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     ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

BAKIR STRESİ VE BRASSİNOSTEROİDLERİN AYÇİÇEĞİ (Helianthus 

annuus L.) ÜZERİNE ETKİLERİ 

Kevser Betül CEYLAN 

 

İstanbul Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik 

 

Danışman : Prof. Dr. Nermin GÖZKIRMIZI 

Bu tez çalışmasında ayçiçeğine (Helianthus annuus L.) ait tohumlar, 48 saat ve 72 saat 

boyunca bakır, Homobrassinostreoid (HBR) hormonu ve bakır + HBR hormonu 

uygulamaları altında çimlendirilerek elde edilen köklerin morfolojik, fizyolojik ve 

moleküler analizleri gerçekleştirildi. Çalışma, hem 48 saatlik hem de 72 saatlik analiz 

için kontrol (sadece dH2O), bakır (30 µM ve 40 µM ), HBR (2 µM) ve bakır + HBR (30 

µM bakır + 2 µM HBR, 40 µM bakır + 2 µM HBR) olmak üzere farklı deney grupları 

üzerinden yürütüldü. 48 saat ve 72 saat sonunda ayrı ayrı olmak üzere çimlenen 

ayçiçeği tohumlarının primer kök uzunlukları ölçüldü.  

 

Bakır uygulamasının primer kök gelişimini, hem 48 saat hem de 72 saat sonunda 

kontrole göre belirgin şekilde olumsuz etkilediği gözlendi. Buna karşın HBR 

uygulamasının hem 48 saatte hem de 72 saat sonunda bakır stresinin olumsuz etkilerini 

düzelttiği görüldü.  

 

72 saat boyunca çimlendirilen örneklerden protein izolasyonu yapılarak, örneklerin total 

protein miktarları belirlendi. Kontrol (4.28 ± 3.85) ile karşılaştırıldığında 30 µM bakır 

uygulanmış köklerde protein miktarının azaldığı (3.94 ± 3.44); 40 µM bakır stresinde 

çimlendirilen köklerde ise arttığı belirlendi (4.86 ± 5.3). Bakır + HBR uygulanan 

örneklerde ise, sadece bakır uygulanan ile karşılaştırıldığında, HBR uygulamasının 

protein miktarını arttırdığı tespit edildi. 

 

Bakır ve hormon uygulamasının antioksidan enzim aktiviteleri üzerine etkilerini 

incelemek amacı ile katalaz enzimi (CAT) aktivitesi tayin edildi. 
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CAT enzim aktivitesinin sonuçları değerlendirildiğinde, kontrolle karşılaştırıldığında 

(0.16 ± 0.23 ), HBR uygulamasının enzim aktivitesini arttırdığı (30 µM bakır + 2 µM 

HBR için 0.39 ± 0.65; 40 µM bakır + 2 µM HBR için 0.22 ± 0.33 ve yalnızca 2 µM 

HBR için 0.21 ± 0.64) bununla birlikte yalnızca bakır uygulamalarının ise belirgin 

şekilde enzim aktivitesini azalttığı görüldü (30 µM bakır için 0.03 ± 0.02; 40 µM bakır 

için 0.08 ± 0.12). 

Bakır ve HBR’nin ayçiçeği tohumu üzerine fizyolojik açıdan ortaya konulan etkileri, 

CAT enzim genlerinin anlatım profillerinin revers transkriptaz polimeraz zincir 

reaksiyonu (RT-PCR) yapılarak incelenmesi ile moleküler açıdan desteklendi. 72 saatlik 

örneklerden öncelikle RNA izolasyonu yapıldı ve bu izolatlardan RT-PCR’a kalıp 

olacak cDNA’lar oluşturuldu. CAT geni anlatımında ise örnekler arasında belirgin bir 

fark gözlenmedi. 

Günümüzde ekilebilir arazilerin ağır metal kontaminasyonu nedeni ile giderek 

verimliliği azalmış ve gıda sağlığı tehdit altına girmiştir. Tez çalışması sonuçları 

doğrultusunda, HBR’nin ağır metallerin bitkiler üzerindeki olumsuz etkisini gidererek 

zirai uygulamalara pozitif bir katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  

 

Aralık, 2014, 47 sayfa. 

Anahtar kelimeler:  Ayçiçeği, Helianthus annuus L., bakır stresi, brassinosteroid, 

katalaz. 
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SUMMARY 

MASTER THESIS 

EFFECTS OF COPPER STRESS AND BRASSINOSTEROIDS ON 

SUNFLOWER (HELIANTHUS ANNUUS L.) 

Kevser Betül CEYLAN 

 

İstanbul University 

Graduate School of Science and Engineering 

Department of Molecular Biology and Genetics 

 

Supervisor : Prof. Dr. Nermin GÖZÜKIRMIZI 

 

In this thesis study; morphological, physiological and molecular analyzes were 

performed on sunflower (Helianthus annuus L.) seeds which were germinated under 

copper, homobrassinosteroid (HBR) and copper + HBR for 48 and 72 hours. Study was 

carried out on different experimental groups including control (just dH2O), copper (30 

µM and 40 µM ), HBR (2 µM) and copper + HBR (30 µM copper + 2 µM HBR, 40 µM 

copper + 2 µM HBR) for both 48 and 72 hours. At the end of 48 and 72 hour 

germination period, primary root lenghts of sunflowers were measured individually. It 

was found that copper application adversely affected root growth for both  48 and 72 

hour treatments. In contrast, it was found that HBR application corrected the effects of 

copper stress at 48h and 72h, both (2 ± 0.38 for 30 µM + 2 µM HBR). 

 

For physiological studies protein isolation was performed and protein amount of 

samples were determined. When the results were compared with the control group, it 

was determined that protein content of 30 µM copper stress-applied root lenghts 

decreased while it was increased at 40 µM copper stress. For the copper + HBR 

treatment, it was found that HBR application increased the protein content when it was 

compared with copper treated samples.  

 

Catalase (CAT) enzyme activity was determined to examine the effects of copper and 

hormone application on antioxidant enzyme activities.  
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When CAT enzyme activity results were evaluated, compared with the control (0.16 ± 

0.23), it was seen that HBR application increased the enzyme activity (0.39 ± 0.65 for 

30 µM copper + 2 µM HBR; 0.22 ± 0.33 for 40 µM copper + 2 µM HBR and 0.21 ± 

0.64 for just 2 µM HBR); however, sole copper applications found todecrease the 

enzyme activity significantly (0.03 ± 0.02 for 30 µM copper; 0.08 ± 0.12 for 40 µM 

copper application). 

Physiologically disclosed effects of copper and HBRs on sunflower seeds have been 

supported with molecular studies in terms of examining CAT gene expression profile by 

RT-PCR. Firstly, RNA isolation from 72 hours-germinated samples was performed and 

these isolates were used as template cDNAs for RT-PCR. It was observed that CAT 

gene expression was the same for all examples. 

Nowadays fertility of arable lands have been decreased due to heavy metal 

contamination and food safety has become under threat. These results indicate a positive 

role for HBR in reducing copper pollutant residues for agricultural applications. 

 

 

December, 2014, 47 pages. 

Keywords: Sunflower, Helianthus annuus L., copper stress, brassinosteroid, catalase.                      
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1. GİRİŞ 

Bakır (Cu), çeşitli kaya ve minerallerde bol bulunan ve bitkilerde büyüme ve gelişmede 

rol oynayan temel elementlerden biridir (Tanyolaç ve diğ., 2007). Bakır, bitkiler 

tarafından düşük miktarda ihtiyaç duyulan bir elementtir (Bowen, 1985). Redoks 

reaksiyonlarında kullanılan bir geçiş metali olan (Ouzounidou ve diğ., 1994; Monni ve 

diğ., 2000) bakır, hücresel seviyede oksidatif fosforilasyon, demir taşınımı ve 

transkripsiyonda önemli bir sinyal molekül olarak görev yaparken (Yruela, 2005), 

yüksek konsantrasyonda bitki büyümesine ket vurabilir (Monni ve diğ., 2000). Yüksek 

konsantrasyondaki bakır, proteinlerin işlevlerini ve enzim aktivitesini değiştirerek 

önemli derecede toksik etkilere yol açabilir. Bu toksisite, proteinlerde metallerin 

sülfidril gruplarına bağlanıp, aktivitelerin azalması ya da protein yapılarının 

bozulmasıyla sonuçlanabilir (Meharg, 1994). Bakır ayrıca bitki büyümesini de olumsuz 

etkiler. Bu büyüme gerilemesi; kök uzamasının gerilemesi, kök epidermal hücrelerinin 

ve kök hücre membranlarına zarar vermesi şeklinde olur. Bu element, fotosentezde 

önemli rol oynayan ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz ve fosfoenol piruvat karboksilaz 

gibi enzimleri de inhibe eder (Jiang ve Liu, 2001). 

 

Bitkinin bakıra toleransı, bakırı köklerinde tutması, organellerde biriktirme ve hücre içi 

metal bağlayıcı kelatörlerin (metallotionin ve fitokelatin) bağlanması şeklinde 

olmaktadır (Wojcik ve Tukiendorf, 2003). Strese karşı toleransta antioksidan enzimleri 

de görev alır. Stres, reaktif oksijen türlerinin (Reactive Oxygen Species – ROS) artışına 

sebep olur. ROS, serbest radikalleri (süperoksit radikali - O2
.-
, hidroperoksil radikali – 

HO2
.
) ve radikal olmayan formları (hidrojen peroksit - H2O2 ve singlet oksijen - 

1
O2) 

kapsar. Bitki hücreleri normal koşullar altında ROS’ların miktarını antioksidanlar 

(süperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz gibi) ve çeşitli korunma 

sistemleri ile düşük düzeyde tutmaktadır. Ancak, çevresel stres faktörlerin (ağır 

metaller, tuzluluk, kuraklık, yüksek veya düşük sıcaklık, UV, ozon gibi) etkisi altında 

antioksidan sistemlerin aktiviteleri azalır ve bu koşullar ROS’ların sentezlenmesini 

tetikleyerek birikimine neden olur.  
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Stres koşulları altında artan ROS’lar; bitki gelişiminde önemli rol oynayan hormonal 

sinyal üretiminde, hücre duvarı polimer yapısının değişiminde, bitkinin çevreyi 

algılamasıyla ilişkili mekanizmalarda, gen anlatımlarında, metabolik ve fizyolojik 

düzenlemelerde önemli işlevlere sahip olması nedeniyle “oksidatif sinyal molekülü” 

olarak da görev alırlar (Swanson ve Gilroy, 2010).  

Bitki büyüme düzenleyicileri olarak adlandırılan fitohormonlar da abiyotik strese 

uyumda temel rol oynar (Santner ve Estelle, 2009; Wang ve diğ., 2009; Messing ve diğ., 

2010). Salisilik asit (SA), jasmonat (JA), etilen (ET) ve oksin (Aux), biyotik ve abiyotik 

stres etmenlerine karşı bitki savunma yanıtının düzenlemesinde görev alırlar 

(Glazebrook, 2005; Lorenzo ve Solano, 2005; Broekaert ve diğ., 2006; Loake ve Grant, 

2007; Balbi ve Devoto, 2008; Fassler ve diğ., 2010). Sitokinin (CK); kök hücrelerinin 

farklılaşmasında, tohum gelişiminde, köklerin büyümesi ve dallanmasında ve bunun 

yanında stres toleransı olarak sayılabilecek önemli hücresel süreçlerde rol alan bir bitki 

hormonudur (Muller ve Sheen, 2007). Bu hormonların yanı sıra brassinosteroid (BR); 

bitkilerde, büyümenin düzenlenmesi, gelişim, çeşitli fizyolojik süreçlere yanıtta rol alan 

ve yapısal olarak hayvan steroid hormonuna benzeyen bir bitki hormonudur (Bajguz, 

2007). BR’nin tohum çimlenmesi, hücre bölünmesi, hücre uzaması, fotomorfogenez, 

çiçeklenme, üreme, biyotik ve abiyotik strese yanıtta rol oynadığı bildirilmiştir (Taiz ve 

Zeiger, 2006; Bari ve Jones, 2009).  

 

Bu tez çalışmasında; abiyotik stres etmenlerinden biri olan ağır metal streslerinden bakır 

stresinin, ayçiçeği (Helianthus annuus L.) bitkisi üzerine etkileri ve bu etkilerin 

brassinosteroid hormonu kullanımıyla nasıl değiştiği morfolojik, fizyolojik ve 

moleküler açıdan araştırılmıştır. Bu amaçla, ayçiçeği tohumları; sadece bakır (Cu), 

sadece HBR hormonu  ve bakır + HBR içeren çözeltilerde 48 saat ve 72 saat süresince 

çimlendirildi. Morfolojik çalışmalarda bakır ve hormonun kök uzunlukları üzerine etkisi 

araştırıldı. Fizyolojik çalışmalarda protein miktarı belirlenerek, sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamid jel elektroforezi (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis - SDS-PAGE) ile desteklendi. Ayrıca, bakır ve hormonun katalaz 

aktivitesi üzerine etkileri değerlendirildi. Moleküler açıdan ise bu antioksidan enzimin 

gen anlatımı revers transkriptaz PCR (RT-PCR) ile incelendi. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. AYÇİÇEĞİ (Helianthus annuus L.) 

Ayçiçeği (Hellianthus annuus L.); soya, kanola, ve yerfıstığı ile birlikte dünyada 

üretilen en önemli tek yıllık yağ bitkilerinden biridir (Putt, 1997). 2013 yılı üretim 

verilerine göre Türkiye, dünya ayçiçeği üretiminde ilk on ülke arasında yer almaktadır. 

Son on yıl ortalamasına göre 930 bin tonluk ayçiçeği üretimi ile son on yıllık ortalaması 

32 milyon ton olan dünya ayçiçeği üretiminin yaklaşık %3’ünü 

gerçekleştirebilmektedir. (T.C. GTB, 2014)   

Üretim miktarı ve tüketimden aldığı pay bakımından ayçiçeği, Türkiye’nin önemli yağ 

bitkilerinden biridir (Semerci ve Özer, 2011). Yüksek tarımsal üretim potansiyeline 

sahip olan ayçiçeği, Türkiye’nin bitkisel yağ üretimininde yaklaşık olarak %47’sini 

oluşturmaktadır (T.C. GTB, 2014). Yağı, çekirdeği ve küspesi ekonomik olarak değerli 

olan ayçiçeğinin kullanım alanlarından bazıları şunlardır:  

 Ayçiçeği yağı, içerdiği doymamış yağ asitleri oranının yüksek (%69) olması 

nedeniyle, beslenme değeri en yüksek olan bitkisel yağlardan birisidir.  

 Potasyum ve vitamin E bakımından da zengin olan ayçiçeği çekirdeği önemli bir 

linoleik asit kaynağıdır.  

 Hasat sonrası artakalan sapları ile tohum kabukları yakacak olarak 

değerlendirilmektedir. 

 Sapların yakılmasından elde edilen külde yüksek oranda (%36-40) potasyum 

bulunmaktadır. Bu küller tarlaya serpilmek suretiyle, gübre olarak 

değerlendirilmektedir 

 Ayçiçeğinin sap ve tablaları; furfurol ekstraksiyonunda ve kağıt yapımında da 

kullanılmaktadır. 

 Yağı çıkarıldıktan sonra geriye kalan küspede, yüksek oranda protein 

bulunmaktadır (kabuklu %32.3, kabuksuz % 46.8). Bu nedenle, karma yem 

üretiminde oldukça yaygın olarak kullanılmaktadır (Arıoğlu, 2007).  
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Tek yıllık bir bitki olan ayçiçeği, yetişeceği toprak tipi yönünden çok seçici olmamasına 

karşın organik maddece zengin, derin ve su tutma kapasitesi iyi topraklarda yüksek 

verim potansiyeline sahiptir. Derin ve kazık kök sistemine sahip olması nedeniyle, 

kuraklığa toleransı fazla; tuzluluğa karşı ise toleransı azdır. Tuzlu topraklarda 

yetiştirilen ayçiçeğinin tohumlarının yağ oranında azalmalar görülmüştür. Ayrıca 

ayçiçeği yetişecek toprakta %1-2 düzeyinde tuz konsantrasyonunun çimlenmeyi önemli 

oranlarda düşürdüğü belirlenmiştir. Ayçiçeği, pH’ı 6,20 ile 7,20 arasında olan 

topraklarda en iyi yetişir. Ayçiçeği, yüksek ve düşük sıcaklıklara gelişme dönemine 

bağlı olarak oldukça toleranslıdır. Tohumlarının en iyi çimlenebilmesi için 8 -10
o
C’lik 

toprak sıcaklığı gerekir. Ayçiçeği bitkisi fideleri kotiledon devresinde -4 
o
C sıcaklığa 

dayanabilir. Ayçiçeği için en iyi yetişme sıcaklıkları 21
o
C ile 24

o
C arasıdır (Arıoğlu, 

2007). 

2.2. BAKIR STRESİ 

Bakır, çeşitli kaya ve minerallerde bol bulunan esansiyel mikro elementlerden biridir. 

Hem prokaryot hem de ökaryotlardaki metabolik süreçlerin geniş bir yelpazesi için 

gereklidir (Bowen, 1985). Oksijen taşıyıcıları (hemosiyanin) ya da redoks katalizörleri 

(sitokrom oksidaz, nitrat redüktaz) gibi fonksiyonları olan, bilenen en az 30 tane bakır 

içeren enzim vardır (Weser, 1979). Bakır; Cu
o
, Cu

+1
 ve Cu

+2
 değerlikli üç oksidasyon 

durumu ile bir geçiş metalidir. Ayrıca 5g/cm³’den daha ağır bir yoğunluğa sahip olması 

nedeniyle ağır metal olarak sınıflandırılmıştır (Forstner ve Wittmann, 1979). 

 

Toksik miktardaki bakırın, dikotil fidelerde kısa radikulaya, koyu kahverengi-siyah 

renklenmeye (nekroz),  küt uçlara ve mantar saldırılarına karşı bir eğilime sebep olduğu 

görülmüştür (Patterson ve Olson, 1983). Kök kalınlaşmasını arttırıcı etkisi çam (Pinus 

sp.) fidelerinde görülmüştür (Arduini ve diğ., 1995). Betula papyrifera (Kağıt huşu) ve 

Lonicera tatarica fidelerinde ise aşırı bakır konsantrasyonunda saçak köklerin 

gelişiminin durduğu bildirilmiştir (Patterson ve Olson, 1983). Diğer taraftan, aşırı bakır 

varlığında demir alınımının azaldığı da belirlenmiştir (Lexmond ve Van der Vorm, 

1981). Bakır toksisitesinin yaşandığı bitkinin genç yaprakları üzerindeki klorotik 

semptomların demir eksikliğiyle ilişkili olduğu ileri sürülmüştür (Luo ve Rimmer, 

1995).  
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Ayrıca, aşırı bakır bulunan ortamda büyütülen Banksia ericifolia, Casuarina distyla ve 

Eucalyptus eximia (Okaliptüs)’da klorozis görülmüştür (Mitchell ve diğ., 1988). Kök 

büyümesini, kuru ağırlığı ve çözünebilir protein mikarını azalttığını da belirten 

çalışmalar vardır (Lequeux ve diğ., 2010; Körpe ve Aras, 2011; Thounaojam ve diğ., 

2012). Ağır metal stresinin reaktif oksijen türlerinin oluşumuna, iyonik taşınımın 

dengesinin bozulmasına ve protein yıkımına sebep olduğu yapılan farklı çalışmalarda 

gösterilmiştir (Aravind ve diğ., 2009; Ann ve diğ., 2011; Gangwar ve diğ., 2011).  

 

Bakır, biyolojik organizmalar için temel olan bir elementtir. Fotosentez, elektron 

transport zinciri, solunum ve hormon sinyalizasyonu gibi birçok süreçte görev alan 

proteinlerde kofaktör olarak işlev görür (Bhakuni ve diğ., 2009; Andre ve diğ., 2010). 

Bakır, düşük konsantrasyonda farklı biyolojik süreçlerde rol alırken ortamda fazla bakır 

konsantrasyonu bulunması reaktif oksijen türlerinin (‘Reactive Oxygen Species’- ROS) 

oluşmasına sebep olur (Andre ve diğ., 2010).  

 

Hücrede bakır dengesinin sağlanması, bakır toksisitesinin engellenmesi için hayati 

önem taşır. Genel olarak, bitkilerde sitozol içine bakır alınması COPT olarak 

adlandırılan plazma membran taşıyıcılarında oluşan bir aile tarafından gerçekleştirilir.  

Bakır transport  ailesi üyelerinden en az altı tanesi (AtCOPT1- AtCOPT6), Arabidopsis 

thaliana ve Oryza sativa (pirinç) bitkilerinde yapılan çalışmalar sonucunda 

tanımlanmıştır (Yuan ve diğ., 2011). Hücre içinde sitozolik bakırın, özel bölgelere 

dağılımı, bakır şaperonları ve çeşitli bakır-bağlayan proteinlerin de yer aldığı birçok 

faktörle sağlanır (Beauclair ve diğ., 2010).  Bakırın hücre içine alınımını düzenleyen 

taşıyıcı sistemlerin aktivitesine ek olarak hücresel antioksidan sistemleri ve glisinbetain, 

prolin, poliamin gibi farklı hücresel elemanlarla da bakır sitotoksisitesi azaltılır (Andre 

ve diğ., 2010). 
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2.2.1. Stresin Proteinler Üzerine Etkisi 

Bitkiler üzerindeki ağır metallerin en önemli etkilerinden biri, protein sentezine ket 

vurarak protein miktarını azaltmalarıdır. Kurşun, çinko ve kadmiyumun arpada 

(Stiborova ve diğ., 1986a), kobalt, krom ve bakırın karnabahar fidelerinde (Chatterjee 

ve Chatterjee, 2000), bakır ve kurşunun mısırda (Stiborova ve diğ., 1986b); kurşun ve 

kadmiyumun mercimekte (Mohan ve Hosetti, 1997) protein miktarını azalttığı 

bildirilmiştir.  

2.2.2. Stresin İyonlar Üzerine Etkisi 

Bakır uygulaması yapılmış mısır bitkisinin kök ve gövdesinde önemli derecede azot, 

fosfor ve potasyum miktarının azaldığı bulunmuştur (Ait-Ali ve diğ., 2002). Kadmiyum 

uygulaması altında buğday yapraklarının (Triticum aestivum L.) toprak üstü 

kısımlarında demir, magnezyum, kalsiyum ve potasyum miktarlarında azalma 

görülmüştür (Ouzounidou ve diğ., 1997). İyonların diğer stres koşullarından da 

etkilendikleri birçok çalışmada bildirilmiştir.  Örneğin, tuz stresi altındayken bitkilerin, 

sitozolünde düşük konsantrasyonda Na
+
 ve yüksek miktarda da K

+
 bulunduğu 

bilinmektedir (Zhu, 2003). Tuz stresi uygulanan şeker pancarının bazı kültür 

varyetelerinde yapraklarda K
+
 konsantrasyonunda azalış, Na

+
 ve Cl

−
 

konsantrasyonlarında ise yüksek derecede artış gözlenmiştir (Ghoulam ve diğ., 2002). 

Kuraklık stresi altında yetiştirilmiş olan kuraklığa dayanıklı bakla (Vicia faba L.) kültür 

varyetelerinin yapraklarının apoplastik kısımlarında, kontrol bitkilerine göre daha düşük 

konsantrasyonlarda Na
+
, K

+
 ve Ca

+2
 olduğu gösterilmiştir (El-Tayeb ve Ahmed, 2007). 

Su stresine bırakılmış Sesuvium portulacastrum (deniz semizotu)’da Na
+
, K

+
 ve Cl

-
 

konsantrasyonlarında artış olduğu belirlenmiştir  (Slama ve diğ., 2006). Benzer şekilde, 

kuraklığa maruz bırakılan asma bitkisinde Cl
-
, Na

+
, Mg

+2
 ve K

+
 miktarlarında önemli 

ölçüde artış olduğu kaydedilmiştir (Patakas ve diğ., 2002). 

2.2.3. Stresin Oksidatif Etkisi 

Bitkilerde oksidatif etki, serbest radikallerin özellikle de reaktif oksijen türlerinin 

oluşumunu içerir. Serbest radikaller eşleşmemiş elektron içeren moleküller olup 

oldukça reaktiftirler. Her türden kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar her zaman 

atomların dış orbitallerindeki elektronlar sayesinde gerçekleşir.  
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Dış orbitallerde paylaşılmamış elektron varlığı serbest radikallerin reaktivitesini 

arttırdığı için, serbest radikaller kimyasal aktifliği yüksek moleküllerdir. Bununla 

birlikte, toprakta ağır metal varlığı ve çevredeki diğer mevcut stres koşulları sonucu 

doğrudan veya dolaylı olarak bitkide fotosentez elektron alıcısı NADP⁺ kısıtlı hale gelir 

ve ferrodoksin NADP yerine oksijeni indirger ve PSI elektronlarının oksijene transferi 

sonucunda reaktif süperoksit radikali (O2˙) üretilir  (Mehler reaksiyonu) (Tambussi ve 

diğ., 2000). Süperoksit molekülleri tek başına fazla reaktif olmayıp H₂O₂ ve OH˙ 

radikallerini oluşturmak suretiyle etkili olur. Süperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil 

radikalini oluşturmak üzere tepkimesi sırasında (Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir 

ya da bakır gibi diğer geçiş metalleri, bu reaksiyonları hızlandırarak oksitatif hasarı 

daha da arttırabilir (Fenton reaksiyonu) (Smirnoff, 1993). 

2.3. STRESE KARŞI TOLERANS 

Tüm bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarına karşı koyma ve canlı kalabilme 

özelliğindedir. Bir bitkinin bazı kısımları (tohumlar, tomurcuklar ve dormant hücreler) 

strese dayanıklı iken, diğer kısımları (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarlı 

olabilir. Ayrıca bitkiler yaşamak zorunda oldukları çevreye adapte olabilme veya tam 

olarak uyabilme özelliğine sahiptirler. 

 

Bitkiler ağır metal stresini bazı enzimleri sentezleyerek, vakuol içerisinde biriktirerek ya 

da şelatlanma oluşturarak ortadan kaldırma yoluna giderler. Toksik etkili ağır metallere 

dayanıklı olan bir bitki, ya hücreye giren ağır metalleri derhal detoksifiye etmeli ya da 

hücreye alınımını sınırlamalıdır. Ağır metaller hücre içinde alındıklarında detoksifiye 

edilmeleri gerekir. Bu da metale bağlı olan şelatlanma, alınımın sınırlanması ve 

çöktürme şeklinde olur. Örneğin, çinkonun organik asitlerle şelatlanıp vakuolde 

biriktirildiği tespit edilmiştir (Brooks ve diğ., 1981). Kurşun detoksifikasyonu için ise 

Brassica juncea (Hint hardalı)’nın köklerinde olduğu gibi fitoşelatinlerin üretildiği 

belirlenmiştir (Salt ve diğ., 1995).  
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2.4. ANTİOKSİDAN SİSTEM 

Antioksidan terimi, reaktif oksijen türlerinin zararlı etkilerini ortadan kaldıran bileşikler 

için kullanılmaktadır. Bitki dokuları, stres koşullarında hücreleri korumak için, bazı 

enzimleri (süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, redüktaz, peroksidazlar) ve düşük 

moleküler ağırlıklı antioksidanları (glutatyon, askorbat, karotenoidler, tokoferoller vb.) 

kullanırlar. 

2.4.1. Katalaz (CAT) 

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), doğada çok yaygın dağılım göstermektedir. Bu enzim, 

aerobik mikroorganizmaların hepsinde, omurgalılarda, bitkilerde ve mantarlarda 

bulunmaktadır. Katalaz, yüksek konsantrasyonlardaki H2O2’nin iki elektronunu 

kullanarak su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen tetramerik demir porfirin içeren 

yüksek molekül ağırlığa sahip enzimdir. Aynı zamanda katalaz, düşük H2O2 

konsantrasyonlarında alkoller, askorbat ve fenol içeren indirgenmiş substratları 

kullanarak peroksidatif aktivite gösterilebilir. Katalaz kararlı bir enzim değildir. Yüksek 

ışık yoğunluğu ve stresli bitki hücrelerinde oluşan H2O2’nin yüksek 

konsantrasyonlarıyla inhibe edilebilir (Feierabend ve diğ., 1992; Streb ve diğ., 1993). 

Siyanid, azid, süperoksit ve indirgenmiş glutatyon tarafından da katalaz aktivitesinin 

inhibe edildiği rapor edilmiştir (Fridovich, 1986). Ayrıca H2O2’ye olan zayıf ilgisi bu 

enzimin etkinliğini kısıtlamaktadır (Foyer ve diğ., 1997). Katalazın büyük bir kısmı, 

peroksizomlarda çok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur. Katalazın bitki 

dokusunda H2O2’nin uzaklaştırılmasında önemli rol oynadığı düşünülmektedir 

(Bouazizi ve diğ., 2007a/b; Kumar ve diğ., 2007; Pourakbar ve diğ., 2007; Tanyolaç ve 

diğ., 2007). 

 

Antioksidan enzimlerin yanı sıra bitki hormonlarının da stres toleransında önemli roller 

oynadıkları yapılan birçok çalışmada belirlenmiştir (Peleg ve Blunwald, 2010; 

Umezawa ve diğ., 2010; Hadiarto ve Tran, 2011; Nishiyama ve diğ., 2011). Bitki 

hormonları arasında brassinosteroidler, steroidal laktonlardan oluşan bir gruptur. Hücre 

uzaması, morfogenez, doku farklılaşması ve üreme gibi gelişim ve fizyolojik süreçlerde 

rol oynar (Clouse, 2011; Gudesblat ve Russinova, 2011).  
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Brassinosterodler aynı zamanda, bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere karşı tolerans 

kazanmasını sağlar (Choudhary ve diğ., 2010, 2011; Clouse, 2011; Gudesblat ve 

Russinova, 2011). Moleküler ve sinyal iletimi ile ilgili yapılan çalışmalarda, BR 

hormonu ile oksin, jasmonat, absisik asit ve etilen etkileşiminin stres toleransında 

önemli bir rol oynadığı rapor edilmiştir (Divi ve diğ., 2010). Epibrassinolide (aktif BR), 

ağır metal kirliliğinin de dahil olduğu birçok abiyotik streste, streslere karşı tolerans 

kazanmasında yaygın olarak kullanılan bir bitki büyüme düzenleyicisidir (Bajguz, 2010; 

2011; Poonam ve diğ., 2014). 

2.5. BRASSİNOSTEROİDLER (BR) 

Grove ve arkadaşları (1979) tarafından yapılan çalışmada, kolza bitkisi (Brassica napus 

L.)  polenlerinden elde edilen organik çözeltinin, gelişimi teşvik edici aktiviteye sahip 

olduğu gösterilmiş ve kolza polenindeki tanımlanmamış aktif bileşikler brassinolid (BL) 

olarak isimlendirilmiştir. Brassinolidin, özellikle gelişimi uyarıcı etkisi fasulyedeki 

ikinci internodyum deneyi dahil olmak üzere bazı fizyolojik testlerle gösterilmiştir. 

Grove ve arkadaşları (1979) brassinolidin gelişim ve farklılaşmadaki gözle görülen 

etkilerinin düşük konsantrasyonlarda olmasından yola çıkarak, yeni bir bitki hormonu 

grubu olduğunu öne sürmüşlerdir. Pek çok bitkide bulunan BL analogları, 

Brassinosteroid (BR) olarak isimlendirilmiştir. BR’nin endojen büyüme düzenleyicisi 

olup olmadığını belirlemek için çalışmalar yapılmıştır. Model bir bitki olan A. 

thaliana’da yapılan çalışmalarda, BR-mutant bitkilerde cücelik gözlenmiş ve bu durum 

eksojen olarak BR uygulaması ile düzeltilebilmiştir (Altmann, 1999).  

 

Tohumlu bitkilerde, BR’nin bulunma oranı birbirinden farklıdır. Kastasteron 

(“Castasterone” - CS) en yaygın bulunan Brassinosteroid çeşididir (53 türde), daha 

sonar Brassinolid (BL) (37 tür) gelir (Kutschera ve Wang, 2012). Ayçiçeği (Helianthus 

annuus L.) fidelerinde kuru ağırlıkta 10 ng/g konsantrasyonda CS bulunurken, BL 

seviyesi sıfıra yakındır. Aynı bitkinin polenlerinde ise 4 farklı BR (BL, CS, dolikosteron 

– “dolichosterone” ve norkastasteron – “norcastasteron”) tanımlanmıştır (Kurepin ve 

diğ., 2012). CS ve BL, C3 tip fotosentez yapan Chlorella vulgaris organizması ve 

kuraklığa toleranslı C4 bitkisi olan mısır (Zea mays L.) organizmalarında da 

bulunmuştur (Bajguz, 2011; Hayat ve Ahmad, 2011).  
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2.5.1. Brassinosteroid Hormonunun Yapısı 

BR, 5 α-kolestan iskeletine sahip çeşitli bitki türlerinden izole edilmiş bir polihidroksi 

lakton grubudur.  X-ray kristalografisi analizleri BR’nin steroidal bir lakton olduğunu 

ortaya koymuştur. Bu bileşiğe brassinolid adı verilmiştir (Taiz ve Zeiger, 2006). 

 

BL ve diğer tüm brassinosteroidler kolestandan türevlenirler. BL, (22R, 23R, 24S) - 2α, 

3α, 22, 23–tetrahidroksi–24–metal–B–homo–7–oksa-5α–kolestan–6-on olarak 

isimlendirilen polihidroksile olmuş bir 5α-kolestan türevidir. Bu nedenle, bitkiler 

androjenler, östrojenler, vertebrataların kortikosteroidleri ve böcekler ile krustaselerin 

ekdisteroidleri gibi kolesterolden türevlenen hayvan steroid hormonlarıyla yapısal 

benzerlik gösteren, büyümeyi uyarıcı bir steroide sahiptirler (Clouse, 2002; Ashraf ve 

diğ., 2010; Hayat ve Ahmad, 2011). Brassinosteroidler, A’dan D’ye kadar giden 4 halka 

ve 17. karbonda bir karbon yan zinciri taşıyan steroid yapıya sahiptirler (Müssig ve 

Altmann, 1999).  

2.5.2. Brassinosteroid Metabolizması 

Brassinolid, doğal olarak bulunan BR’ler arasında en yüksek aktiviteye sahip olduğu 

için biyosentez yolunu aydınlatmak için çalışmalar yapılmıştır (Suzuki ve diğ., 1995; 

Srivastava, 2002). BL, biyosentezinin başlangıç noktası kampesteroldür (Şekil 2.1). İlk 

önemli basamak, kampesterolün 5,6 çift bağının redüksiyonuyla kampestanolün (CN) 

oluşmasıdır. Daha sonra kampestanolden, BL’nin bir adım önceki öncülü olan 

kastasterona (CS) giden 2 paralel biyosentez yolu vardır. 

 Bu biyosentez yolları erken ve geç C6-oksidasyon yolu olarak adlandırılmaktadır (Choi 

ve diğ., 1997; Bishop ve Yokota, 2001; Srivastava, 2002). Bu iki değişimli yol yan 

zincirdeki hidroksilasyondan önce ya da sonra C6 oksidasyonunun meydana gelip 

gelmemesine bağlı olarak farklılık göstemektedir (Noguchi ve diğ., 2000). Erken C-6 

oksidasyon yolunda kampestanol, 6-oksokampestanole okside olur ve daha sonra bu yol 

yan zincirdeki 22. ve 23. karbonların hidroksilasyonu ile devam eder. Bunu, CS’yi 

vermek üzere 3. karbondaki hidroksilin epimarizasyonu ve 2. karbona bir hidroksilin 

ilave olması takip eder. Diğer bir yol olan geç C-6 oksidasyon yolunda da kampestanol, 

CS’yi vermek üzere benzer hidroksilasyon ve epimerizasyonlar geçirerek 6-

deoksokastasteronu verir.  
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Son basamakta ise kastasteron Baeyer-Villiger tipi oksidasyon aracılığıyla BL’e 

dönüştürülür (Yokota, 1997; Sakurai ve diğ., 1999; Srivastava, 2002). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.1: Brassinolidin biyosentezi (Bishop ve Koncz, 2002). BL’nin erken ve geç C-6 

oksidasyon adımlarını kapsayan BR biyosentezinin basitleştirilmiş şeması. 
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2.5.3. Brassinosteroid Hormonunun Etkileri 

Bitki büyüme ve gelişimindeki çeşitli metabolik yollarda rol oynayan BR’nin bitki 

üzerindeki etkileri genel olarak fizyolojik etkiler, sitolojik etkiler ve biyokimyasal 

etkiler olarak gruplandırılabilir. Tüm bu etkilerin bir araya gelmesi, özellikle abiyotik 

strese karşı bitki dayanıklılığını arttırır. BR uygulamasının, tohum çimlenmesini 

arttırdığı (Ashraf ve diğ., 2010; Yang ve diğ., 2011), hücre duvarının esnekliğini 

arttırarak hücre uzamasına yol açtığı (Sun ve diğ., 2010) ve kök uzamasını uyardığı 

(Kartal ve diğ., 2009; Yang ve diğ., 2011) anlaşılmıştır. Sitogenetik olarak mitotik 

indeks ve kromozom anomalisi üzerinde yapılan çalışmalarda BR uygulamasının her iki 

parametreyi de arttırdığı rapor edilmiştir (Kartal ve diğ. 2009). BR uygulamasının 

ayrıca nükleik asit ve protein miktarını da arttırdığı belirlenmiştir (Anuradha ve Rao, 

2001; Arora ve diğ., 2010).  
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. OPTİMİZASYON ÇALIŞMALARI 

3.1.1. Uygulanacak Bakır ve Brassinosteroid Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

Bu tez çalışmasında, kullanılan ayçiçeği tohumları (Palancı-9, Tarsan 1018, TTAE-12-2 

ve TTAE-12-3) Marmara Üniversitesi Fen-Edebiyat Fakültesi’nden sayın Doç. Dr. 

İbrahim İlker ÖZYİĞİT’in laboratuvarından; TR003 ise Trakya Tarım Araştırma 

Enstitüsü Müdürlüğü’nden sağlandı (Şekil 3.1).  

 

 

Şekil 3.1: Çalışmada kullanılan ayçiçeği tohumları. Soldan sağa sırasıyla Palancı-9, TTAE-12-

3, TTAE-12-2, Tarsan 1018, TR003. 

 

Ayçiçeği tohumlarından hangisi ile deney yapılacağına, hangi konsantrasyonlarda bakır 

kullanılacağına ve hangi süreler arasında çalışılacağına karar vermek için optimizasyon 

çalışmaları gerçekleştirildi. Bu amaçla, her varyeteye ait 3 adet tohum, steril petri 

kaplarına steril kurutma kağıtları arasına yerleştirildi. Kontrol grubunda çimlendirme 

için 6 ml distile su; deney gruplarında ise 6 ml CuSO4 çözeltisi kullanıldı. Uygun bakır 

konsantrasyonunu belirlemek amacı ile 10 µM, 20 µM, 30 µM, 40 µM, 50 µM, 100 

µM, 150 µM, 200 µM, 250 µM, 300 µM, 350 µM, 400 µM değişen konsantrasyona 

sahip CuSO4 çözeltisi denendi. Alüminyum folyoya sarılı petriler bitki büyüme kabinine 

kaldırıldı. 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki primer kök uzunlukları ölçüldü. 
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Uygulanacak brassinosteroid konsantrasyonunu tespit etmek içinse 2 µM, 2,5 µM, 3 

µM, 3,5 µM ve 4 µM HBR; belirlenen optimum konsantrasyondaki CuSO4 çözeltisi ile 

birlikte petrilere eklendi. Petrilerdeki tohumların 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki primer 

kök uzunlukları ölçüldü ve fotoğrafları çekildi. Elde edilen veriler karşılaştırılarak tez 

çalışmasına devam edilecek olan uygun bakır ve hormon konsantrasyonu ile çalışılacak 

saatler belirlendi. 

 

Optimizasyon çalışmaları sonucunda tez çalışması için kullanılacak bakır 

konsantrasyonlarının 30 µM ve 40 µM, HBR konsantrasyonunun ise 2 µM olmasına 

karar verildi.  

3.2. FİZYOLOJİK ÇALIŞMALAR 

3.2.1. Ayçiçeği Tohumlarından Protein İzolasyonu ve Miktar Tayini 

Fizyolojik çalışmalar, belirgin farklılık gösterdiği için 72 saat süresince çimlendirilen 

tohumlar üzerinden yürütüldü. Bitki büyütme kabininde 72 saat, karanlıkta 

çimlendirilen TR003 varyetesinden; total protein miktarı ve CAT aktivite tayininde 

kullanılmak üzere ekstre hazırlandı. Örneklerin çözünebilir protein içeriğinin 

belirlenmesinde Bradford (1976) yöntemi değiştirilerek kullanıldı. Ekstrenin 

hazırlanmasında aşağıdaki metot izlendi. 

1. Kontrol grubu ve 5 deney grubuna ait tohumların primer kökleri kesilerek 

tartıldı.  

2. Her bir deney grubu, steril edilmiş ve -20
o
C’de bekletilmiş porselen havanlarda 

sıvı azot içinde ezildi. 

3. Tartılan tohum ağırlığının 5 katı kadar protein parçalama tamponu (Tablo 3.1) 

eklenerek havan içindeki materyal sıvı hale gelene kadar ezildi. 

4. Sıvı hale gelen örnekler ependorflara alınarak 14000 rpm +4
 o

C’de 20 dakika 

santrifüjlendi. 

5. Santrifüj sonrasında yeni tüplere alınan üst sıvı, protein miktar ve enzim aktivite 

tayini deneylerinde kullanıldı. 
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Tablo 3.1: Parçalama tamponu içeriği. 

Bileşenin adı Konsantrasyon 

0.2 M Fosfat tamponu 50 mM 

   0.5 M EDTA 0.1 mM 

   %1 Polivinilpirolidon 4% 

 

Standart olarak 0.25, 0.50, 0.75 ve 1 mg/ml konsantrasyonlarında 4 adet BSA (bovin 

serum albumin) çözeltisi kullanıldı. Her bir örnek ve BSA standartlarından 10 µl 

alınarak, 500 µl 1X Bradford çözeltisi ile karıştırıldı (Tablo 3.2). Elde edilen karışımdan 

200 µl alınarak mikroplate kuyucuklarına yüklendi ve 14 dakika karanlıkta bekletildi. 

Örneklerin 595 nm’deki absorbansları ölçüldü.  

Tablo 3.2: 5X Bradford belirteci içeriği. 

Bileşenin adı  Miktarı 

Coomassie Brilliant Blue G-250 100 mg  

Metanol (100%) 47 ml  

Fosforik asit 100 ml 

dH2O 200 ml'ye tamamlanır 

 

3.2.2. SDS-PAGE 

SDS-PAGE analizi için ayırma ve yükleme jeli olmak üzere iki farklı jel kullanıldı. 10 

ml %15’lik ayırma jeli ve 5 ml %5’lik yükleme jeli Tablo 3.3’de verilen çözeltiler 

kullanılarak elde edildi. 
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Tablo 3.3: SDS-PAGE’de kullanılan çözeltilerin içeriği. 

Bileşenin adı İçeriği 

%15 Ayırma jeli 

 

  

2,3 ml dH2O, 5 ml Akrilamid/ Bis akrilamid (%30), 2,5 ml 1.5 M Tris 

(pH 8.8), 100 µl %10 SDS, 100 µl %10 Amonyum Persülfat (APS),4µl 

TEMED 

 

% 5 Yükleme jeli  3.4 ml dH2O,  830 µl Akrilamid/Bis akrilamid (%30), 630 µl 1 M Tris 

(pH 6.8), 50 µl %10 SDS, 50 µl %10 Amonyum Persülfat (APS), 5 µl 

TEMED 

5X tank tamponu 15 g Tris, 72 g Glisin ve 5 g SDS, 1 lt suda çözdürüldü 

Yıkama çözeltisi 125 ml metanol, 175 ml asetik asit (glasiyel), 2200 ml distile su 

4X yükleme tampanu 1 ml 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8), 1,6 ml %10 SDS, 0,80 ml gliserol, 0,4 

ml betamerkapto etanol, 0,2 ml bromofenol mavisi, 4 ml dH2O  

 

SDS-PAGE analizinde şu basamaklar takip edildi; 

1. Ayırma jeli hazırlandı ve kasete döküldü. 

2. Jelin yüzeyini düzgünleştirmek için yaklaşık 0.3 ml su ile doyurulmuş n-butanol 

çözeltisi jel kasetinin iki kenarından döküldü. 

3. Polimerizasyon tamamlandıktan sonra üst düzeydeki butanol döküldü ve jel 

yüzeyi saf su ile birkaç kez yıkandı. 

4. Yükleme jeli hazırlandı ve kasete döküldükten sonra tarak yerleştirildi. 

5. Jelin donması için biraz beklendi. Donduktan sonra tarak dikkatlice çıkarıldı. 

Cepler önce saf su ile sonra 1X tank tamponu (Tablo 3.3)  ile yıkandı. 

6. Protein ekstratlarından 5 µl alınarak, 1 µl 4X yükleme tamponu ile iyice 

karıştırıldı ve 2 dakika 95 °C’de kaynatıldı. Tank tamponu (1X) içinde bekleyen 

jele protein markırı (AppliChem, A8889) ve örnekler yüklendi 

7. Örnekler 200 V’de 45 dakika yürütüldü. 

8. Yürüme işlemi sonlandırıldıktan sonra jel, cam plaklar arasından çıkartılarak 

kapaklı plastik bir kaba alındı ve boyama işlemine geçildi. 

9. Boyama yöntemi olarak Coomassie Boyama yöntemi uygulandı. Boyama 

çözeltisi; 1 g Coomassie Brillant Blue, 500 ml Metanol, 100 ml Glasiyel asetik 

asit distile su ile 1 litreye tamamlandı. Boya çözüldükten sonra Whatman No:1 

filtre kağıdından filtre edilerek karanlıkta oda sıcaklığında saklandı. 
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10. Jelin üzerini tamamen kaplayacak şekilde boyama çözeltisi dökülerek jel, bu 

şekilde bir gece boyunca 20 devir/dakika hızında çalkalanarak boyandı.  

11. Gece boyunca boyanan jeldeki boyama çözeltisi dökülerek jel 1 saat boyunca 

yıkama çözeltisinde çalkalandı. 1 saat sonra yıkama çözeltisi (Tablo 3.3) 

dökülerek tekrar yıkama çözeltisi ilave edildi ve jel 1 saat daha yıkandı. Bu 

işlem jelin zeminindeki boya tamamen çıkana kadar bu şekilde devam ettirildi. 

3.2.3. Katalaz Aktivite Tayini  

Antioksidan savunma enzimlerinden biri olan katalazın aktivitesi, hidrojen peroksidin 

yıkımının, 240 nm’de spektrofotometrik olarak izlenmesi ile tayin edildi. 20 µl fosfat 

tamponu (20 mM) ve 6 mM H2O2 (Eklenecek H2O2 miktarı her seferinde, 25 mM H2O2, 

240 nm’de 1,9 absorbansa sahiptir.” esasına göre hesaplandı.) distile su ile son hacim 

195 µl olacak şekilde tamamlanarak 30 °C’de 3 dakika inkübe edildi.  

Deney gruplarına ait protein ekstratlarından 5 µl alınarak UV-mikroplatelere konuldu ve 

üzerine hazırlanan karışımdan 195 µl eklenerek hızla kinetik ölçüm alındı. Katalaz 

aktivitesi 240 nm’de gerçekleşen absorbanstaki düşüşün gözlemlenmesiyle tayin 

edildiği için 10 saniye aralıklarla 12 kez ölçüm alındı. 

3.3. MOLEKÜLER ÇALIŞMALAR 

3.3.1. Total RNA İzolasyonu 

72 saat boyunca çimlendirilen, 6 deney grubuna ait ayçiçeği köklerinden RNA 

izolasyonu, TRI Reagent
®
 (Sigma, T9424) kullanılarak gerçekleştirildi. 

İzolasyon esnasında kullanılacak havanlar, %0.1’lik (v/v) DEPC solüsyonu içinde 

37
o
C’de bir gece bekletildikten sonra 121

o
C’de 20 dakika otoklavlandı ve 250

o
C’deki 

pastör fırınında 5 saat bekletildi. Deneyde kullanılacak plastik malzemelerin nükleaz 

içermemesine dikkat edildi. RNA izolasyon aşamaları aşağıda verilmiştir: 
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1. 72 saat boyunca çimlendirilen tohum kökleri steril porselen havanda sıvı azot 

içerisinde parçalandı. 

 Toz haline getirilen dokuların üzerine her bir örnek için TRI Reagent® (50 mg 

doku için 1000 µl) eklendi. Havandaki örnekler tüpe alındı ve oda sıcaklığında 5 

dakika bekletildi.  

2. Örneklerin üzerine, kullanılan her 1 mL TRI Reagent® için 0.2 mL kloroform 

eklendi ve örnekler karıştırılarak oda sıcaklığında 15 dakika bekletildi.  

3. 12.000 x g’de 4
o
C’de 15 dakika süre ile santrifüjlenen (AllegraTM X-22R 

Centrifuge, Beckman Coulter) örnekler, tüpün içinde 3 ayrı faza ayrıldı. Renksiz 

üst faz total RNA izolasyonu için kullanıldı. 

4. RNA içeren üst faz, steril bir mikrosantrifüj tüpüne alındı ve oda sıcaklığında 5-

10 dakika bekletildi. 

5. Tüpler 12.000 x g’de 10 dakika 4
o
C’de santrifüj edildi ve süpernatant 

uzaklaştırıldı. 

6. Pellet 1 ml %75’lik etanolde yıkandı ve tüpler 7.500 x g’de 4
o
C’de 5 dakika 

santrifüj edildi. 

7. Süpernatant döküldü ve pellet oda sıcaklığında 10 dakika kurutuldu. 

8. Pellet, 50 µl RNaz içermeyen suda çözdürüldü ve 60
 o

C’de 10 dakika inkübe 

edildi. 

9. İzole edilen RNA’ların kalitesi %1’lik agaroz jelde kontrol edildi.  

10. RNA örneklerinin nanodropta absorbans ölçülmü yapıldı ve konsantrasyon  

“RNA konsantrasyonu (µg/ml)= [OD (Optik yoğunluk)260 x sulandırım oranı x 

40 (µg/ml)]” formülünden yararlanılarak hesaplandı. 

3.3.2. RNA JEL ELEKTROFOREZİ 

İzole edilen RNA’ların kalitesi, %1’lik agaroz jelde kontrol edildi (Tablo 3.4). %1’lik 

(w/v) agaroz jel hazırlamak için; 40 ml 1X TAE tamponuna (10X TAE’nin 

sulandırmasıyla hazırlandı), 0.4 gram agaroz (Biobasic Agarose A) eklenip mikrodalga 

fırında eritildi. Ilık hale gelen agaroz jele 4 μl etidyum bromür solüsyonu (10 mg/ml) 

eklendi ve yatay elektroforez kasetine dökülüp, uygun tarak yerleştirildikten sonra, oda 

sıcaklığında 30 dakika boyunca katılaşmaya bırakıldı. Her RNA örneğinden 5 μl alınıp 

ve 1 μl 6X yükleme tamponu ile karıştırılarak agaroz jele yüklendi.  
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Elektroforezde markır olarak GeneRuler
TM

 1 kb DNA Ladder (Fermentas, SM0311) 

kullanıldı. Jel 70 voltta (10 V/cm) 1 saat yürütüldü ve UV tablasında görüntülendi. 

Tablo 3.4: Agaroz jel elektroforezinde kulllanılan bileşenler. 

Adı İçeriği 

10X TAE (Tris-Asetat EDTA) 

tamponu 

 

400 mM Tris, %1.2 glasiyel asetik asit (v/v), 10 mM EDTA (pH 8.0)  

 

1X TAE (Tris-Asetat EDTA) 

tamponu 

 

100 ml 10X TAE, 900 ml dH2O 

 

6X yükleme tamponu  

 

10 mM Tris-HCl (pH 7.6), %0.03 bromofenol mavisi, %0.03 ksilen 

siyanol , %60 gliserol, 60 mM EDTA 

 

Etidyum bromür solüsyonu  %1 (w/v) 

3.3.3. DNaz I Uygulaması ve cDNA SENTEZİ 

cDNA sentezi yapılmadan önce, izole edilen total RNA’nın genomik DNA’dan 

tamamen arındırılması amacı ile DNaz I (RNase-free, AM2224, Ambion) uygulaması 

yapıldı. Total RNA’nın konsantrasyonu spektrofotometrede ölçüldü ve 200 μg/ml’den 

büyük olan konsantrasyonlar 10 μg/50 ml’ye dilüe edilerek kullanıldı.  

Reaksiyon bileşenleri 0.5 µl’lik PCR tüplerinde, Tablo 3.5’te verilen oranlarda bir araya 

getirilip 37
o
C’de 30 dakika inkübe edildi. Reaksiyonu sonlandırmak için tüplere 5.5 µl 

EDTA (50 mM) ilave edildi ve 75
o
C’de 5 dakika inkübe edilerek DNaz I enzimi 

inaktive edildi. 

Tablo 3.5: DNaz I reaksiyonu bileşenleri ve miktarları. 

Bileşenin adı Miktarı (µl) 

RNA örneği 43.9 

10X reaksiyon tamponu  5 

Dnaz I (2U) 1.1 

Toplam 50 

 

DNaz uygulanan RNA örneklerinin konsantrasyonları nanodropta ölçülerek her örnek 

için son konsantrasyon 200 ng olacak şekilde ayarlandı.  cDNA sentezi, “Transcriptor 

High Fidelity cDNA Synthesis Kit” (05091284001, Roche) kullanılarak 200 µl'lik PCR 

tüplerinde gerçekleştirildi. Kit bileşenleri verilen miktarlarda (Tablo 3.6) PCR 

tüplerinde bir araya getirilerek 65
o
C’de 10 dakika inkübe edildi.  
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Süre bitiminde örnekler buz üzerine alındı ve Tablo 3.7’de verilen bileşenler tüplere 

ilave edilerek 50
o
C’de 30 dakika inkübe edildi. Tüplerin 85

o
C’de 5 dakika bekletilmesi 

ile reaksiyon sonlandırıldı. 

Tablo 3.6: cDNA sentezinin ilk aşamasında kullanılan bileşenler. 

Bileşenin adı Miktarı (µl) Son konsantrasyonu 

RNA örneği Değişken 20 ng/µl 

Anchored-oligo(dT)18 Primer (50 pmol/µl) 1 2.5 µM 

dH2O Değişken  

Toplam 11.4  

 

Tablo 3.7: cDNA sentezinin ikinci aşamasında kullanılan bileşenler. 

Bileşenin adı  Miktarı (µl) Son konsantrasyonu 

Reaksiyon Tamponu (5X) 4 1X  

“Protector RNase” Inhibitörü (40 U/µl) 0.5 1U/µl 

Deoksinükleotit karışımı (10 mM) 2 1 mM 

DTT 1 5 mM 

“Transcriptor High Fidelity” Revers Transkriptaz  1.1 10 U/µl 

İlk aşama ve ikinci aşama toplam  20  

 

3.3.4. Revers Transkritaz PCR (RT-PCR) 

Elde edilen cDNA’lar, CAT genlerinin anlatım düzeylerindeki değişimi gözlemlemek 

amacı ile RT-PCR ile çoğaltıldı. Reaksiyon High Fidelity PCR Enzyme Mix ile 

gerçekleştirildi. 0.2 ml’lik PCR tüplerinde bir araya getirilen bileşenlerle reaksiyon 

gerçekleştirildi (Tablo 3.8). Reaksiyon koşulları Tablo 3.9’da verilmiştir. CAT genleri 

için kullanılan forward ve reverse primerler ise Tablo 3.10 verilmiştir. PCR ürünleri 

%1’lik agaroz jelde ayrılarak değerlendirildi. 

Tablo 3.8: RT-PCR bileşenleri ve miktarları. 

Bileşenin adı Miktarı (µl) Son konsantrasyonu 

Reaksiyon Tamponu (10X) 2 1X 

MgCl2 (25 mM) 2 2.5 mM 

10 mM dNTP 0.4 0.2 mM 

Forward primer (10 pmol/µl) 1 0.4 pmol/µl 

Reverse primer (10 pmol/µl) 1 0.4 pmol/µl 

Kalıp (25 ng/µl)  2 2 ng/µl 

Enzim (5 U/µl) 0.2 0.05 U/µl 

dH2O (nükleaz içermeyen) 11.4       - 

Toplam 20  
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Tablo 3.9: RT-PCR döngüleri. 

Basamak Sıcaklık (
o
C) Süre Döngü sayısı 

Başlangıç denatürasyonu 95 3 dk. 1 

Denatürasyon 94 30 sn. 

30 Bağlanma 61 30 sn. 

Uzama 72 1 dk. 

Son uzama 72 10 dk. 1 

 

Bağlanma Sıcaklığı, CAT için 61oC olarak ayarlanmıştır. 

 

Tablo 3.10: RT-PCR’da kullanılan primer dizileri, bağlanma sıcaklıkları ve hedef büyüklükleri 

(Pena ve diğ., 2011; Fernandez-Ocana ve diğ., 2011). 

No PrimerAdı Dizisi (5’→3’) Ta (
o
C) 

 

Hedef büyüklük (bç) 

1 CAT-F CTTCCCGCTTGAATGTGAAG 61 248 

2 CAT-R CCGATTACATAAACCCATCATC 61 248 
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4. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında ayçiçeğine (Helianthus annuus L.) ait tohumlar, 48 saat ve 72 saat 

boyunca dH2O, bakır, HBR hormonu ve bakır + HBR hormonu uygulamaları altında 

çimlendirilerek elde edilen köklerin morfolojik, fizyolojik ve moleküler analizleri 

gerçekleştirildi. Çalışma, hem 48 saatlik hem de 72 saatlik analiz için kontrol (sadece 

dH2O), bakır (30 µM ve 40 µM ), HBR (2 µM) ve bakır + HBR (30 µM bakır + 2 µM 

HBR, 40 µM bakır + 2 µM HBR) olmak üzere farklı deney grupları üzerinden 

yürütüldü. 48 saat ve 72 saat sonunda ayrı ayrı olmak üzere çimlenen ayçiçeği 

tohumlarının primer köklerin uzunlukları ölçüldü. Moleküler çalışmalarda da CAT 

enzimlerinin gen anlatım profilleri RT-PCR yapılarak analiz edildi. 

4.1. OPTİMİZASYON ÇALIŞMALARI 

4.1.1. Uygulanacak Bakır ve Brassinosteroid Konstrasyonlarının Belirlenmesi 

Ayçiçeği tohumlarına uygulanacak bakır ve HBR konsantrasyonları ile çalışma süreleri 

optimizasyon çalışmaları sonunda belirlendi. Çalışmada kullanılacak 

konsantrasyonlarını belirlemek için ayçiçeği tohumları; 96 saat boyunca 10-400 µM 

arasında değişen konsantrasyonlarda CuSO4 varlığında petri kaplarında çimlendirildi. 

Bu süre boyunca, 24 saatlik aralıklarla her tohumun primer kök uzunlukları ölçülerek 

bakır stresinin ayçiçeği tohumları üzerine etkisi gözlendi. 200 µM üzerindeki 

konsantrasyonlarda kullanılan CuSO4’ün, tohum gelişimini ya inhibe ettiği ya da 

geciktirdiği görüldü. Uygulanacak brassinosteroid konsantrasyonunu tespit etmek içinse 

2 µM, 2,5 µM, 3 µM, 3,5 µM ve 4 µM HBR; belirlenen optimum konsantrasyondaki 

CuSO4 çözeltisi ile birlikte petrilere eklendi. Optimizasyon çalışmaları sonunda TR003 

varyetesinin 30 ve 40 µM bakır konsantrasyonunda ve 2 µM HBR ile 48 ve 72. 

saatlerde daha belirgin fark yarattığı gözlendi (Şekil 4.1 ve Şekil 4.2).   
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Şekil 4.1: TR003 varyetesine ait 48 saatlik primer kök görüntüsü. Soldan sağa sırasıyla 1, 

kontrol; 2, 30 µM bakır; 3, 30 µM bakır + 2 µM HBR; 4, 40 µM bakır; 5, 40 µM bakır + 2 µM 

HBR; 6, 2 µM HBR. 

 

    

     1       2                   3        4      5                       6 

 

Şekil 4.2: TR003 varyetesine ait 72 saatlik primer kök görüntüsü. Soldan sağa sırasıyla 1, 

kontrol; 2, 30 µM bakır; 3, 30 µM bakır + 2 µM HBR; 4, 40 µM bakır; 5, 40 µM bakır + 2 µM 

HBR; 6, 2 µM HBR. 
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4.2. MORFOLOJİK ÇALIŞMALAR 

4.2.1. Bakır ve Brassinosteroid Uygulamasının Primer Kök Uzunluğuna 

Etkilerinin Belirlenmesi 

Kontrol (sadece su), bakır (30 µM ve 40 µM), HBR (2 µM) ve bakır + hormon (30 µM 

bakır + 2 µM HBR; 40 µM bakır + 2 µM HBR) uygulanması altında çimlendirilen 

ayçiçeği tohumlarının 48 saat ve 72 saat süre sonunda primer kök uzunlukları ölçüldü 

(Tablo 4.1). 6 deney grubuna ait her petri kabına 3 adet tohum yerleştirildi. 3 tekrarla 

toplamda 54 tohumun primer kökleri ölçüldü. Standart sapma değerleri Microsoft 

Excel’de hesaplandı. Deney üç kere tekrar edildi. 

 

Tablo 4.1: Karanlıkta filtre kağıdı arasında 48 ve 72 saat boyunca çimlendirilen ayçiçeği primer 

kök uzunlukları. ± değeri standart sapmayı göstermektedir. P < 0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

48 saat sonunda kontrol ile karşılaştırıldığında, artan bakır uygulaması ile doğru orantılı 

olarak primer kök uzunluklarının (30 µM bakır için 0.85 ± 0.29 ve 40 µM bakır için 

0.81 ± 0.3) azaldığı belirlendi. Buna karşın bakır stresindeki tohumlara HBR 

uygulaması ile kök uzunluklarının arttığı görüldü (30 µM bakır + 2  µM HBR için 0.89 

± 0.03 ve 40 µM bakır + 2  µM HBR için 1.15 ± 0.33). Sadece HBR uygulamasının (2 

µM HBR) ise primer kök uzunluğunu kontrole göre azalttığı belirlendi (0.86 ± 0.23), 

(Şekil 4.3). 

 

  

Kontrol 

 

30 µM 

bakır 

30 µM 

bakır + 2 

µM HBR 

 

40 µM 

bakır 

40 µM 

bakır + 2 

µM HBR 

 

2 µM HBR 

Primer köklerin 

ortalama 

uzunlukları 

(cm) 48 saat 

 

0.96± 0.14 

 

0.85 ± 0.29 

 

0.89 ± 0.03 

 

0.81 ± 0.3 

 

1.15 ± 0.33 

 

0.86 ± 0.23 

Primer köklerin 

ortalama 

uzunlukları 

(cm) 72 saat 

 

2 ± 0.38 

 

1.44± 0.28 

 

2± 0.38 

 

1.61± 0.47 

 

2.1± 0.76 

 

1.8± 0.41 
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Şekil 4.3: 48 saat boyunca çimlendirilen ayçiçeği primer kök uzunlukları.1, Kontrol; 2, 30 µM 

bakır; 3, 30 µM bakır + 2 µM HBR; 4, 40 µM bakır; 5, 40 µM bakır + 2 µM HBR; 6, 2 µM 

HBR. 

 

72 saat sonunda elde edilen veriler analiz edildiğinde, 48 saatten farklı olarak düşük 

bakır konsatrasyonunun köklerdeki olumsuz etkisini daha belirgin şekilde gösterdiği 

belirlendi (30 µM bakır için 1.44 ± 0.28; 40 µM bakır için 1.61 ± 0.47). Buna karşın 

HBR uygulamasnının 48 saatte olduğu gibi 72 saat sonunda da bakır stresinin etkilerini 

düzelttiği görüldü (30 µM bakır + 2  µM HBR için 2 ±  0.38 ve 40 µM bakır + 2  µM 

HBR için 2.1 ± 0.76). Sadece HBR uygulamasının (2  µM HBR) da kontrole yakın 

şekilde kök uzunluklarını etkilediği not edildi (1.8 ± 0.41), (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4: 72 boyunca çimlendirilen ayçiçeği primer kök uzunlukları. 1, Kontrol; 2, 30 µM 

bakır; 3, 30 µM bakır + 2 µM HBR; 4, 40 µM bakır; 5, 40 µM bakır + 2 µM HBR; 6, 2 µM 

HBR.  

4.3. FİZYOLOJİK ÇALIŞMALAR 

4.3.1. Bakır ve Brassinosteroid Uygulamasının Total Protein Miktarına Etkilerinin 

Belirlenmesi 

Fizyolojik çalışmalar kapsamında, kontrol (sadece su), bakır (30 µM ve 40 µM), HBR 

(2 µM) ve bakır + hormon (30 µM bakır + 2 µM HBR; 40 µM bakır + 2 µM HBR) 

uygulanması altında 72 saat süresince çimlendirilen ayçiçeği tohumlarından ayrı ayrı 

olmak üzere protein izolasyonu yapıldı ve protein miktarı belirlendi (Tablo 4.2). Protein 

izolasyonundan sonra örneklerin bant profilleri SDS-PAGE’de karşılaştırıldı. Ayrıca, 

katalaz enziminin aktivite tayini gerçekleştirildi. Morfolojik çalışmalarda 72 saat 

sonunda elde edilen kök uzunlukları çalışmaya daha uygun olduğu ve bu sürede elde 

edilen veriler analiz edildiğinde kök uzunlukları arasındaki fark daha belirgin olduğu 

için, fizyolojik çalışmalara 72 saat üzerinden devam edildi. Örneklerin protein miktarı 

belirlendi. Deney üç kez tekrar edildi. 
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Tablo 4.2: 72 saat sonrasında ölçülen protein miktarları. 

 

Kontrol ile karşılaştırıldığında (4.28 ± 3.85), 30 µM bakır uygulanmış köklerde protein 

miktarının azaldığı görüldü (3.94 ± 3.44). Buna karşın 40 µM bakır stresinde 

çimlendirilen köklerde ise arttığı belirlendi (4.86 ± 5.3). Morfolojik analizlerde 72 saat 

sonunda 40 µM bakır ugulanan örneklerde (1.61 ± 0.47) 30 µM bakır uygulananlara 

(1.44 ± 0.28) kıyasla kök uzunluklarının daha az azaldığı saptanmıştı. Bakır + HBR 

uygulanan örnekler, sadece bakır uygulanan ile karşılaştırıldığında; 30 µM bakır + 2 

µM HBR uygulamasının 30 µM bakır uygulamasına kıyasla protein miktarını arttırdığı 

görülürken (30 µM bakır + 2 µM HBR için 4.3 ± 3.62; 30 µM bakır için 3.94 ± 3.44); 

40 µM bakır + 2 µM HBR uygulamasının (4.79 ± 4.03) 40 µM bakır uygulamasına 

(4.86 ± 5.3) göre protein miktarını azalttığı gözlendi. Sadece HBR (2 µM HBR) 

uygulanan örneklerde de protein miktarının kontrole göre arttığı belirlendi (4.9 ± 4.29). 

 

 

 

Şekil 4.5: 72 saatlik örneklerin protein miktarları. 1, Kontrol; 2, 30 µM bakır; 

 3, 30 µM bakır + 2 µM HBR; 4, 40 µM bakır; 5, 40 µM bakır + 2 µM HBR; 6, 2 µM HBR.  

  

Kontrol 

 

30 µM 

bakır 

30 µM bakır 

+ 2  µM 

HBR 

 

40 µM bakır 

40 µM 

bakır + 2  

µM HBR 

 

2 µM HBR 

 

Protein miktarı 

(mg/ml) 72 saat 

 

4.28± 3.85 

 

3.94±3.44 

 

4.3± 3.62 

 

4.86± 5.3 

 

4.79± 4.03 

 

4.90± 4.29 
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4.3.2. SDS-PAGE Analizi 

72 saat boyunca çimlendirilen köklerden protein izolasyonu yapıldıktan sonra 

örneklerdeki protein bant profillerini karşılaştırmak için örnekler SDS-PAGE’de 

incelendi. SDS-PAGE için hazırlanan %15’lik ayırma ve %5 yükleme jeline yüklenen 

örnekler, protein markırı ile yürütüldükten sonra görüntülenerek fotoğrafı çekildi (Şekil 

4.6). 

 

 

Şekil 4.6:72 saatlik örneklerin SDS-PAGE analizi. Soldan sağa sırasıyla M, markır; 1, kontrol; 

2, 30 µM bakır; 3, 30 µM bakır + 2 µM HBR; 4, 40 µM bakır; 5, 40 µM bakır + 2 µM HBR; 6, 

2 µM HBR. Ok, polimorfik bandı göstermektedir. 

 

72 saat sonunda elde edilen örneklerin SDS-PAGE analizinde; örneklerin protein bant 

yoğunluğunun (özellikle kontrolde) 25-48 kDa arasında azaldığı görüldü. Bant profilleri 

karşılaştırıldığında, tüm gruplarda bant profillerinin aynı olduğu belirlendi.  

4.3.3. CAT Aktivitesinin Belirlenmesi 

Deney gruplarının protein miktarı değerlerinden yararlanarak örneklerin CAT enzim 

aktivitesi hesaplandı.CAT aktivitesinin belirlenmesi için yapılan deney 3 kere tekrar 

edildi (Tablo 4.3). Değerler, ortalama ± standat sapma olarak belirtildi. Absorbanstaki 

artış CAT enzimi aktivitesindeki artışı işaret etmektedir. 
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Tablo 4.3: 72 saat sonrasında ölçülen CAT enzim aktivitesi. 

 

CAT enzim aktivitesinin sonuçları değerlendirildiğinde, kontrolle karşılaştırıldığında 

(0.019± 0.012), düşük konsantrasyondaki  bakır uygulamasının ve yalnızca HBR 

uygulamasının ise belirgin şekilde aktiviteyi azalttığı görüldü (30 µM bakır için 0.015 ± 

0.016; yalnızca 2 µM HBR için 0.016 ± 0.005) Buna karşılık yüksek konsantrasyondaki 

bakır ve bakır + HBR uygulamalarının enzim aktivitesini arttırdığı gözlendi.(30 µM 

bakır + 2 µM HBR için 0.023± 0.008; 40 µM bakır için 0.033± 0.034;  40 µM bakır + 2 

µM HBR için 0.035± 0.035 ) (Şekil 4.7). 

 

Şekil 4.7: 72 saatlik örneklerin CAT aktivite analizi. 

 

 

  

Kontrol 

 

30 µM 

bakır 

 

30 µM 

bakır + 2  

µM HBR 

 

40 µM 

bakır 

 

40 µM 

bakır + 2  

µM HBR 

 

2  µM 

HBR 

 
Katalaz aktivitesi 

∆A240/dak/mg protein 

(72 saat) 

 

0.019± 0.012 

 

0.015± 0.016 

 

0.023± 0.008 

 

0.033± 0.034 

 

0.035± 0.035 

 

0.016± 0.005 
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4.4. MOLEKÜLER ÇALIŞMALAR 

Moleküler çalışmalar da belirgin fark gösterdikleri için; 72 saat süresince çimlendirilen 

örnekler üzerinden yürütüldü. 

4.4.1. CAT RT-PCR Analizi 

Kontrol (sadece su), bakır (30 µM ve 40 µM), HBR (2 µM) ve bakır + hormon (30 µM 

bakır + 2 µM HBR; 40 µM bakır + 2 µM HBR) uygulanması altında 72 saat süresince 

çimlendirilen arpa köklerinden RNA izolasyonu yapıldı ve cDNA sentez edildi. Elde 

edilen cDNA’lar kalıp olarak kullanılarak CAT enzimine uygun primerler ile RT-PCR 

yapıldı. Elde edilen PCR ürünleri %1’lik agaroz jelde 100 V’da 30 dakika süresince 

yürütüldü ve görüntülendi (Şekil 4.8). 

 

Şekil 4.8: CAT RT-PCR sonuçları. Soldan sağa sırasıyla M, markır; 1, kontrol; 2, 30 µM bakır; 

3, 30 µM bakır + 2 µM HBR; 4, 40 µM bakır; 5, 40 µM bakır + 2 µM HBR; 6, 2 µM HBR. 

 

Elde edilen sonuçlara göre, çalışmada kullanılan örneklerde PCR beklenen 

büyüklükteki bant (248 bç) elde edildi. Tüm örneklerdeki anlatımın hemen hemen aynı 

olduğu görüldü. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu tez çalışmasında, 48 ve 72 saat süresince kontrol (sadece su), bakır (30 µM ve 40 

µM), HBR (2 µM) ve bakır + hormon (30 µM bakır + 2 µM HBR; 40 µM bakır + 2 µM 

HBR) uygulanması yapılan ayçiçeği tohumlarının primer kök uzunlukları analiz edildi. 

Deneye 72 saat sürescince çimlendirilen ayçiçeği tohumlarının protein miktarlarının 

belirlenmesi ile devam edildi. Bu örneklerin protein bant profilleri, SDS-PAGE’de 

karşılaştırıldı. Aynı örneklerin katalaz enzim aktivitesi tayin edildi. Ayrıca CAT 

enzimlerine özgü primerler kullanılarak RT-PCR yapıldı. 

 

Morfolojik çalışmalar sonucunda, bakır stresinin pimer kök uzunluğunu azalttığı 

belirlendi. Bu sonuç farklı çalışmalar ile desteklenmiştir. Janas ve diğ. (2010)’de, 2 

mercimek kültüründe yaptıkları çalışmada (cv. Krak ve cv. Tina), bakır uygulamasının 

her iki kültürde de kök uzunluğunu azalttığını rapor etmişlerdir. Lequeux ve diğ., (2010) 

yaptıkları çalışmada benzer sonuç elde etmişleridir. Arabisopsis thaliana bitkisinde 

yaptıkları deneyler sonucunda bakır konsantrasyonun artması ile (50 µM’a kadar) 

primer kök uzunluğunun azaldığını belirlemişlerdir. Çeltikte yapılan başka bir 

çalışmada ise 10, 50 ve 100 µM olmak üzere üç farklı konsantrasyondaki bakır beş gün 

süresince uygulanmıştır. Bu çalışmadaki sonuçlar analiz edildiğinde bakırın kök 

büyümesini azalttığı ve bu azalmanın en fazla 100 µM uygulanan beş günlük bitkilerde 

gözlendiği rapor edilmiştir (Thounaojam ve diğ., 2012).  

 

Bakır + HBR uygulamasının, hem 48 saat sonunda hem de 72 saat sonunda elde edilen 

verilerin analizi sonucunda, bakırın kök uzunluğu üzerindeki olumsuz etkisini azalttığı 

belirlendi. Fariduddin ve diğ. (2009) Brassica juncea (Hint hardalı) bitkisini; 50, 100 ve 

150 mg kg/l bakır konsantrasyonlarında yetiştirmiş ve bu bitkilere 10
−10

,10
−8

 and 10
−6

 

M konsantrasyonda HBL uygulamışlardır. Bakır uygulamasının kök uzunluğunu 

azalttığını buna karşın HBL uygulamasının bakırın sebep olduğu olumsuz etkiyi 

(özellikle 50 mg kg/l bakır +  10
−10 

M HBL
 
uygulanan bitkilerde) düzelttiğini rapor 

etmişlerdir.  
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Choudhary ve diğ. (2012) yaptıkları çalışma bu sonucu desteklemektedir. Bakır stresi 

altında yetiştirilen turp (Raphanus sativus L.) bitkisinde EBR hormonu etkisini 

incelemişlerdir. Çalışma sonucunda, bakırın kök büyümesini 2 kat, sürgün büyümesini 

ise 3 kat azalttığını görmüşlerdir. Bakır stresindeki bitkiler ile bakır + EBR 

uygulamasının altındaki bitkiler kıyaslandığında ise EBR uygulamasının kök 

uzunluğunu yaklaşık 2 kat arttırdığını rapor etmişlerdir. BR’nin hücre uzamasını 

arttırması ve hücre döngüsü olaylarındaki olumlu etkisi, BR’nin, bakır stresi altında 

yetişen bitkilerin büyüme oranları üzerindeki etkisini açıklayabilir (Guo ve diğ., 2009; 

Zhang ve diğ., 2009; Gonzales-Garcia ve diğ., 2011). 

 

Düşük konsantrasyonda (30 µM) bakır uygulamasının kontrole göre protein miktarını 

azalttığı gözlendi. Yüksek konsantrasyon uygulanan örneklerin protein içeriğinde ise 

artma belirlendi. Körpe ve Aras (2011); 30, 60, 120 ve 240 mg/l olmak üzere dört farklı 

konsantrasyondaki bakır stresi altında patlıcan (Solanum melongena L.) bitkisini 

yetiştirmişler ve 21 gün sonra en yüksek konsantrasyonda bakır uygulanan örneklerde 

çözünebilir protein miktarının azaldığını rapor etmişlerdir. Yüksek konsantrasyondaki 

bakırın (40 µM)  etkisini göstermesi için 72 saat çimlendirme süresi yeterli 

olmadığından, protein miktarının azalmadığı söylenebilir.  

 

Poonam ve diğ. (2014) yaptıkları çalışmada ise, bakır stresi (0.25 mM, 0.50 mM, ve 

0.75 mM) altında yetiştirdileri Brassica juncea bitkilerinde, 24-epibrassinolidin total 

protein miktarına etkisini incelemişlerdir. Bakır stresi uygulamasının protein içeriğini 

azalttığını ama hormon uygulamasının arttırdığını gözlemlemişlerdir. Bu tez 

çalışmasında da benzer şekilde sadece bakır (30 µM) uygulanan örneklerde protein 

içeriğinin azaldığı belirlendi. Bakır uygulamasının sebep olduğu azalmanın amino asit 

metabolizmasındaki olumsuz etki sonucu ortaya çıktığı düşünülmektedir (El-Shintinawy 

ve El-Ansari, 2000). Bakır + HBR uygulamasının ise protein miktarını kontrole göre 

arttırdığı belirlendi. Bu durum, HBR’nin transkripsiyon ve translasyondaki etkileri ile 

açıklanabilir (Bajguz, 2002; Fariduddin ve diğ., 2004). Çeşitli metal stresi altında, EBL 

uygulamasının, protein içeriğini arttırdığını rapor eden çalışmalar vardır. Alam ve diğ. 

(2007), nikel uygulanan Brassica juncea bitkisinde; Ahammed ve diğ. (2013) ise 

kadmiyum uygulanan domateste EBL uygulaması ile protein içeriğinin arttığını 

belirtmişlerdir. 
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Bakır uygulamasının katalaz enzim aktivitesi üzerine etkisi araştırıldığında; düşük 

konsantrasyonda (30 µM) enzim aktivitesinin azalırken, 40 µM bakır uygulamasında 

enzim aktivitesinin arttığı gözlendi. Çalışılan türe ve uygulanan bakır konsantrasyonuna 

göre CAT aktivitesinde değişim olduğu söylenebilir. Bakır stresi altında CAT 

aktivitesinde bir değişim olmadığını rapor eden çalışmaların yanında (Pastori ve diğ., 

2002; Thounaojam ve diğ., 2012); enzim aktivitesinde azalma olduğunu tespit eden 

çalışmalar da mevcuttur (Wang ve diğ., 2004). Choudhary ve diğ. (2012) turp 

(Raphanus sativus L.) fideleri üzerinde yaptıkları çalışmada, bakır stresinde CAT enzim 

aktivitesinin kontrole göre 3.2 kat arttığını belirtilmiştir. Bakır uygulamasının CAT 

enzim aktivitesini arttırdığı; Jouili ve El Feriani (2003)’te ayçiçeğinde yaptıkları 

çalışmada da rapor edilmiştir. Bu tez çalışmasında da benzer şekilde CAT enzim 

aktivitesinin, yüksek konsantrasyonda (40 µM) bakır stresi uygulanan örneklerde arttığı 

gözlendi.  

 

Bitkilerde, oksidatif stres ile mücadelede hormon konsantrasyonunun arttırılması ile 

orantılı olarak antioksidanların artmasının daha iyi sonuç verdiği bildirilmiştir (Andre 

ve diğ., 2010; Thao ve Tran, 2011). Bakır + HBR uygulamasının CAT enzim 

aktivitesini arttığı belirlendi. Fariduddin ve diğ. (2009) Brassica juncea bitkisini; 50, 

100 ve 150 mg kg/l bakır konsantrasyonlarında yetiştirmişler ve bu bitkilere 10
−10

,10
−8

 

ve 10
−6

 M konsantrasyonda HBL uygulamışlardır. CAT enzim aktivitesinin, sadece 

bakır, sadece HBL ve bakır + HBL uygulanan örneklerde arttığını hatta bu artışın bakır 

+ HBL uygulanan örneklerde daha fazla olduğunu bildirmişlerdir. Bu çalışmada da 

bakır + HBR uygulanan örneklerdeki CAT enzim aktivitesinin sadece bakır 

uygulananlara göre daha fazla arttığı belirlendi.  

 

Poonam ve diğ. (2014) yaptıkları çalışmada da, CAT enzimini analiz etmişler ve 

hormon uygulaması ile bakır stresinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttırdığını 

rapor etmişlerdir. Birçok çalışma sonucunda BR’nin bazı antioksidan genlerin 

anlatımlarını arttırdığı ve sonuçta süperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi 

antioksidanların aktivitelerinin arttığı görülmüştür (Mazorra ve diğ., 2002; Cao ve diğ., 

2005).  
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Moleküler çalışmalar kapsamında CAT enzimlerine özgü primerler kullanılarak RT-

PCR yapıldı. CAT primerleri ile yapılan RT-PCR sonucunda beklenen büyüklükteki 

bant (248 bç) tüm örneklerde elde edildi. Örnekler incelendiğinde, tüm örneklerdeki 

anlatımın hemen hemen aynı olduğu görüldü. Pena ve diğ. (2011) 5 ve 10 µM bakır 

stresi altında yetiştirdikleri ayçiçeğinde yaptıkları çalışmada kontrol bitkilerinde 

kotiledonda, CAT anlatımının olduğunu rapor etmişlerdir. Yapılan başka bir çalışmada 

ise mısır bitkisinde CAT anlatımının reaktif oksijen türleri ile indüklendiği belirtilmiştir 

(Mylona ve diğ., 2007). 

 

Değişen iklim koşulları, ağır metal kirliliği gibi insan kaynaklı etmenler nedeniyle 

dünyada ve ülkemizde verimli zirai alanlar giderek azalmaktadır. Bunun sonucunda 

azalan tarım ürünleri artan nüfusun ihtiyacını karşılayamamaktadır. Bu tez çalışmasında 

ekonomik açıdan önemli bir yağ bitkisi olan ayçiçeği kullanılarak, ağır metal stresinin 

bitki üzerinde yarattığı olumsuz etkilerin brassinosteroid hormonu ile iyileştirilebildiği 

gözlenmiştir.   
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