, Urbanek ve ark. (1991)’nin yontemine gore belirlendi. Enzim
aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5 mM guaiakol, 15
mM H,0O, ve 50 ul enzim ekstrakt1 i¢ceren 2 ml’lik reaksiyon karsiminin 470 nm’de 1 dak.
sireyle olciilmesiyle belirlendi. GPX aktivitesi 26,6 mM'cm™ epsilon katsayisinin
kullanilmastyla hesaplandi ve sonuglar mg protein basina verildi. GR aktivitesi, NADPH
icin 6,22 mM'cm™ epsilon katsayisini kullanilmastiyla hesaplandi ve sonuglar mg protein

basina verildi.

2.8.3. GR Aktivitesinin Tayini

GR aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976)’e gore belirlendi. Aktivite tayini i¢in 200 pl
0,5 mM EDTA igerisinde hazirlanmig 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 ul
NADPH ihtiva eden karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH’1n oksidasyonu

340 nm’de 5 dak. boyunca absorbansdaki azalmanin dl¢iilmesiyle belirlendi.

2.8.4. KAT Aktivitesinin Tayini

KAT aktivitesi Aebi (1983)’e gore Olciildii. Reaksiyon karisimi (3 ml), 10,6 mM
H,0; icermekte ve reaksiyon 25 ul enzim ekstraktinin ilave edilmesi ile baslatildi. 240
nm’de ve 25 °Cde 3 dak. boyunca absorbansdaki azals Slgiilerek KAT aktivitesi tayin
edildi. KAT aktivitesi, H,O, i¢in 39,4 mM 'cm™ epsilon katsayismin kullanilmasiyla

hesapland1 ve sonuglar mg protein basina verildi.
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2.9. Istatistiksel Analizler

Uc tekerriirlii olarak gergeklestirilen ekstraksiyon ve analizlerin sonucunda elde
edilen verilerin varyans analizi Windows tabanli, lisansli bir paket program olan Statistic
Package for Social Sciences (SPSS) igerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma

Testi’ne gore yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Poliamin ve Diuron Uygulamalarinin Nispi Su i¢erigine Etkileri

Diuron uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra dnemli bir degisim gozlenmezken, 72
saat sonra fidelerdeki nispi su igeriginin kontrole gore istatistiki bakimdan 6nemli (P<0,05)
Olciide azaldig1 gozlendi. 72 saatin sonunda kontrol fidelerinde % 91,23 olan nispi su

icerigi diuron uygulanan fidelerde % 84,27 oldugu bulundu (Tablo 1 ).

Tablo 1. Poliaminlerle 6n muamele yapilmis ve diuron uygulanmis misir fidelerindeki

nispi su igerigi

Nispi Su Igerigi(%) 24.SAAT 48 SAAT 72.SAAT
Kontrol 91,49 £0,05* a 91,34 +0,13 a 91,23 +0,17 b
Diuron 91,36 £0,09 a 89,22 £0,19 a 84,27 £0,91 a

Spermidin 91,48 £0,62 a 89,36 1,83 a 86,69 £5,03 ab
Spermin 91,43 £0,07 a 89,27 +0,74 a 87,37 £0,48 ab
Putresin 91,31+0,13 a 89,75 £0,26 a 87,50 £0,70 ab

*Ug tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Ayni harflerle gosterilen degerler nemli
Olclide farkli degildir (P<0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir siitun kendi i¢inde
karsilastirilmistir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

SPD, SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki nispi su igeriginde, sadece

diuron uygulanan fidelerdekine oranla istatistiki olarak dnemli degisimler gozlenmedi.

3.2. Poliamin ve Diuron Uygulamalarinin Toplam Klorofil Miktarina Etkileri
Kontrolle karsilastirildiginda diuron uygulanan fidelerin 24, 48 ve 72. saatlerdeki
toplam klorofil miktarindaki azalmanin istatistiki bakimdan (P<0,05) onemli oldugu
bulundu (Tablo 2). Fidelerin toplam klorofil miktar1 24. saatte kontrol grubunda 2,78 iken
diuron uygulananlarda 2,4, 48. saatte kontrol 2,7 iken diuron grubu 1,96, 72. saatte ise

kontrol 2,36 iken diuron uygulanan fidelerin toplam klorofil mitktar1 1,43 oldugu bulundu.
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Tablo 2. Poliaminlerle 6n muamele yapilmis ve diuron uygulanmis misir fidelerindeki
toplam klorofil miktar1

Toplam klorofil miktari

(mg/g taze agirlik) 24 SAAT 48.SAAT 72.SAAT
Kontrol 2,78 £0,13 b 2,7+0,04 ¢ 2,36 £0,02 d
Diuron 2,4+0,03 a 1,96 £0,01 a 1,43 £0,02 a
Spermidin 2,65 £0,04 ab 2,24 £0,02 d 1,91 £0,04 bc
Spermin 2,57 +0,18 ab 2,16 £0,03 ¢ 1,95 +0,02 ¢
Putresin 2,46 0,17 a 2,06 0,04 b 1,86 £0,04 b

*Ug tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Ayni harflerle gosterilen degerler nemli
Olclide farkli degildir (P<0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir siitun kendi i¢inde
karsilastirilmistir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

SPD ve SPM 6n muameli fidelerin 24 saat sonundaki toplam klorofil miktarlar
diuron grubundakilerle kiyaslandiginda az da olsa bir artig gosterirken PUT ile 6n muamele
yapilmis fidelerin toplam klorofil miktarlarinin diuron grubuyla istatistiki olarak ayni
oldugu gozlendi. 48. ve 72. saat sonlarinda tiim poliamin gruplarinin, diuron uygulanmis
gruba oranla toplam klorofil miktarlarinda istatistiki bakimdan onemli artiglar oldugu
kaydedildi. SPM ©6n muamelesine tabi tutulmus fideler, toplam klorofil miktarlar1
bakimindan diuron grubundan en fazla farkin gézlendigi grup oldu. 72 saat sonunda diuron
uygulanan fidelerdeki toplam klorofil miktarindaki azalma %39,4 iken, SPD ile 6n
muamele edilmis fidelerde %19,06, SPM ile 6n muamele edilmis fidelerde %17,37 ve PUT

ile 6n muamele edilmis fidelerde ise %21,18 olarak bulundu.

3.3. Poliamin ve Diuron Uygulamalarinin Karotenoid Miktarina Etkileri

Diuron uygulanan fidelerdeki karotenoid miktarinin 24, 48 ve 72. saatlerde kontrole
oranla istatistiki bakimdan 6nemli 6lgiide (P<0,05) azaldig1 goriildii (Tablo 3). 72 saat
sonunda diuron uygulanan fidelerin toplam karotenoid miktarinda % 46,15 oraninda

azalma gortldi.
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Tablo 3. Poliaminlerle 6n muamele yapilmis ve diuron uygulanmis misir fidelerindeki
karotenoid miktari

Karotenoid miktari

(mg/g taze agirlik) 24 SAAT 48.SAAT 72.SAAT
Kontrol 0,28 £0,005 ¢ 0,26 £0,005 ¢ 0,26 0,01 d
Diuron 0,20 +0,01 a 0,17 £0,005 a 0,14 +0,005 a

Spermidin 0,26 £0,01 bc 0,23 +0,02 b 0,2 +0,005c
Spermin 0,24 +£0,005 b 0,22+0,01 b 0,19 £0,005 ¢
Putresin 0,21 £0,02 a 0,19 +£0,005 a 0,17 0,005 b

*Ug tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Ayni harflerle gosterilen degerler nemli
Olciide farkli degildir (P<0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir siitun kendi i¢inde
karsilastirilmistir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

Diuron grubunda gerceklesen karotenoid miktarindaki bu azalma SPD ve SPM 6n
muamelesi uygulanmis fidelerde 24, 48 ve 72. saatlerde istatistiki bakimdan énemli 6l¢lide
engellendi. PUT ©6n muamelesi uygulanan fidelerde ise diuron grubundaki toplam
karotenoid miktarmin azalmasiyla 24 ve 48. saatlerde istatistiki bakimdan benzerlik
gosterdi. PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde sadece 72. saatte diuron uygulanan
fidelerdeki toplam karotenoid miktariyla kiyaslandiginda istatistiki bakimdan ©onemli
Olclide azalmanin engellendigi gozlendi. 72 saat sonunda SPD ile 6n muamele yapilan
fidelerin toplam karotenoid miktarlarindaki azalma %23,07; SPM ile 6n muamele yapilan
fidelerde %26,92 ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki toplam karotenoid
miktarindaki azalma %34,61 oldugu tespit edildi.

3.4. Poliamin ve Diuron Uygulamasimin Prolin Miktarina Etkileri

Diuron uygulamasindan 24, 48 ve 72 saat sonra fidelerdeki prolin miktarimin kontrol
grubuna gore istatistiki bakimdan 6énemli (P<0,05) 6lgiide arttig1 gozlenmistir (Tablo 4).
Bu artis 24. saatte % 42,69, 48. saatte % 62,18 iken 72 saat sonunda % 85,12’ dir.
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Tablo 4. Poliaminlerle 6n muamele yapilmis ve diuron uygulanmis misir fidelerindeki

karotenoid miktari

Prolin (mg/taze agirlik) 24 SAAT 48.SAAT 72.SAAT
Kontrol 1,78 £0,09 a 3,57+0,41 a 3,90 £0,52 a
Diuron 2,54 £0,04 b 5,79 £0,53 cd 7,22 £0,50 b

Spermidin 3,51 £0,36 ¢ 5,69 £0,44 ¢ 9,54 +£0,31 ¢
Spermin 4,30 £0,24 d 4,56 £0,23 b 8,80 +1,04 ¢
Putresin 5,33 0,22 ¢ 6,51 +0,44 d 10,66 +0,96 d

*Ug tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Ayn1 harflerle gosterilen degerler nemli
Olciide farkli degildir (P<0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir siitun kendi i¢inde
karsilagtirilmistir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

SPD, SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde 72. saat sonunda prolin
miktarlarinda diuron grubuna gore istatistiki bakimdan onemli (P<0,05) o6lgiide artis
gozlendi. 24 saat sonunda en fazla artis sirasiyla PUT, SPM ve SPD’ dir. 72 saat sonunda
ise SPM ve SPD ile 6n muamele edilmis fidelerdeki prolin artiglar istatistiki bakimdan
ayni iken PUT ile 6n muamele edilmis fidelerdeki prolin artis1 diger tiim gruplardan (K, D,
SPM, SPD) istatistiki olarak farkli ve fazladir.

3.5. Poliamin ve Diuron Uygulamalarimin Askorbik Asit Miktarina Etkileri

Diuron uygulamasindan 24 ve 48 saat sonra fidelerdeki askorbik asit miktar1 kontrole
gore istatistiki bakimdan énemli (P<0,05) dl¢lide azaldigi gozlenirken, 72 saat sonunda
diuron uygulanan fidelerde kontrole gore askorbik asit miktarinda istatistiki bakimdan

onemli bir artis s6z konusudur (Tablo 5).
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Tablo 5. Poliaminlerle 6n muamele yapilmis ve diuron uygulanmis misir fidelerindeki
askorbik asit miktar1

Askorbik asit (mg/g 24 SAAT 48.SAAT 72.SAAT
taze agirlik)
Kontrol 0,58 +0,17b 0,38 +0,05b 0,28 +0,01 a
Diuron 0,41 +0,08 a 0,29 +0,01 a 0,49 +0,02 ¢
Spermidin 0,46 £0,05 ab 0,28 £0,37 a 0,38 £0,04 b
Spermin 0,41 +0,05 a 0,24 +0,34 a 0,43 £0,01 be
Putresin 0,38 0,38 a 0,28 0,01 a 0,4 0,08 be

*Ug tekerriirlii ortalamalarin standart sapmasi. Ayni harflerle gosterilen degerler nemli
Olclide farkli degildir (P<0,05). Ortalamalar satir olarak degil, her bir siitun kendi i¢inde
karsilastirilmistir (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

Poliamin 6n muameleleri uygulanan fidelerdeki askorbik asit miktarinda 24 ve 48.
saatlerde diuronla kiyaslandiginda istatistiki bakimdan énemli bir fark gozlenmedi. Sadece
72. saatte SPD ile 6n muamele yapilan fidelerin askorbik asit miktarlarinda diurona kiyasla

daha az bir artig goriildii.

3.6. Poliamin ve Diuron Uygulamalarimin Coziinebilir Protein Miktarina Etkileri
Kontrol grubundaki fidelere gore diuron uygulanmis fidelerdeki ¢oziinebilir protein

miktarlariin istatistiki bakimdan énemli (P<0,05) 6lgiide azaldign gozlendi. Istatistiki

bakimdan en ¢ok azalma 72 saat sonunda gozlendi. Bu azalmalar 24 saat sonunda % 18,48,

48 saat sonunda % 16,66 iken 72 saat sonunda % 27,39 olarak belirlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve diuron uygulanan misir fidelerinde
¢Oziinebilir protein miktarindaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii 6l¢iimlerin
standart sapmalarin1 gdstermektedir. Herbir zaman diliminde ayni harflerle
gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir.)

Diuron uygulanan fidelerdeki ¢oziinebilir protein miktarindaki azalma 24 saat
sonunda SPD, SPM ve PUT ile 6n muamele edilmis fidelerde istatistiki olarak gdzlenmedi.

SPD ile 6n muamele edilmis fidelerde 48 ve 72 saat sonunda ¢6ziinebilir protein miktarinin

diuron uygulanan gruptaki fidelere oranla istatistiki bakimdan 6nemli 6l¢iide (P<0,05)

degismedigi gozlendi. PUT ile 6n muamele yapilmis fidelerdeki ¢Oziinebilir protein
miktarlarinda 48 saat sonunda diuron grubuna kiyasla istatistiki olarak onemli bir artis
gozlenirken, 72. saat sonunda diuron grubundaki fidelerin ¢6ziinebilir protein miktarlarina
yakin sayilabilecek bir artis gozlendi. SPM ile 6n muamele edilmis fidelerin ¢6zilinebilir
protein miktarlarinin tim zaman dilimlerinde diuron uygulanan fidelerdekine oranla

istatistiki bakimdan 6nemli derecede arttig1 gozlendi.

3.7. Poliamin ve Diuron Uygulamalarinin Lipid Peroksidasyonu Uzerine Etkileri

24, 48 ve 72 saat sonunda diuron uygulanmis fidelerde kontrol grubundaki fidelere
oranla lipid peroksidasyonun istatiski bakimdan énemli 6l¢iide (P<0,05) arttig1 gézlendi.
24 saat sonunda diuron kaynakli bu artis % 14,01, 48 saat sonunda % 51,24 iken 72 saat
sonunda kontrol grubuna gore lipid peroksidasyonundaki artis % 79,63 olarak belirlendi

(Sekil 5).

38



25

8 20
b
~ ~
2%
S w15 B K
2 g
é‘ 8 D
210 11SPD
g )
w E = SPM
[a]
& o = PUT
—

0

24 48 72
ZAMAN (saat)

Sekil 5. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve diuron uygulanan musir fidelerinde lipid
peroksidasyonu miktarindaki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii Slgiimlerin
standart sapmalarin1 gostermektedir. Herbir zaman diliminde ayni harflerle
gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir.)

Tiim zaman dilimlerinde her {i¢ poliamin gruplarinda, diuron uygulanan
fidelerdekilere oranla lipid peroksidasyonun 6nemli dlgiide engellendigi gozlendi. 24. ve
72. saat sonlarinda lipid peroksidasyonundaki diuron uygulanan fidelere kiyasla en énemli
azalma SPM ile 6n muameleli grupta gozlenirken, 48. saat sonunda SPM ve SPD’nin lipid
peroksidasyonunu diuron grubuna gore istatistiki olarak ayni1 miktarda azalttig1 gozlendi.
PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki lipid peroksidasyonu 24 saat sonunda diuron
grubuna yakin bir degerde olsa da, 48 ve 72 saat sonunda diuron uygulanan fidelerdeki

lipid peroksidasyonu miktarindan istatistiki olarak dnemli derecede diisiik oldugu tespit
edildi.

3.8. Poliamin ve Diuron Uygulamalarimin SOD Aktivitesine Etkileri

Diuron uygulanan fidelerdeki SOD aktivitesinin kontrol grubuna oranla istatistiki
bakimdan (P<0,05) 6nemli dl¢iide arttig1 goriildi. Kontrol grubuna gére diuron uygulanan
fidelerdeki SOD aktivitelesindeki artis 24. saatte % 12,37, 48.saatte % 31 iken 72.saatte %
44,72 olarak belirlendi (Sekil 6).
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Sekil 6. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve diuron uygulanan misir fidelerinde SOD
aktivitesindeki degisiklikler (Barlar ii¢ tekerriirlii Olclimlerin  standart
sapmalarin1 gostermektedir. Herbir zaman diliminde ayni harflerle gosterilen
siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde dnemsizdir.)

Uygulamanin 24. saatinde poliamin 6n muameleli fidelerdeki en yiiksek SOD
aktivitesi diuronla kiyasla % 13,24 artisla PUT ve % 11,07 artisla SPD gruplarindaki
fidelerde gozlenirken, SPM ile 6n muamele yapilmis fidelerdeki SOD aktivitesinin diuron
uygulanan fidelerdekine yakin oldugu tespit edildi. 48 saat sonunda SPD, SPM ve PUT ile
on muamele edilmis fidelerdeki SOD aktivitesi diuron grubundaki fidelerin SOD
aktivitesiyle kiyaslandiginda istatiski bakimdan 6nemli derecede azalma (P<0,05) oldugu
gozlendi. 72 saat sonunda ise SPD grubunda diuron grubuna yakin bir artis gézlenirken,
SPM grubundaki SOD aktivitesindeki artigin diuron grubu ile kiyaslandiginda % 26,27
daha fazla oldugu goézlendi. PUT ile 6n muamele yapilan fidelerin SOD aktivitesine
bakildiginda ise diuron uygulanan fidelerlerdeki ile kiyaslandiginda % 31,32 oraninda

onemli bir diisiis tespit edildi.

3.9. Poliamin ve Diuron Uygulamalarinin Guaikol Peroksidaz Aktivitesine Etkileri

Diuron uygulanan fidelerdeki guaikol peroksidaz aktivitesi 24 ve 48 saat sonunda
kontrol grubu fidelerindeki GPX aktivitesiyle istatiski bakimdan (P<0,05) ayni oldugu
gozlendi. 72 saat sonunda ise diuron uygulanan fidelerdeki GPX aktivitesinde kontrol
fidelerindeki GPX aktivitesiyle kiyaslandiginda istatistiki bakimdan 6nemli 6l¢iide bir artis
gozlendi (Sekil 7).
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Sekil 7. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve diuron uygulanan misir fidelerinde GPX
aktivitesindeki degisiklikler (Barlar {i¢ tekerriirlii 6l¢limlerin standart sapmalarini
gostermektedir. Herbir zaman diliminde ayni harflerle gdsterilen siitunlar
arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir.)

SPD ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GPX aktivitesi diuron grubuyla
oranlandiginda 24. saatte % 5,94 oraninda artis, 72. saatte % 5,04 oraninda azalis
saptanirken, 48. saate diuron grubundaki GPX aktivitesine yakin olmakla beraber az da
olsa bir artig gozlendi. SPM ile 6n muamele yapilmis fidelerin 24. , 48. ve 72. saat
sonlarindaki GPX aktiviteleri diuron uygulanan fidelerinki ile istatistiki bakimdan ayni
oldugu tespit edildi. PUT ile 6n muamele yapilmis fidelerde 24. ve 72. saat sonlarinda
diuron grubuna yakin GPX aktiviteleri gozlenmesine ragmen 48. saatte diuron uygulanan

fidelerdeki GPX aktivitesinden % 7,04 oraninda fazla bir aktivite tespit edildi.

3.10. Poliamin ve Diuron Uygulamalarinin Glutatyon Rediiktaz Aktivitesine Etkileri

Kontrol grubundaki fidelerin glutatyon rediiktaz aktivitesiyle kiyaslandiginda 24, 48
ve 72 saatlerinde diuron uygulanan fidelerin GR aktivitelerinde istatistiki bakimdan 6nemli
(P<0,05) ol¢iide artis gozlendi (Sekil 8). Bu artig 24.saatte % 27,34, 48.saatte % 14,76 iken
72.saatte % 60,4 olarak saptanmustir.
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Sekil 8. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve diuron uygulanan misir fidelerinde GR
aktivitesindeki degisiklikler (Barlar ¢ tekerriirlii Olglimlerin  standart
sapmalarin1 gostermektedir. Herbir zaman diliminde ayni harflerle gosterilen
siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde dnemsizdir.)

Uygulamanin 24. saatinde GR aktivitesi bakimindan tiim poliamin gruplarinin,
diuron uygulanan grupla istatisti bakimdan benzer oldugu saptandi. 48 saat sonunda, SPD
ile 6n muamele yapilan fidelerdeki GR aktivitesinde diuron uygulananlardakine oranla %
21,23 oraninda bir artis gozlendi. PUT uygulanan fidelerin GR aktivitesinde de diuron
uygulanan fidelerdekine oranla % 14,14 oraninda bir artis saptandi. 72 saat sonunda ise
SPM ve PUT ile 6n muamele yapilmis fidelerdeki GR aktivitesinin diuron uygulanan

fidelerdekiyle ayni oldugu goézlenirken sadece SPD ile 6n muamele yapilmis fidelerde

diuron grubuna kiyasla GR aktivitesinde % 14,8 oraninda bir artis belirlendi.

3.11. Poliamin ve Diuron Uygulamalarinin Katalaz Aktivitesine Etkileri

Diuron uygulanan fidelerdeki katalaz aktivitesi kontrol fidelerinin KAT aktivitelerine
gore 24 ve 48 saat sonunda istatistiki olarak bir fark gostermezken, 72. saat sonunda diuron
uygulanan fidelerdeki KAT aktivitesinin kontrole gére % 28,42 oraninda azaldig1 gbzlendi

(Sekil 9).
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Sekil 9. Poliaminlerle 6n muamele yapilan ve diuron uygulanan misir fidelerinde KAT
aktivitesindeki degisiklikler (Barlar ¢ tekerriirlii Olglimlerin  standart
sapmalarin1 gostermektedir. Herbir zaman diliminde ayni harflerle gosterilen
siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde dnemsizdir.)

SPD ile 6n muamele yapilan fidelerdeki KAT aktivitesi tiim zaman dilimlerinde
diuron uygulanan fidelerdekiyle istatistiki olarak ayni bulundu. SPM ile 6n muamele
yapilan fidelerin, diuron grubuyla kiyaslandiginda KAT aktivitesi 24 ve 48 saat sonlarinda
ayn1 iken, 72 saat sonunda ise % 19,29 bir artis oldugu goézlendi. PUT ile 6n muamele

yapilan fidelerdeki KAT aktivitesinde diuron grubuna oranla 24.saatte % 26,65 ve
72.saatte % 45,29 oranlarinda artislar gézlendi.

43



4. TARTISMA

Poliaminler bitki biiyiime ve gelismesiyle alakali olan, sik rastlanan diisiik molekiiler
agirlikl alifatik aminlerdir. Bir¢ok biyolojik olay ve bitkilerin strese cevaplarinda énemli
rol oynarlar. Poliaminlerin stres boyunca oynadigi tam rol belirlenmeye calisilmasina
ragmen, bazi streslerin olumsuz etkisi poliaminlerin disaridan ilavesiyle hafifletilebilir. Bu
bilesiklerin disaridan uygulanmasi atrazine karsi bezelye bitkilerini korumus (Zheleva ve
ark., 1994), domates ve tiitiinde ozonun tesvik ettigi yaprak nekrozislerini onlemistir
(Ormrod ve Beckerson, 1986; Langebartels ve ark., 1991). Bu calismada misir
yapraklarindaki oksidatif strese karsi poliaminlerin koruyucu etkileri arastirilmigtir.
Oksidatif stresin parametreleri kullanilarak diuron herbisitinin oksidatif stresi tesvik ettigi
belirlenmistir. Herbisitler genellikle bitkinin yasami i¢in gerekli temel metabolik olaylari
etkiledikleri i¢in bitkisel metabolizmanin seyrini anlamamiza yardimci olmak igin 6zel
problar olarak kullanilabilirler. Calismada kullanilan diuron herbisiti bitkilerdeki en 6nemli
fizyolojik olay olan fotosenteze etki etmekte ve fotosistem II’yi inhibe ederek basta singlet
oksijen olmak iizere reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna sebep olmaktadir (Fayez,
2000; Geoffroy ve ark., 2002; Reis ve ark., 2011). ROS’lar basta membranlardaki
doymamis yag asitleri olmak iizere biitiin makromolekiillere saldirirlar ve bitkilerde {iriin
kayiplarina sebep olurlar. Nitekim bu caligmada diuron uygulanan fidelerdeki lipid
peroksidasyonunun kontrole nazaran Onemli Olgiide arttigi  belirlenmistir. Lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA birikimi Ol¢iilmektedir (Smirnoff 1995).
Diuron uygulanmasindan 72 saat sonra kontrole nazaran MDA miktarinin %79,63
oraninda arttig1 kaydedilmistir. Fotosistem II’yi inhibe eden diger bir herbisit olan atrazinin
de musir bitkisi yapraklarinda lipid peroksidasyonunu artirdig1 baska arastiricilar tarafindan
belirlenmigstir (Nemat Alla ve Hassan, 2006; Akbulut ve Yigit, 2010). Ayrica baska
bitkilerde de herbisitler tarafindan lipid peroksidasyonunun artirildigi rapor edilmistir (Luo
ve ark., 2004; Song ve ark., 2007; Jiang ve Yang, 2009). ROS’ lar tarafindan baglatilan
lipid peroksidasyonu 6nemli 6l¢iide hiicre membranlarinin fonksiyonunu ve biitiinliigiinii
etkiler ve hiicre fonksiyonunda irreversibl hasar iiretebilir (Aravind ve Prasad, 2005).
Dolayistyla lipid peroksidasyonu artis1 oksidatif stresin dnemli bir gostergesidir (Jiang ve
Yang, 2009, Yang ve ark., 2011). Calismamizda poliamin uygulanan fidelerdeki lipid

peroksidasyonu artisinin sadece diuron uygulanan fidelerdekine nazaran daha az oranda
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oldugu belirlenmistir. SPD, SPM ve PUT ile 6n muamele yapilan fidelerdeki lipid
peroksidasyonundaki artigin 72 saat sonra sirastyla % 53,39, % 37,46 ve % 56,07 oldugu
kaydedilmistir. Lipid peroksidasyonunu oOnlemede en etkili poliaminin SPM oldugu
belirlenmistir. Benavides ve ark. (2000)’da aycicegi yaprak disklerinde paraquatin sebep
oldugu lipid peroksidasyonunu gidermede en etkili poliaminin SPM oldugunu
kaydetmislerdir. Ayrica Kitada ve ark. (1979) sican karaciger mikrozomlarindaki lipid
peroksidasyonunu Onlemede, mikrozomal fosfoliplere direkt baglanmasindan dolay:
SPM’nin en etkili oldugunu rapor ettiler ve Tadolini ve ark. (1984) SPM ve SPD
tarafindan lipid peroksidasyonunun inhibisyonunu bir polikatyon/fosfolipid vesikiil
kompleksi olusturmalarma dayandirmistir. Ayrica poliaminler, demir ve fosfolipid polar
baslarla birlikte tersiyer kompleks olustururlar ve Fe ™in otooksidasyona duyarlihigmni ve
boylece serbest oksijen radikalleri iiretme yetenegini degistirebilirler (Tadolini, 1988;
Tiburcio ve ark., 1994). Bagka caligmalarda da poliaminlerin aktif oksijen tiirlerinin
temizleyicileri olarak rol oynadigt ve farkli c¢evresel stres kosullarinda lipid
peroksidasyonunu azaltarak membranlar1 kararlilastirdigi kaydedilmistir (Unal ve ark.,
2008). SPD ve PUT’a kiyasla SPM’nin daha fazla olan koruyucu etkisi, daha uzun zincir
ve daha ¢ok sayida pozitif yiik tasimast sonucu daha énemli nétralize edici ve membran
kararlilastiric1 6zelligine baglanabilir (Velikova ve ark., 2000; Kubis, 2003). Nitekim
poliaminler organik polikatyonlar olarak, negatif yiiklii fosfolipidlerle birleserek
membranlarn stabilize edebilirler (Besford ve ark., 1993, Zhao ve Yang, 2008). Ballas ve
ark. (1983) poliaminlerin eritrosit membran proteininin glutamik asit kalintilarinin
karboksil grubuna baglanabildigini ve membran biitiinliigiinii koruyabildigini tespit
etmislerdir.

Daha onceki caligmalar klorofil igerigi azalmasinin bitki biiylime ve gelismesine
zarar1 izlemek i¢in iyi bir indikator oldugunu gdstermistir (Zhou, 2003; Song ve ark., 2007;
Yin ve ark., 2008). Bu calismada klorofilin diurona oldukca duyarli oldugu gosterilmistir.
Ciinkii diuron uygulanan fidelerdeki klorofil miktarmin kontrole nazaran onemli 6lclide
azaldig1 belirlenmistir. Nitekim Ridley (1977), bitkilerdeki diuron fitotoksisitesinin primer
septomunun klorofil yikimi oldugunu rapor etmistir. Diuron oksitlenmis karotenoidin
yeniden {iretilmesini onlemekte ve klorofil yikimmna sebep olmaktadir (Ridley, 1977).
Baska ¢alismalarda da diuron etkisiyle klorofil miktarinin azaldig1 kaydedilmistir (Barry ve

ark., 1990; Fayez, 2000; Fayez ve Elfattah, 2007). Poliaminlerle 6n muamele yapilan
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fidelerde ise diuron etkisiyle meydana gelen klorofil miktarindaki azalmanin 6nemli 6l¢iide
giderildigi belirlenmistir. Toplam klorofil miktarindaki azalmay1 énlemede en etkili olan
poliaminlerin SPM ve SPD oldugu tespit edilmistir. Yulaf yapraklarinda yapilan bir
calismada SPM’nin tilakoid biitiinliigiinii en iyi koruyan poliamin oldugu rapor edilmistir
(Tiburcio ve ark., 1994). Bezelye bitkilerinde de atrazin etkisiyle klorofil miktarinda
meydana gelen azalmanin poliaminler tarafindan énemli 6l¢iide Onlendigi tespit edilmistir
(Zheleva ve ark., 1994). Besford ve ark. (1993) osmotik stresli yulaf yapraklarinda SPD ve
SPM’nin klorofil kaybin1 6nledigini kaydetmislerdir. Baska ¢alismalarda da poliaminlerin
klorofil parcalanmasini geciktirdigi ve antisenesens rollerinin oldugu belirtilmistir (Cheng
ve Kao, 1983; Flores,1991; Durmus, 2003).

Toplam klorofil miktarina benzer sekilde karotenoid miktarinda da diuron etkisiyle
onemli bir azalmanin oldugu kaydedilmistir. Diuron uygulanmasindan 72 saat sonra
kontrole nazaran karotenoid miktarinin % 46,15 oraninda azaldigi belirlenmistir. Fayez
(2000)’de diuron uygulanan soya fasiilyesinde karotenoid miktarinin Snemli o6l¢iide
azaldigim1 rapor etmistir. Saccharina japonica ve Chlorella vulgaris alglerinde ve
Hordeum vulgare’nin izole edilmis kloroplastlarinda da diuron etkisiyle karotenoid
miktarinin azaldig kaydedilmistir (Barry ve ark., 1990; Fayez ve Elfattah, 2007; Kumar ve
ark., 2010). Poliaminlerle 6n muamele yapilan fidelerde, diuron uygulanmasiyla
karotenoid miktarinda meydana gelen azalmanin Onemli Olgliide engellendigi tespit
edilmistir. Ozellikle SPM ve SPD poliaminlerinin daha etkili oldugu belirlenmistir.
Karotenoidlerin triplet klorofil (Noguchi ve ark., 1990) ve singlet oksijenin (Demming-
Adams, 1990) etkili temizleyicileri oldugu bilindigi i¢in, poliaminlerin etkisiyle bu
yardimc1 pigmentlerin miktariin artmasi ROS’larin bitkilerde sebep oldugu hasari
kisitlama kapasitesini artirabilir. Nitekim toleransli genotiplerde daha yiiksek klorofil ve
karotenoid miktarlar1 tayin edilmistir (Pastori ve Trippi, 1992). Poliaminler, antioksidan
ozelliklerinden dolay1 diuron etkisiyle olusan ROS’larin miktarlarini azaltmis olabilirler.
Boylece karotenoid gibi antioksidan molekiillerin miktar1 fazla azalmadigi i¢in bitkiler
oksidatif strese karsi daha toleransli olacaklardir.

Askorbik asit ROS’larin detoksifikasyonunda karotenoidler gibi anahtar bir
antioksidandir. Siiperoksit, singlet oksijen ve H,O,’yi temizleme 6zelligi vardir. Askorbik
asit Ozellikle kloroplastlarda fotosentez boyunca iiretilen ROS’lar1 temizleyerek,

kloroplastin oksitleyici ortaminda fotosentezin karbon assimilasyonu fonksiyonunun
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bozulmamasini saglar. Suda ¢oziinebilir bir bilesik oldugu i¢in, aktiflesmis oksijenle sulu
fazda bulunan diger bilesenlerden daha kolayca reaksiyona girer ve oksidatif hasardan
makromolekiilleri korur. Diuron uygulanmasindan 24 ve 48 saat sonra askorbik asit
miktarinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 72 saat sonra ise arttig1 belirlenmistir. Diuron uygulanan
bitkilerdeki askorbik asit miktarinin baglangigcta azalmasi, reaktif oksijen tiirleriyle
askorbik asitin dehidroaskorbata oksidasyonuyla veya askorbat peroksidazlarin askorbik
asiti substrat olarak kullanmalariyla agiklanabilir. Nitekim piring bitkisiyle yapilan
caligmalarda stres durumunda askorbat miktar1 azalirken dehidroaskorbat miktarinin arttigi
kaydedilmistir (Boo ve Jung, 1999; Boo ve ark., 2000). Ote yandan, Nayar ve Chander
(2004) nohutta su ve soguk stresi boyunca askorbik asit miktarinin 6nce arttigini daha
sonra ise azaldigimi kaydetmislerdir. Stres boyunca askorbik asit miktarinda goriilen bu
degisikler askorbat peroksidaz aktivitesindeki degisimlerle alakali olabilir. Askorbat
peroksidaz aktivitesinin baz1 bitkilerde stres durumunda artig1 bazilarinda ise azaldig1 rapor
edilmistir (Geoffroy ve ark., 2004; Goamez ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2009). Atrazin
uygulanan misir fidelerinde askorbat peroksidaz aktivitesinin baslangigta arttigi daha sonra
ise azaldig1 belirlenmistir (Akbulut ve Yigit, 2010). Kubis (2001), arpa yapraklarinin su
iceriginde % 40 azalmanin oldugu su stresi durumunda askorbat peroksidaz aktivitesinin
azaldigin1 kaydetmistir. Bu calismada diuron uygulanmasindan 24 ve 48 saat sonra NSI
miktarinin 6nemli oranda degismedigi ancak 72 saat sonra istatistiki bakimdan onemli
Olclide azaldig1 bulunmustur. Dolayisiyla 72. saatte azalan su igceriginden dolay1 askorbat
peroksidaz aktivitesi azalmis ve askorbik asit miktar1 artmis olabilir. Poliaminlerle 6n
muamele yapilan fidelerdeki askorbik asit ve NSI miktarinda sadece diuron uygulanan
fidelerle mukayese edildiginde ¢ok Onemli bir farklilik belirlenmemistir. SPD ile 6n
muamele yapilan su stresli bitkilerde de NSI miktarinin degismedigi (Kubis, 2003; Kubis,
2008), tuz stresli bitkilerde ise NSI’de tuzun etkisiyle meydana gelen azalmanin giderildigi
(Duan ve ark., 2008) kaydedilmistir. Diger taraftan, PUT un NaCl varliginda siirgiin su
iceriginde azalmaya sebep oldugu, SPD ve SPM’nin ise bitki su durumu iizerine etkileri
olmadig1 rapor edilmistir (Ndayiragije ve Lutts, 2006).

Coziinebilir protein miktarinda diuron uygulanmasindan 24 saat sonra meydana
gelen azalmanin poliaminlerle 6n muamele yapilan fidelerde tamamen 6nlendigi, 48. saatte
SPM ve PUT’un etkili oldugu, 72. Saatte ise SPM’nin en etkili poliamin oldugu tespit
edilmistir. Benzer olarak, Unal ve ark. (2008) disaridan SPM uyguladiklar1 6rneklerdeki
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protein igeriginin PUT ve SPD uygulananlara kiyasla daha yiiksek oldugunu
kaydetmislerdir. Baska ¢aligsmalarda da poliaminlerin protein yikimini geciktirdikleri ve
proteaz aktivitesini inhibe ettikleri rapor edilmistir (Altman, 1982; Bais ve Ravishankar,
2002). SPD ve SPM’nin uygulanmasi yaprak dokularindan klorofil ve Rubisco biiyiik alt
tinitesi gibi, tilakoid membranlardan DI, D2 ve sitokrom f proteinlerinin kaybinin
geciktirilmesinde etkili olmustur (Besford ve ark., 1993). Diuron PS II kompleksinin D1
proteini lizerindeki Qp baglanma boliimiine baglanmakta ve Qa’dan Qg’ye olan elektron
aktarimin1 bloklamaktadir (Hess ve Warren, 2002). PUT, SPD ve SPM’nin 151k yakalayici
kompleks (LHCP) ve PS II ile birlesebildigi (Kotzabasis ve ark., 1993) ve poliaminlerin
UV radyasyonundan PS II'yi koruyabildigi kaydedilmistir (Unal ve ark.,2008). Dolayisiyla
poliaminler diuronun olumsuz etkilerine karst da PS II’yi koruyabilir. Nitekim
poliaminlerin osmotik stres boyunca klorofil-protein komplekslerinin parcalanmasini
onledigi (Besford, 1993), su stresi altinda elektron transportunu normallestirdigi
kaydedilmistir (Floryszak-Wieczorek ve ark., 1992a, 1992b). Ote yandan, stres kosullari
altinda, polipeptidlerin yikimina neden olan proteolitik enzimlerin saliniminin meydana
gelebildigi  (Davies, 1982) ve poliamin seviyelerinin manipulasyonunun proteaz
aktivitesinin ylikselmesini inhibe ettigi belirlenmistir (Kaur-Sawhney ve Galston, 1979;
Altman, 1982). Ayrica, de novo polipeptid senteziyle alakali poliamin koruyucu aktivitesi,
protein sentezleyen sistemlerin aktivatorleri olarak Mg ile bu organik polikatyonlarin yer
degistirme kabiliyetiyle agiklanabilir (Cohen ve Zalik, 1978). Genel olarak bakildiginda
senesensi geciktirici bilesiklerin klorofille birlikte protein yikimini da geciktirdikleri kabul
edilir (Srivastava ve ark., 1983).

Coziinebilir protein miktarinin aksine diuron uygulanan fidelerde prolin miktarinda
onemli artis oldugu tespit edilmistir. Diuron uygulanmasindan 72 saat sonra prolin
miktarindaki artisin, kontrole kiyasla % 85,12 oldugu belirlenmistir. Diuron uygulanan
soya fasiilyesi bitkilerinde de prolin iceriginin dnemli dl¢iide arttigi kaydedilmistir (Fayez,
2000). Prolin artisinin, herbisitin etkisinden dolayr meydana gelen stresten olmasi
muhtemeldir. Nitekim, c¢esitli bitkilerde soguk (Chu ve ark., 1999), 1s1 (Chang ve Lee,
1999), kuraklik (Choudhary ve ark., 2005), UV (Saradhi ve ark., 1995), agir metal (Wang
ve ark.,2007, Radic ve ark., 2010), oksidatif stres (Yang ve ark., 2009) ve yiiksek tuzluluk
(Yoshiba ve ark., 1995) gibi streslerin prolin konsantrasyonunda 6nemli artisa sebep

oldugu rapor edilmistir. Ayrica, chlorsulfuron herbisiti uygulandiktan sonra Pisum ve
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Vicia’nin koklerindeki prolin iceriginin arttig1 tespit edilmistir (Fayez ve Kristen, 1996).
Bagka herbisitlerin de bitkilerde prolin miktarini artirdigi kaydedilmistir (Hjorth ve ark.,
2006; Song ve ark., 2007). Bitkiler olumsuz ¢evre kosullariyla basa ¢ikabilmek i¢in farkl
aligma ve sakinma stratejileri gelistirirler (Matysik ve ark., 2002). Bu stratejiler arasinda
prolin birikimi de vardir. Literatlirde stresli bitkilerdeki prolinin fonksiyonu, bir osmolit
ozelliginde olmasi ve su stresini dengeleyebilmesiyle agiklanmasina ragmen, prolinin
singlet oksijen ve serbest radikallerin sebep oldugu hasarlara karsi1 bitkileri korudugu da
gosterilmistir (Matysik ve ark., 2002). Singlet oksijeni bastirict ve hidroksil radikalleri
temizleyici olarak prolin, proteinler, DNA ve membranlar1 stabilize edebilir (Smirnoff ve
Cumbes, 1989; Gadallah,1999; Mohanty ve Matysik, 2001; Matysik ve ark., 2002).
Poliaminlerle 6n muamele yapilan fidelerdeki prolin miktarinin artmasi, poliaminlerin
direkt olarak radikal temizleme oOzelliklerine katki saglamis ve diuron hasarma karsi
bitkileri korumus olabilir. Kisaca daha Once tartigilan parametrelerdeki poliaminlerin ifade
edilen iyilestirici etkilerine prolin artisinin da katkis1 oldugunu sdyleyebiliriz. Bagka
caligmalarda da disaridan uygulanan poliaminlerin strese karsi olusan olumlu etkilerine
prolin artisinin katkis1 olabilecegi vurgulanmistir (Duan ve ark., 2008; Yiu ve ark., 2009).
Nitekim, prolinin stres iyilesmesinde gerekli olan azot ile karbon kaynagi oldugu ve stres
sinyal iletim yollarmin bir bileseni oldugu kaydedilmistir (Khedr ve ark., 2003). Prolin ve
diger metabolitlerin birikiminin fizyolojik sonucu olarak oksidatif strese direngliligin
artmast muhtemeldir (Hong ve ark., 2000). Prolin muamelesinin maya ve mantarlarda ROS
seviyesini azaltabildigi ve bdylece programli hiicre 6limiinii 6nleyebildigi (Chen ve
Dickman, 2005), insan hiicrelerini kanserojenik oksidatif strese karsi koruyabildigi
(Krishnan ve ark., 2008), transgenik alg ve tiitiin bitkilerinde prolinin asir1 birikmesiyle
serbest radikal miktarlarinin azaltildigi rapor edilmistir (Hong ve ark., 2000;
Siripornadulsil ve ark., 2002). Ayrica prolinin izole edilmis tilakoid membranlardaki
fotosistem II (PS II) iizerine singlet oksijen ve hidroksil radikallerinin zarar verici etkilerini
azaltabildigi belirlenmistir (Alia ve Mohanty, 1997). Dolayisiyla bu ¢alismada kullanilan
fotosistem II inhibe edici herbisiti olan diuronun olumsuz etkilerine karsi da poliamin
uygulanmasiyla artan prolin miktarinin koruyucu etki yapmis olmas1 muhtemeldir. Yiiksek
prolin miktar1 bitkileri streslere kars1 daha toleransh hale getirmektedir (Choudhary ve

ark., 2005; Vendruscolo ve ark., 2007; Duan ve ark., 2008)
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Bitkileri reaktif oksijen tiirlerinin sitotoksik etkilerinden koruyan antioksidan
savunma sisteminin 6nemli bilesenlerinden birisi de antioksidan enzimlerdir. Siiperoksit
dismutaz, guaikol peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalaz hiicrelerde bulunan 6nemli
antioksidan enzimlerdendir. Bu c¢alismada diuron uygulamasinin bu enzimlerin
aktivitesinde sebep oldugu degisimler incelenmistir. Ayrica poliamin 6n muameleleriyle
s6z konusu enzim aktivitelerinin etkilenip etkilenmedigi arastirilmistir. Diuron
uygulamasindan 48 ve 72 saat sonra musir fidelerindeki SOD aktivitesinin istatistiki
bakimdan Onemli Olclide arttigi belirlenmistir. Benzer sekilde, Chlorotoluron ve
prometryne herbisitleri uygulanan bugday kok ve yapraklarindaki SOD aktivitesinin arttig1
kaydedilmistir (Song ve ark., 2007; Jiang ve Yang, 2009). Atrazine herbisiti uygulanan Zea
mays L. Hybrid 351°de SOD aktivitesinin arttig1, Zea mays L. Giza 2’de ise azaldig1 tespit
edilmistir (Nemat Alla ve Hassan, 2006). Paraquat uygulanan Zea mays L. cv RX 947
bitkilerinde de SOD aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Durmus, 2003). Baska ¢aligmalarda
da oksidatif stres kosullarinda SOD aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir (Smirnoff, 1993;
Acar ve ark., 2001; Sairam ve Srivastava, 2001, Ahmad ve ark., 2009).

Poliaminler SOD ve KAT gibi antioksidan enzimlere baglanabilir ve onlarin hiicre
icerisinde oksidatif stresin oldugu kisimlara yayilmasini saglayabilir (Tang ve ark., 2005).
PUT-SOD kompleksinin tek bagina olan SOD’dan 20 kat daha fazla membran gecirgenligi
oldugu ve memeli sistemlerinde oksidanlara kars1 korumay1 kolaylastirdigi rapor edilmistir
(Poduslo ve Curan, 1996). Ayrica poliaminlerin antioksidan enzimlerin aktivitelerini
arttirarak bitkiyi strese karst korudugu diistiniilmektedir (Tekin ve Bozcuk, 1998). Tuz
stresinde SPD ve PUT uygulanan bitkilerdeki SOD aktivitesinin arttig1 ve bitkilerin strese
olan toleranslarina katki sagladigi rapor edilmistir (Verma ve Mishra, 2005; Duan ve ark.,
2008). Disardan uygulanan SPD ve SPM, kadminyum kloriir ve bakirin etkisiyle SOD
aktivitesinde goriilen azalmayr Onlemistir (Zhao ve Yang, 2008). Bu c¢alismada
poliaminlerin SOD aktivitesi ilizerine etkileri uygulanan poliamin c¢esitine gore farkli
sekilde olmustur. SPD ile 6n muamele yapilan fidelerdeki SOD aktivitesi kontrole kiyasla
24 ve 72. saatlerde artmasma karsin, diuron uygulanan fidelerdeki artigla istatistiki
bakimdan aynidir. PUT ile 6n muamele yapilan fidelerde 24.saatte kontrole kiyasla bir atig
olmasina karsin 48 ve 72. saatlerde istatistiki bakimdan 6nemli bir farklilik bulunmamastir.
SPM ile 6n muamele yapilan fidelerdeki SOD aktivitesinde ise 72. saatte istatistiki

bakimdan 6nemli bir artis belirlenmistir. Benzer sekilde, SPM ile 6n muamele yapilmis ve
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paraquat uygulanmis Zea mays L. cv RX 947 bitkilerinde SOD aktivitesinin arttig
kaydedilmistir (Durmus, 2003). SOD gibi antioksidan enzimleri asir1 ekspres eden
transgeniklerin streslere daha toleransli olduklari bulunmustur (McKersie ve ark., 1996;
Pitcher ve Zilinskas, 1996). Diger taraftan, Grupta ve ark. (1993), 1s1k ve 1sinin tesvik ettigi
oksidatif hasara direnglilik induksiyonunun, hem SOD hem de GPX aktivitelerinin birlikte
artmasma bagli oldugunu ileri siirmiislerdir. Nitekim, SOD reaktif oksijen tiirlerinden
siiperoksit radikalini temizler. Ancak bu islem sonunda baska bir ROS olan hidrojen
peroksit ortaya ¢ikar. Yani SOD radikal temizlemede tek basina yeterli degildir. Bu yiizden
calismamizda hidrojen peroksitin temizleyicisi olan GPX aktivitesine de bakilmistir. GPX
aktivitesi sadece diuron uygulanan fidelerde 72 saat sonunda istatistiki olarak 6nemli
Olclide artmis, 24 ve 48. saatlerde ise onemli bir degisim gozlenmemistir. Diger taraftan
diuron uygulanan Lemna minor’da GPX aktivitesinin zayif sekilde uyarildig1 ve 48 saati
asan muamelede inhibe edildigi kaydedilmistir (Teisseire ve Vernet, 2000). Atrazin
uygulanan misir fidelerindeki GPX aktivitesinin ise besinci gline kadar arttigi ve daha
sonra azaldig1 belirlenmistir (Akbulut ve Yigit, 2010). Chlorotoluron herbisiti uygulanan
bugday koklerinde GPX aktivitesinin 6nemli 6l¢lide arttig1 (Song ve ark., 2007), prometryn
herbisiti uygulanan kok ve yapraklarda ise diisiik konsantrasyonlarda arttifi yiiksek
konsantrasyonlarda ise azaldigt rapor edilmistir (Jiang ve Yang, 2009). GPX
aktivitesindeki artigin stresin gostergesi oldugu azalmanin ise bitki hasari temsil ettigi
distiniilmektedir (Jiang ve Yang, 2009). Nitekim, bitki dokularinda artan GPX
aktivitesinin ¢esitli kontaminant streslerine karsi biomarker olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir (Markkola ve ark., 2002; Cho ve Seo, 2005; Song ve ark.,2007). GPX
aktivitesindeki artis oksidatif ve abiyotik streslere genel bir cevaptir (Sancho ve ark., 1996;
Knérzer ve ark., 1996; Oztiirk ve Demir, 2002)

Disaridan uygulanan poliaminlerin stres esnasinda GPX iizerine etkileriyle ilgili
yapilan caligmalarda farkli sonuglar kaydedilmistir. Kubis (2003) SPD ile 6n muamele
yaptig1 arpa fidelerinde su eksikligi durumunda GPX aktivitesinin 6nemli Olcilide
azaldigini, su stresli salatalik fidelerinde ise artigini rapor etmistir (Kubis, 2008). Duan ve
ark. (2008), SPD ile 6n muamele yapilan tuz stresli salatalik koklerinde, Zhang ve ark.
(2009) PUT ve SPD ile 6n muamele yapilan soguk stresli salatalik yapraklarindaki GPX
aktivitesinin arttigin1 belirtmistir. Oztiirk ve Demir (2002) ise tuz stresli ortamda PUT un

GPX aktivitesini azalttigini tespit etmislerdir. Ayrica SPD ve SPM ile 6n muamelenin asit
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yagmuru uygulamasinda GPX aktivitesi iizerine O©nemli bir etkisinin olmadigi
kaydedilmistir (Velikova ve ark., 2000). Diger taraftan, CdCl, stresi durumunda SPD ve
SPM’nin GPX aktivitesini artirdigi belirlenmistir (Zhao ve Yang, 2008). Bu ¢alismada
SPD ile 6n muamele yapilan fidelerin GPX aktivitesi sadece diuron uygulananlara oranla
24 saat sonunda artarken 72. saatte kontrolle ayn1 bulunmustur. SPM 6n muamelesi tiim
saat dilimlerinde 6n muamele yapilmayan fidelerle kiyaslandiginda GPX aktivasyonuna
herhangi bir etki yapmamistir. PUT 6n muamelesi GPX aktivitesini sadece 48 saat sonunda
istatistiki olarak 6nemli Ol¢lide arttirmistir.

Bu ¢alismada hidrojen peroksitin diger bir temizleyicisi olan KAT aktivitesi de
Ol¢iilmiistiir. Diuron uygulanan fidelerdeki KAT aktivitesinin 24 ve 48.saatlerde
degismedigi 72. saatte ise dnemli 6l¢iide azaldigr belirlenmistir. Diuron uygulanmasindan
72 saat sonra GPX aktivitesi artarken KAT aktivitesinin azaldigi belirlenmistir. Benzer
sekilde su stresli salatalik yapraklarinda GPX aktivitesi artarken KAT aktivitesinin azaldig1
kaydedilmistir (Kubis, 2008). Lemna minor’da diuronun en diisiik konsantrasyonunun en
kisa zamanda (6 saat) KAT aktivitesini inhibe ettigi (Teisseire ve Vernet, 2000),
Scenedesmus obliquus’da diuron etkisiyle birlikte KAT aktivitesinde 6nemli bir degisimin
olmadig tespit edilmistir (Geoffroy ve ark., 2002). Kiikiirt dioksit, ozon ve agir metal (Cd,
Cr, Zn) gibi baska kirleticilerin de bu enzimi inhibe ettigi rapor edilmistir (Tanaka ve ark.,
1985; Chaoui ve ark., 1997; Niewiedomska ve Miszlaski, 1997). Ayrica atrazin herbisitinin
misir fidelerinde, prometryne herbisitinin ise bugday koklerinde KAT aktivitesini inhibe
ettigi tespit edilmistir (Nemat Alla ve Hassan, 2006; Jiang ve Yang, 2009). Shao ve ark.
(2008) Chlamydomonas reinhardtii’de diuron ve yliksek 1s181n birlikte uygulandiginda
H,0;’ye bagimli sinyal yolunun ciddi deaktivasyonundan dolay1r KAT aktivitesinin
azaldigi ileri siiriilmiistiir. KAT aktivitesinin inhibisyonu hidrojen peroksitin artisindan
dolayr da olabilir (Mashoudi ve ark.,, 1997; Jiang ve Yang, 2009). Ayrica
semidehidroaskorbat (Davison ve ark., 1986), indirgenmis glutatyon (Sun ve Oberley,
1989), siiperoksit ve hidroksil radikalleri (Kono ve Fridovich 1982) tarafindan da KAT
aktivitesinin inhibe olabilecegi kaydedilmistir.

Poliaminlerle 6n muamele yapilan fidelerdeki KAT aktivitesi incelendiginde, SPD
ile 6n muamele yapilmis ve diuron uygulanan fidelerdeki KAT aktivitesinin sadece diuron
uygulanan fidelerdeki ile ayni oldugu, SPM 6n muamelesinin 72 saatte diuronun KAT

aktivitesinde sebep oldugu azalmay1 6nemli Olg¢iide giderdigi, PUT 6n muamelesinin ise
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24. saate KAT aktivitesini artirdifi, 72. saatte ise diuronun KAT aktivitesinde sebep
oldugu azalmayi tamamen Onledigi goriilmistiir. SPD ile 6n muamele yapilan arpa
yapraklarinda su stresi durumunda KAT aktivitesinin azaldigi (Kubis, 2003), su stresli
salatalik yapraklarinda ise KAT aktivitesindeki azalmanin onemli Olgiide giderildigi
kaydedilmistir (Kubis, 2008). SPD ve SPM ile 6n muamele yapilan fasiilye yapraklarinda
ise KAT aktivitesinde onemli bir degisimin olmadigi rapor edilmistir (Velikova ve ark.,
2000). Zhang ve ark. (2009), PUT ve SPD ile 6n muamele yapilan soguga duyarl: salatalik
kultivarinda KAT aktivitesinde goriilen azalmanin tamamen 6nlendigini tespit etmislerdir.
Ayrica PUT un tuz stresli ortamda KAT aktivitesini artirdig1 kaydedilmistir ( Oztiirk ve
Demir, 2002; Verma ve Mishra, 2005).

Bitkilerde stres esnasinda aktivitesi 6l¢iilen bir baska antioksidan enzim de GR’dir.
GR, GSSG’nin GSH’a indirgenmesine aracilik eder ve GSH’in GSSG’ye oraninin yiiksek
kalmasii saglayarak oksidatif hasara karsi kloroplastlarin korunmasinda énemli bir rol
oynar (Pilon-Smits ve ark., 2000). Bu c¢alismada diuron uygulanan fidelerdeki GR
aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir. Benzer sekilde, diuron uygulanan Lemna minor ve
Scenedesmus obliquus’da da GR aktivitesinin uyarildigr rapor edilmistir (Teisseire ve
Vernet, 2000; Geoffroy ve ark., 2002). Stres altinda askorbat-glutatyon yoluna GSH
saglamak ve GSH/GSSG oranmmin yiliksek tutulmast igcin GR aktivitesinin artmasi
muhtemeldir. Nitekim c¢esitli stres kosullarinda GR aktivitesinin arttig1 belirlenmistir
(Gillham ve Dodge, 1987; Kangasjarvi ve ark., 1994). Poliaminlerin GR aktivitesine etkisi
ile ilgili yapilan ¢alismalarda, SPD 6n muamelesi GR aktivitesini 48 ve 72 saat sonunda
yalniz diuron uygulanan fidelere oranla artirmis, SPM 6n muamelesi istatistiki olarak
etkilememis ve PUT 6n muamelesi ise 48 saat sonra GR aktivitesini arttirmistir. Kubis
(2001) de SPD ile 6n muamele yapilan arpa yapraklarinda su stresi sirasinda GR
aktivitesinin artigini, Verma ve Mishra (2005) ise PUT uygulanan tuz stresli Brassica
juncea’da GR aktivitesinin arttigmi kaydetmiglerdir. Poliaminlerin etkisiyle GR
aktivitesinde meydana gelen artisin NADP'/NADPH oranini artirarak NADP " nin elektron
kabul etme yeterliligini sagladig1 ve sonugta oksijene daha az elektron akisi olacagindan
ROS iiretiminin azalacag diisiiniilmektedir (Verma ve Mishra, 2005).

Son zamanlarda transgenik bitkilerle ilgili yapilan ¢aligsmalarda poliamin igerigindeki
artisin antioksidan enzimlerin gen ekspresyonunu onemli Olgiide tesvik edebildigi ve

bitkilerin abiyotik streslere kars1 daha toleransli olmasini sagladig1 kaydedilmistit (Wi ve
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ark., 2006). Distan uygulanan poliaminlerin de ig¢sel poliamin artisini sagladigi ve
poliaminlerin koruyucu etkilerine katki sagladigi cesitli ¢calismalarda gosterilmistir (Verma
ve Mishra, 2005; Duan ve ark., 2008). Stresten 6nce uygulanan poliaminler membranlari
kararlastirarak ve daha yiiksek tamponlama ve antioksidan kapasitesi olusturarak stresi
kargilamak ve miicadele etmek icin hiicreleri hazirlayabilir (Velikova ve ark., 2000). Bu
calismadaki veriler, PUT, SPD ve SPM ile misir fidelerinin 6n muamelesinin ¢aligilan
parametre ve test edilen poliamine gore farkli derecelerde diuron tarafindan iiretilen hasari
azalttigin1 goOstermistir. Poliaminler diuronun olumsuz etkilerinin azaltilmasina, direkt
olarak serbest radikalleri temizleyerek katilabilecekleri gibi ROS’larin seviyesini azaltan
sistemlerin etkilerini gelistirerek de katilmalar1 muhtemeldir. Ayrica herbisitler
yabanciotlar1 6ldiirmek i¢in kullaniliyor fakat kararli bilesikler olduklar1 i¢in ortamda kalan
miktarlar1 ekonomik bitkiler i¢in olumsuz etkilere sebep olabilmektedir. Bu nedenle
ekonomik bitkiler {lizerine herbisitlerin etkilerinin bilinmesi tarimsal a¢idan Onemlidir.
Dolayistyla diuronun etkisiyle olusan biyokimyasal cevaplar tarimsal alanlara bu herbisitin

kontaminasyonunu degerlendirmek i¢in kullanilabilir.

54



5. SONUC ve ONERILER

Diuron uygulamasi ile misir fidelerinin nispi su igerigi 72.saat sonunda azalmstir.
Uygulanan tiim poliaminlerle 6n muamele 72.saatte azda olsa nispi su kaybim
engellemistir.

Misir fidelerindeki toplam klorofil miktarin, diuron uygulamasiyla azaldig tespit
edilmistir. Tk 24 saat sonunda PUT 6n muamelesi klorofil azalamasina engel olamamistir.
48. ve 72.saat sonlarinda ise tiim poliamin 6n muameleleri toplam klorofil miktarini diuron
uygulanan gruba oranla arttirmigtir.

Karotenoid miktarlar1 géz Oniline alindiginda, diuron uygulamasiyla karotenoid
miktarinin azaldigi belirlenmistir. Karotenoid miktarinin azalmasina karsi en etkili koruma
24 saat sonunda SPD 6n muamelesiyle olur iken 48 ve 72 saat sonlarinda SPM ve SPD
ayn1 derecede etkinlik gostererek karotenoid miktarinin azalmasini engellemistir. PUT 6n
muamelesi ise 24 ve 48 saat sonlarinda diuron grubuyla benzerlik gosterirken 72 saat
sonunda karotenoid miktarindaki azalmay1 engellemistir.

Tiim zaman dilimlerinde misir fidelerine diuron uygulamasi prolin miktarini
arttirmigtir. Prolindeki bu artis SPD, SPM ve PUT 6n muameleleriyle daha da ¢ok
olmustur. Prolin miktarindaki en yiiksek artis PUT ile 6n muamele sonucu gerceklesmistir.

Misir fidelerine diuron uygulamasi 24 ve 48 saat sonunda askorbik asit miktarini
azaltirken, 72 saat sonunda askorbik asit miktar1 artmistir. Poliaminlerle 6n muamele 24 ve
48 saat sonlarinda diuron grubunun askorbik asit miktartyla istatistiki olarak aynidir.
Ancak 72 saat sonunda SPD 6n muamelesi diuron uygulamasina oranla askorbik asit
miktarinda daha az bir artisa neden olmustur. SPM ve PUT 6n muameleleri ise 72.saatte
diuron grubundaki askorbik asit miktarina yakin sonug¢ vermistir.

Coziinebilir protein miktar1 diuron uygulanan misir fidelerinde azalmigtir. SPD ile 6n
muamele sadece 24.saat sonunda ¢6ziinebilir protein miktarindaki azalmay1 engellemistir.
PUT ile 6n muamele 24 ve 48 saat sonlarinda ¢oziinebilir protein miktarindaki diisiise
ciddi bir engel sayilabilir fakat 72 saat sonunda diisiisii az miktarda 6nleyebilmistir. SPM
ile 6n muamele ise tim zaman dilimlerinde fidelerdeki ¢oziinebilir protein miktarlarinin
azalmasini engellemistir.

Diuron uygulanan musir fidelerinde lipid peroksidasyonu zamanla orantili olarak

artmistir. Poliamin 6n muameleleri yapilan fidelerde tiim saat dilimlerinde diuron
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uygulamasina goére daha az lipid peroksidasyonu gozlenmistir. Lipid peroksidasyonunu
diurona oranla en az artiy SPM 6n muamelesi uygulanan fidelerde gozlenmistir.

Misir fidelerine diuron uygulamasi SOD aktivitesini artirmistir. SPD 6n muamelesi
24 ve 72 saat sonunda diuron uygulamasina yakin bir SOD aktivite artisina neden
olmustur. SPM 6n muamelesi 24 ve 48 saat sonlarinda SOD aktivitesinde degisiklige
neden olmamigtir ancak 72 saat sonunda SOD aktivitesindeki en yiiksek artis SPM 6n
muamelesi yapilan fidelerde goriilmiistir. PUT 6n muamelesi yapilan fidelerin SOD
aktivitesi 24. saatte artarken, 48. ve 72. saatlerde SOD aktivitesine ciddi bir katkida
bulunmamastir.

GPX aktivite artis1 diuron uygulanan misir fidelerinde sadece 72. saatte meydana
gelmistir. Tiim saat dilimlerinde SPM 6n muamelesinin GPX aktivitesine herhangi bir
etkisi olmamistir. PUT 6n muamelesinde 24. ve 72. saatlerde GPX aktivitesinde az
miktarda artisa neden olmusken 48. saatte GPX aktivitesini 6nemli derecede arttirmistir.
SPD 6n muamelesi ise 24. ve 48. saatlerde GPX aktivitesini artirmis ancak 72. saatte
diuron uygulamasina oranla GPX aktivitesini azaltmistir.

Diuron uygulamasi fidelerin GR aktivitesini artirmistir. SPD 6n muamelesi 48. ve
72. saatlerde diuron uygulanan fidelerdeki GR aktivitesinden daha fazla aktivite artigina
neden olmustur. SPM 6n muamelesi ile GR aktivitesinde 24. ve 72. saatlerde diuron
uygulanan fidelerdeki ile ayni sonucu vermistir, 48. saat sonunda ise diuron grubuna yakin
bir aktivite gozlenmistir. PUT 6n muamelesi ile GR aktivitesi sadece 48. saat sonunda
diuron uygulamasina kiyasla artis gostermistir.

Diuron uygulamasi sadece 72. saat sonunda fidelerde KAT aktivite azalmasina neden
olmustur. SPD 6n muamelesi KAT aktivitesini etkilememistir. SPM 6n muamelesi 24. ve
48. saatlerde KAT aktivitesini etkilemez iken 72. saatte diuronun sebep oldugu azalmay1
onemli Slgiide engellemistir. PUT 6n muamelesi ise 24 saat sonunda KAT aktivitesini
istatistiki olarak onemli Olgiide arttirmistir. 72 saat sonunda ise diuronun etkisiyle KAT
aktivitesinde goriilen azalmay1 tamamen 6nlemistir.

Kiiltiir bitkilerinde onemli iirlin kayiplarina neden olan yabanci otlarlarla miicadele
icin kullanilan herbisitler, oksidatif stresin baslica sebeplerindendir. Calismamizda
kullanilan diuron herbisiti de bitkilerin PSII’deki elektorn akisini bloklayarak oksidatif
hasara yol agmaktadir. Olusabilecek bu hasari engellemeye yonelik bitkiler antioksidan
savunma sistemlerini aktiflestirirler. Calismamizda poliamin (SPD, SPM, PUT)

uygulamalarinin, oksidatif stres sirasinda antioksidan sistemin bazi bilesenleri ile iliskisi
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arastirtlmis ve elde edilen bulgular 15131nda bu poliaminlerin oksidatif stres sirasinda
bitkileri daha dayanikli hale getirdigi sonucuna varilmistir. Poliaminlerin disardan
uygulanmalar1 absorbsiyondan dolay1 bitkiden bitkiye degisiklik gosterebilir. Bitkilerin
i¢gsel poliamin miktarlarini sentez yolu ile arttirmasi, oksidatif stres varliginda bitkiyi daha
toleransli hale getirecegi diislinlilmektedir. Bu yiizden poliamin metabolizmasinin
molekiiler temelleri arastirilarak bu konu i¢in daha ayrintili ¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir.
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