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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

BAKIR STRESI VE BRASSINOSTEROIDLERIN AYCICEGI (Helianthus
annuus L.) UZERINE ETKILERI

Kevser Betiil CEYLAN

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Damisman : Prof. Dr. Nermin GOZKIRMIZI

Bu tez ¢alismasinda aygicegine (Helianthus annuus L.) ait tohumlar, 48 saat ve 72 saat
boyunca bakir, Homobrassinostreoid (HBR) hormonu ve bakir + HBR hormonu
uygulamalar1 altinda ¢imlendirilerek elde edilen koklerin morfolojik, fizyolojik ve
molekiiler analizleri gerceklestirildi. Caligma, hem 48 saatlik hem de 72 saatlik analiz
igin kontrol (sadece dH,0), bakir (30 uM ve 40 uM ), HBR (2 uM) ve bakir + HBR (30
uM bakir + 2 uM HBR, 40 pM bakir + 2 uM HBR) olmak {izere farkli deney gruplari
lizerinden yiiriitiildii. 48 saat ve 72 saat sonunda ayri ayri olmak iizere ¢imlenen
aycicegi tohumlarinin primer kok uzunluklari l¢iildii.

Bakir uygulamasinin primer kok gelisimini, hem 48 saat hem de 72 saat sonunda
kontrole gore belirgin sekilde olumsuz etkiledigi gozlendi. Buna karsin HBR
uygulamasinin hem 48 saatte hem de 72 saat sonunda bakir stresinin olumsuz etkilerini
diizelttigi gortildii.

72 saat boyunca ¢imlendirilen 6rneklerden protein izolasyonu yapilarak, 6rneklerin total
protein miktarlar1 belirlendi. Kontrol (4.28 + 3.85) ile karsilastirildiginda 30 uM bakir
uygulanmis koklerde protein miktarinin azaldigi (3.94 + 3.44); 40 uM bakir stresinde
¢imlendirilen koklerde ise arttigi belirlendi (4.86 + 5.3). Bakir + HBR uygulanan
orneklerde ise, sadece bakir uygulanan ile karsilastirildiginda, HBR uygulamasinin
protein miktarim arttirdig tespit edildi.

Bakir ve hormon uygulamasinin antioksidan enzim aktiviteleri {izerine etkilerini
incelemek amaci ile katalaz enzimi (CAT) aktivitesi tayin edildi.
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CAT enzim aktivitesinin sonuglar1 degerlendirildiginde, kontrolle karsilastirildiginda
(0.16 + 0.23 ), HBR uygulamasinin enzim aktivitesini arttirdigi (30 uM bakir + 2 uM
HBR i¢in 0.39 £ 0.65; 40 uM bakir + 2 uM HBR i¢in 0.22 £+ 0.33 ve yalnizca 2 uM
HBR icin 0.21 + 0.64) bununla birlikte yalnizca bakir uygulamalarmin ise belirgin
sekilde enzim aktivitesini azalttig1 goriildii (30 uM bakir i¢in 0.03 £+ 0.02; 40 uM bakir
i¢in 0.08 + 0.12).

Bakir ve HBR’nin ayg¢icegi tohumu iizerine fizyolojik acidan ortaya konulan etkileri,
CAT enzim genlerinin anlatim profillerinin revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) yapilarak incelenmesi ile molekiiler agidan desteklendi. 72 saatlik
orneklerden oncelikle RNA izolasyonu yapildi ve bu izolatlardan RT-PCR’a kalip
olacak cDNA’lar olusturuldu. CAT geni anlatiminda ise ornekler arasinda belirgin bir
fark gézlenmedi.

Giinlimiizde ekilebilir arazilerin agir metal kontaminasyonu nedeni ile giderek
verimliligi azalmis ve gida sagligi tehdit altina girmistir. Tez caligmasi sonuglar
dogrultusunda, HBR’nin agir metallerin bitkiler {izerindeki olumsuz etkisini gidererek
zirai uygulamalara pozitif bir katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Aralik, 2014, 47 sayfa.

Anahtar kelimeler: Aygicegi, Helianthus annuus L., bakir stresi, brassinosteroid,
katalaz.



SUMMARY

MASTER THESIS

EFFECTS OF COPPER STRESS AND BRASSINOSTEROIDS ON
SUNFLOWER (HELIANTHUS ANNUUS L.)

Kevser Betiil CEYLAN

Istanbul University
Graduate School of Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Nermin GOZUKIRMIZI

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 dH,O), copper (30
uM and 40 uM ), HBR (2 uM) and copper + HBR (30 uM copper + 2 uM HBR, 40 uM
copper + 2 uM 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 uM + 2 uM 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 uM copper stress-applied root lenghts
decreased while it was increased at 40 uM 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.



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 uM copper + 2 uM HBR; 0.22 + 0.33 for 40 uM copper + 2 uM HBR and 0.21 +
0.64 for just 2 uM HBR); however, sole copper applications found todecrease the
enzyme activity significantly (0.03 + 0.02 for 30 uM copper; 0.08 + 0.12 for 40 uM
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. GIRIS

Bakir (Cu), gesitli kaya ve minerallerde bol bulunan ve bitkilerde biiylime ve gelismede
rol oynayan temel elementlerden biridir (Tanyolag ve dig., 2007). Bakir, bitkiler
tarafindan diisiik miktarda ihtiyag duyulan bir elementtir (Bowen, 1985). Redoks
reaksiyonlarinda kullanilan bir ge¢is metali olan (Ouzounidou ve dig., 1994; Monni ve
dig., 2000) bakir, hiicresel seviyede oksidatif fosforilasyon, demir tasimimi ve
transkripsiyonda Onemli bir sinyal molekiil olarak gorev yaparken (Yruela, 2005),
yiiksek konsantrasyonda bitki biiyiimesine ket vurabilir (Monni ve dig., 2000). Yiiksek
konsantrasyondaki bakir, proteinlerin iglevlerini ve enzim aktivitesini degistirerek
onemli derecede toksik etkilere yol agabilir. Bu toksisite, proteinlerde metallerin
stlfidril gruplarina baglanip, aktivitelerin azalmasi ya da protein yapilarinin
bozulmasiyla sonuglanabilir (Meharg, 1994). Bakir ayrica bitki biliylimesini de olumsuz
etkiler. Bu biiyiime gerilemesi; kok uzamasinin gerilemesi, kok epidermal hiicrelerinin
ve kok hiicre membranlarina zarar vermesi seklinde olur. Bu element, fotosentezde
onemli rol oynayan ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz ve fosfoenol piruvat karboksilaz
gibi enzimleri de inhibe eder (Jiang ve Liu, 2001).

Bitkinin bakira toleransi, bakir1 koklerinde tutmasi, organellerde biriktirme ve hiicre i¢i
metal baglayic1 kelatorlerin  (metallotionin  ve fitokelatin) baglanmasi seklinde
olmaktadir (Wojcik ve Tukiendorf, 2003). Strese karsi1 toleransta antioksidan enzimleri
de gorev alir. Stres, reaktif oksijen tiirlerinin (Reactive Oxygen Species — ROS) artigina
sebep olur. ROS, serbest radikalleri (stiperoksit radikali - O,", hidroperoksil radikali —
HO,) ve radikal olmayan formlari (hidrojen peroksit - H,O, ve singlet oksijen - '0,)
kapsar. Bitki hiicreleri normal kosullar altinda ROS’larin miktarin1 antioksidanlar
(stiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz, askorbat peroksidaz gibi) ve ¢esitli korunma
sistemleri ile diisiik diizeyde tutmaktadir. Ancak, cevresel stres faktorlerin (agir
metaller, tuzluluk, kuraklik, yiiksek veya diisiik sicaklik, UV, ozon gibi) etkisi altinda
antioksidan sistemlerin aktiviteleri azalir ve bu kosullar ROS’larin sentezlenmesini

tetikleyerek birikimine neden olur.



Stres kosullar1 altinda artan ROS’lar; bitki gelisiminde onemli rol oynayan hormonal
sinyal {retiminde, hiicre duvari polimer yapisinin degisiminde, bitkinin cevreyi
algilamasiyla iligkili mekanizmalarda, gen anlatimlarinda, metabolik ve fizyolojik
diizenlemelerde onemli islevlere sahip olmasi nedeniyle “oksidatif sinyal molekiili”

olarak da gorev alirlar (Swanson ve Gilroy, 2010).

Bitki biiylime diizenleyicileri olarak adlandirilan fitohormonlar da abiyotik strese
uyumda temel rol oynar (Santner ve Estelle, 2009; Wang ve dig., 2009; Messing ve dig.,
2010). Salisilik asit (SA), jasmonat (JA), etilen (ET) ve oksin (Aux), biyotik ve abiyotik
stres etmenlerine karsi bitki savunma yanitinin diizenlemesinde gorev alirlar
(Glazebrook, 2005; Lorenzo ve Solano, 2005; Broekaert ve dig., 2006; Loake ve Grant,
2007; Balbi ve Devoto, 2008; Fassler ve dig., 2010). Sitokinin (CK); kok hiicrelerinin
farklilasmasinda, tohum gelisiminde, koklerin biiylimesi ve dallanmasinda ve bunun
yaninda stres toleransi olarak sayilabilecek dnemli hiicresel siire¢lerde rol alan bir bitki
hormonudur (Muller ve Sheen, 2007). Bu hormonlarin yani sira brassinosteroid (BR);
bitkilerde, bitylimenin diizenlenmesi, gelisim, ¢esitli fizyolojik siireglere yanitta rol alan
ve yapisal olarak hayvan steroid hormonuna benzeyen bir bitki hormonudur (Bajguz,
2007). BR’nin tohum ¢imlenmesi, hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi, fotomorfogenez,
ciceklenme, iireme, biyotik ve abiyotik strese yanitta rol oynadigi bildirilmistir (Taiz ve
Zeiger, 2006; Bari ve Jones, 2009).

Bu tez ¢alismasinda; abiyotik stres etmenlerinden biri olan agir metal streslerinden bakir
stresinin, aycigegi (Helianthus annuus L.) bitkisi tizerine etkileri ve bu etkilerin
brassinosteroid hormonu kullanimiyla nasil degistigi morfolojik, fizyolojik ve
molekiiler acidan arastirillmistir. Bu amagla, aycicegi tohumlari; sadece bakir (Cu),
sadece HBR hormonu ve bakir + HBR igeren ¢ozeltilerde 48 saat ve 72 saat siiresince
¢imlendirildi. Morfolojik ¢alismalarda bakir ve hormonun kok uzunluklari {izerine etkisi
arastirildi. Fizyolojik ¢alismalarda protein miktart belirlenerek, sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis - SDS-PAGE) ile desteklendi. Ayrica, bakir ve hormonun katalaz
aktivitesi tizerine etkileri degerlendirildi. Molekiiler agidan ise bu antioksidan enzimin

gen anlatimi revers transkriptaz PCR (RT-PCR) ile incelendi.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. AYCICEGI (Helianthus annuus L.)

Aygigegi (Hellianthus annuus L.); soya, kanola, ve yerfistig1 ile birlikte diinyada
tiretilen en onemli tek yillik yag bitkilerinden biridir (Putt, 1997). 2013 yili iiretim
verilerine gore Tiirkiye, diinya ay¢icegi iiretiminde ilk on lilke arasinda yer almaktadir.
Son on yil ortalamasina gére 930 bin tonluk aygigegi iiretimi ile son on yillik ortalamasi
32 milyon ton olan diinya aygicegi iretiminin  yaklagik = %3’lini

gerceklestirebilmektedir. (T.C. GTB, 2014)

Uretim miktar1 ve tiiketimden aldig1 pay bakimindan aygigegi, Tiirkiye’nin énemli yag
bitkilerinden biridir (Semerci ve Ozer, 2011). Yiiksek tarimsal iiretim potansiyeline
sahip olan aygigegi, Tiirkiye’nin bitkisel yag iiretimininde yaklasik olarak %47’°sini
olusturmaktadir (T.C. GTB, 2014). Yag, ¢ekirdegi ve kiispesi ekonomik olarak degerli

olan ay¢i¢eginin kullanim alanlarindan bazilar1 sunlardir:

o Aycicegi yagi, igerdigi doymamis yag asitleri oraninin yiiksek (%69) olmasi
nedeniyle, beslenme degeri en yiiksek olan bitkisel yaglardan birisidir.

e Potasyum ve vitamin E bakimindan da zengin olan aycicegi ¢ekirdegi 6nemli bir
linoleik asit kaynagidir.

e Hasat sonrast artakalan saplari ile tohum kabuklar1 yakacak olarak
degerlendirilmektedir.

e Saplarin yakilmasindan elde edilen kiilde yiiksek oranda (%36-40) potasyum
bulunmaktadir. Bu kiiller tarlaya serpilmek suretiyle, giibre olarak
degerlendirilmektedir

e Aycigeginin sap ve tablalari; furfurol ekstraksiyonunda ve kagit yapiminda da
kullanilmaktadir.

e Yag cikarildiktan sonra geriye kalan kiispede, yiiksek oranda protein
bulunmaktadir (kabuklu %32.3, kabuksuz % 46.8). Bu nedenle, karma yem
tiretiminde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Arioglu, 2007).



Tek yillik bir bitki olan aygicegi, yetisecegi toprak tipi yoniinden ¢ok segici olmamasina
karsin organik maddece zengin, derin ve su tutma kapasitesi iyi topraklarda yiliksek
verim potansiyeline sahiptir. Derin ve kazik kok sistemine sahip olmasi nedeniyle,
kurakliga toleransit fazla; tuzluluga kars1i ise toleransi azdir. Tuzlu topraklarda
yetistirilen aygigeginin tohumlarmin yag oraninda azalmalar goriilmiistir. Ayrica
aycicegi yetisecek toprakta %1-2 diizeyinde tuz konsantrasyonunun ¢imlenmeyi énemli
oranlarda disiirdigii belirlenmistir. Aygicegi, pH’1 6,20 ile 7,20 arasinda olan
topraklarda en iyi yetisir. Aygicegi, yliksek ve distk sicakliklara gelisme donemine
bagli olarak oldukga toleranslidir. Tohumlarnm en iyi ¢imlenebilmesi icin 8 -10°C’lik
toprak sicaklign gerekir. Aycigegi bitkisi fideleri kotiledon devresinde -4 °C sicakliga
dayanabilir. Aygigegi igin en iyi yetisme sicakliklart 21°C ile 24°C arasidir (Arioglu,
2007).

2.2. BAKIR STRESI

Bakir, gesitli kaya ve minerallerde bol bulunan esansiyel mikro elementlerden biridir.
Hem prokaryot hem de Okaryotlardaki metabolik siireclerin genis bir yelpazesi i¢in
gereklidir (Bowen, 1985). Oksijen tastyicilar: (hemosiyanin) ya da redoks katalizorleri
(sitokrom oksidaz, nitrat rediiktaz) gibi fonksiyonlar1 olan, bilenen en az 30 tane bakir
iceren enzim vardir (Weser, 1979). Bakir; Cu®, Cu** ve Cu*? degerlikli ii¢c oksidasyon
durumu ile bir gecis metalidir. Ayrica 5g/cm*’den daha agir bir yogunluga sahip olmasi

nedeniyle agir metal olarak siniflandirilmigtir (Forstner ve Wittmann, 1979).

Toksik miktardaki bakirin, dikotil fidelerde kisa radikulaya, koyu kahverengi-siyah
renklenmeye (nekroz), kiit uglara ve mantar saldirilarina karsi bir egilime sebep oldugu
goriilmistiir (Patterson ve Olson, 1983). Kok kalinlasmasini arttirict etkisi gam (Pinus
sp.) fidelerinde gortilmistiir (Arduini ve dig., 1995). Betula papyrifera (Kagit husu) ve
Lonicera tatarica fidelerinde ise asir1 bakir konsantrasyonunda sagak koklerin
gelisiminin durdugu bildirilmistir (Patterson ve Olson, 1983). Diger taraftan, asir1 bakir
varliginda demir alinimmnin azaldigr da belirlenmistir (Lexmond ve Van der Vorm,
1981). Bakir toksisitesinin yasandigi bitkinin gen¢ yapraklar iizerindeki klorotik
semptomlarin demir eksikligiyle iliskili oldugu ileri siirtilmiistiir (Luo ve Rimmer,

1995).



Ayrica, asir1 bakir bulunan ortamda biiyiitiilen Banksia ericifolia, Casuarina distyla ve
Eucalyptus eximia (Okaliptiis)’da klorozis goriilmiistiir (Mitchell ve dig., 1988). Kok
biliyiimesini, kuru agirligt ve ¢oziinebilir protein mikarin1 azalttigini da belirten
caligmalar vardir (Lequeux ve dig., 2010; Korpe ve Aras, 2011; Thounaojam ve dig.,
2012). Agir metal stresinin reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna, iyonik tasimimin
dengesinin bozulmasina ve protein yikimina sebep oldugu yapilan farkli ¢alismalarda

gosterilmistir (Aravind ve dig., 2009; Ann ve dig., 2011; Gangwar ve dig., 2011).

Bakir, biyolojik organizmalar i¢in temel olan bir elementtir. Fotosentez, elektron
transport zinciri, solunum ve hormon sinyalizasyonu gibi birgok siiregte gorev alan
proteinlerde kofaktor olarak islev goriir (Bhakuni ve dig., 2009; Andre ve dig., 2010).
Bakir, diistik konsantrasyonda farkli biyolojik siireclerde rol alirken ortamda fazla bakir
konsantrasyonu bulunmasi reaktif oksijen tiirlerinin (‘Reactive Oxygen Species’- ROS)

olugmasina sebep olur (Andre ve dig., 2010).

Hiicrede bakir dengesinin saglanmasi, bakir toksisitesinin engellenmesi i¢in hayati
onem tasir. Genel olarak, bitkilerde sitozol igine bakir alinmasi COPT olarak
adlandirilan plazma membran tasiyicilarinda olusan bir aile tarafindan gergeklestirilir.
Bakir transport ailesi liyelerinden en az alt1 tanesi (AtCOPT1- AtCOPT6), Arabidopsis
thaliana ve Oryza sativa (piring) bitkilerinde yapilan ¢alismalar sonucunda
tanimlanmistir (Yuan ve dig., 2011). Hiicre i¢inde sitozolik bakirin, 6zel bolgelere
dagilimi, bakir saperonlart ve gesitli bakir-baglayan proteinlerin de yer aldigi birgok
faktorle saglanir (Beauclair ve dig., 2010). Bakirin hiicre i¢ine alinimini diizenleyen
tastyici sistemlerin aktivitesine ek olarak hiicresel antioksidan sistemleri ve glisinbetain,
prolin, poliamin gibi farkli hiicresel elemanlarla da bakir sitotoksisitesi azaltilir (Andre
ve dig., 2010).



2.2.1. Stresin Proteinler Uzerine EtKisi

Bitkiler iizerindeki agir metallerin en 6nemli etkilerinden biri, protein sentezine ket
vurarak protein miktarin1 azaltmalaridir. Kursun, ¢inko ve kadmiyumun arpada
(Stiborova ve dig., 1986a), kobalt, krom ve bakirin karnabahar fidelerinde (Chatterjee
ve Chatterjee, 2000), bakir ve kursunun misirda (Stiborova ve dig., 1986b); kursun ve
kadmiyumun mercimekte (Mohan ve Hosetti, 1997) protein miktari1 azalttigi

bildirilmistir.
2.2.2. Stresin iyonlar Uzerine Etkisi

Bakir uygulamasi yapilmis musir bitkisinin kok ve govdesinde dnemli derecede azot,
fosfor ve potasyum miktarinin azaldigi bulunmustur (Ait-Ali ve dig., 2002). Kadmiyum
uygulamasi altinda bugday yapraklarmin (Triticum aestivum L.) toprak {istii
kisimlarinda demir, magnezyum, kalsiyum ve potasyum miktarlarinda azalma
goriilmiistir (Ouzounidou ve dig., 1997). Iyonlarin diger stres kosullarindan da
etkilendikleri bircok ¢alismada bildirilmistir. Ornegin, tuz stresi altindayken bitkilerin,
sitozoliinde diisiik konsantrasyonda Na® ve yiiksek miktarda da K* bulundugu
bilinmektedir (Zhu, 2003). Tuz stresi uygulanan seker pancarinin bazi Kkiiltiir
varyetelerinde  yapraklarda K" konsantrasyonunda azalis, Na® ve CI”
konsantrasyonlarinda ise yiiksek derecede artis gézlenmistir (Ghoulam ve dig., 2002).
Kuraklik stresi altinda yetistirilmis olan kurakliga dayanikli bakla (Vicia faba L.) kiltiir
varyetelerinin yapraklarmin apoplastik kisimlarinda, kontrol bitkilerine gore daha diisiik
konsantrasyonlarda Na*, K* ve Ca*? oldugu gésterilmistir (El-Tayeb ve Ahmed, 2007).
Su stresine birakilmis Sesuvium portulacastrum (deniz semizotu)’da Na*, K ve CI’
konsantrasyonlarinda artis oldugu belirlenmistir (Slama ve dig., 2006). Benzer sekilde,
kurakliga maruz birakilan asma bitkisinde CI’, Na*, Mg+2 ve K miktarlarinda 6nemli

olglide artis oldugu kaydedilmistir (Patakas ve dig., 2002).

2.2.3. Stresin Oksidatif Etkisi

Bitkilerde oksidatif etki, serbest radikallerin 6zellikle de reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu igerir. Serbest radikaller eslesmemis elektron iceren molekiiller olup
oldukca reaktiftirler. Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar her zaman

atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir.



Dis orbitallerde paylagilmamis elektron varligi serbest radikallerin reaktivitesini
arttirdigl icin, serbest radikaller kimyasal aktifligi yiiksek molekiillerdir. Bununla
birlikte, toprakta agir metal varlig1 ve ¢evredeki diger mevcut stres kosullar1 sonucu
dogrudan veya dolayli olarak bitkide fotosentez elektron alicist NADP™ kisitli hale gelir
ve ferrodoksin NADP yerine oksijeni indirger ve PSI elektronlarinin oksijene transferi
sonucunda reaktif stiperoksit radikali (O,") tretilir (Mehler reaksiyonu) (Tambussi ve
dig., 2000). Siiperoksit molekiilleri tek basmna fazla reaktif olmayip H,O, ve OH’
radikallerini olusturmak suretiyle etkili olur. Siiperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil
radikalini olusturmak tizere tepkimesi sirasinda (Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir
ya da bakir gibi diger gecis metalleri, bu reaksiyonlar1 hizlandirarak oksitatif hasari

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

2.3. STRESE KARSI TOLERANS

Tiim bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina karst koyma ve canli kalabilme
ozelligindedir. Bir bitkinin bazi kisimlar1 (tohumlar, tomurcuklar ve dormant hiicreler)
strese dayanikli iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarl
olabilir. Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklar1 ¢evreye adapte olabilme veya tam

olarak uyabilme 6zelligine sahiptirler.

Bitkiler agir metal stresini bazi enzimleri sentezleyerek, vakuol igerisinde biriktirerek ya
da selatlanma olusturarak ortadan kaldirma yoluna giderler. Toksik etkili agir metallere
dayanikli olan bir bitki, ya hiicreye giren agir metalleri derhal detoksifiye etmeli ya da
hiicreye alimimini sinirlamalidir. Agir metaller hiicre i¢inde alindiklarinda detoksifiye
edilmeleri gerekir. Bu da metale bagli olan selatlanma, alimimin sinirlanmasi ve
¢oktiirme seklinde olur. Ornegin, cinkonun organik asitlerle selatlanip vakuolde
biriktirildigi tespit edilmistir (Brooks ve dig., 1981). Kursun detoksifikasyonu i¢in ise
Brassica juncea (Hint hardali)’nin koklerinde oldugu gibi fitoselatinlerin {iretildigi
belirlenmistir (Salt ve dig., 1995).



2.4. ANTIOKSIDAN SISTEM

Antioksidan terimi, reaktif oksijen tiirlerinin zararl etkilerini ortadan kaldiran bilesikler
icin kullanilmaktadir. Bitki dokulari, stres kosullarinda hiicreleri korumak icin, bazi
enzimleri (sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, rediiktaz, peroksidazlar) ve diisiik
molekiiler agirlikli antioksidanlar1 (glutatyon, askorbat, karotenoidler, tokoferoller vb.)

kullanirlar.

2.4.1. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), dogada ¢ok yaygin dagilim gostermektedir. Bu enzim,
aerobik mikroorganizmalarin hepsinde, omurgalilarda, bitkilerde ve mantarlarda
bulunmaktadir. Katalaz, yiiksek konsantrasyonlardaki H,O,’nin iki elektronunu
kullanarak su ve oksijene indirgenmesini katalizleyen tetramerik demir porfirin igeren
yilksek molekiil agirliga sahip enzimdir. Ayni zamanda katalaz, disik H,0;
konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol iceren indirgenmis substratlar
kullanarak peroksidatif aktivite gosterilebilir. Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiiksek
15tk yogunlugu ve stresli bitki hiicrelerinde olusan HyO2’nin  yiiksek
konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Feierabend ve dig., 1992; Streb ve dig., 1993).
Siyanid, azid, siiperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan da katalaz aktivitesinin
inhibe edildigi rapor edilmistir (Fridovich, 1986). Ayrica H,O,’ye olan zayif ilgisi bu
enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Foyer ve dig., 1997). Katalazin biiyiik bir kismi,
peroksizomlarda ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur. Katalazin bitki
dokusunda H,O,’nin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynadigi disiiniilmektedir
(Bouazizi ve dig., 2007a/b; Kumar ve dig., 2007; Pourakbar ve dig., 2007; Tanyolag ve
dig., 2007).

Antioksidan enzimlerin yani sira bitki hormonlarinin da stres toleransinda 6nemli roller
oynadiklar1 yapilan bir¢cok ¢alismada belirlenmistir (Peleg ve Blunwald, 2010;
Umezawa ve dig., 2010; Hadiarto ve Tran, 2011; Nishiyama ve dig., 2011). Bitki
hormonlar1 arasinda brassinosteroidler, steroidal laktonlardan olusan bir gruptur. Hiicre
uzamasi, morfogenez, doku farklilasmasi ve lireme gibi gelisim ve fizyolojik siire¢lerde

rol oynar (Clouse, 2011; Gudesblat ve Russinova, 2011).



Brassinosterodler ayni zamanda, bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere karsi tolerans
kazanmasimi saglar (Choudhary ve dig., 2010, 2011; Clouse, 2011; Gudesblat ve
Russinova, 2011). Molekiiler ve sinyal iletimi ile ilgili yapilan g¢alismalarda, BR
hormonu ile oksin, jasmonat, absisik asit ve etilen etkilesiminin stres toleransinda
onemli bir rol oynadigi rapor edilmistir (Divi ve dig., 2010). Epibrassinolide (aktif BR),
agir metal kirliliginin de dahil oldugu bircok abiyotik streste, streslere karsi tolerans
kazanmasinda yaygin olarak kullanilan bir bitki biiyiime diizenleyicisidir (Bajguz, 2010;
2011; Poonam ve dig., 2014).

2.5. BRASSINOSTEROIDLER (BR)

Grove ve arkadaslar1 (1979) tarafindan yapilan ¢alismada, kolza bitkisi (Brassica napus
L.) polenlerinden elde edilen organik ¢ozeltinin, gelisimi tesvik edici aktiviteye sahip
oldugu gosterilmis ve kolza polenindeki tanimlanmamus aktif bilesikler brassinolid (BL)
olarak isimlendirilmistir. Brassinolidin, &zellikle gelisimi uyarict etkisi fasulyedeki
ikinci internodyum deneyi dahil olmak iizere bazi fizyolojik testlerle gosterilmistir.
Grove ve arkadaslar1 (1979) brassinolidin gelisim ve farklilagmadaki gozle goriilen
etkilerinin diisiik konsantrasyonlarda olmasindan yola ¢ikarak, yeni bir bitki hormonu
grubu oldugunu o©ne siirmiislerdir. Pek ¢ok bitkide bulunan BL analoglari,
Brassinosteroid (BR) olarak isimlendirilmistir. BR’nin endojen biiyiime diizenleyicisi
olup olmadigimi belirlemek i¢in caligmalar yapilmistir. Model bir bitki olan A.
thaliana’da yapilan calismalarda, BR-mutant bitkilerde ciicelik gézlenmis ve bu durum

eksojen olarak BR uygulamasi ile diizeltilebilmistir (Altmann, 1999).

Tohumlu bitkilerde, BR’nin bulunma oranmi birbirinden farklidir. Kastasteron
(“Castasterone” - CS) en yaygimn bulunan Brassinosteroid gesididir (53 tiirde), daha
sonar Brassinolid (BL) (37 tiir) gelir (Kutschera ve Wang, 2012). Aygicegi (Helianthus
annuus L.) fidelerinde kuru agirlikta 10 ng/g konsantrasyonda CS bulunurken, BL
seviyesi sifira yakindir. Ayn1 bitkinin polenlerinde ise 4 farkli BR (BL, CS, dolikosteron
— “dolichosterone” ve norkastasteron — “norcastasteron”) tanimlanmistir (Kurepin ve
dig., 2012). CS ve BL, C3 tip fotosentez yapan Chlorella vulgaris organizmasi ve
kurakliga toleransli C4 bitkisi olan musir (Zea mays L.) organizmalarinda da

bulunmustur (Bajguz, 2011; Hayat ve Ahmad, 2011).
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2.5.1. Brassinosteroid Hormonunun Yapisi

BR, 5 a-kolestan iskeletine sahip ¢esitli bitki tiirlerinden izole edilmis bir polihidroksi
lakton grubudur. X-ray kristalografisi analizleri BR’nin steroidal bir lakton oldugunu

ortaya koymustur. Bu bilesige brassinolid ad1 verilmistir (Taiz ve Zeiger, 2006).

BL ve diger tiim brassinosteroidler kolestandan tiirevlenirler. BL, (22R, 23R, 24S) - 2a,
3a, 22,  23-tetrahidroksi—24-metal-B—homo-7-oksa-5a—kolestan—-6-on  olarak
isimlendirilen polihidroksile olmus bir So-kolestan tiirevidir. Bu nedenle, bitkiler
androjenler, Ostrojenler, vertebratalarin kortikosteroidleri ve bocekler ile krustaselerin
ekdisteroidleri gibi kolesterolden tiirevlenen hayvan steroid hormonlartyla yapisal
benzerlik gésteren, bitylimeyi uyarici bir steroide sahiptirler (Clouse, 2002; Ashraf ve
dig., 2010; Hayat ve Ahmad, 2011). Brassinosteroidler, A’dan D’ye kadar giden 4 halka
ve 17. karbonda bir karbon yan zinciri tagiyan steroid yapiya sahiptirler (Miissig ve

Altmann, 1999).

2.5.2. Brassinosteroid Metabolizmasi

Brassinolid, dogal olarak bulunan BR’ler arasinda en yiiksek aktiviteye sahip oldugu
icin biyosentez yolunu aydinlatmak icin ¢aligmalar yapilmistir (Suzuki ve dig., 1995;
Srivastava, 2002). BL, biyosentezinin baslangi¢ noktasi kampesteroldiir (Sekil 2.1). ik
onemli basamak, kampesteroliin 5,6 ¢ift baginin rediiksiyonuyla kampestanoliin (CN)
olugmasidir. Daha sonra kampestanolden, BL’nin bir adim onceki Onciilii olan
kastasterona (CS) giden 2 paralel biyosentez yolu vardir.

Bu biyosentez yollari erken ve ge¢ C6-0ksidasyon yolu olarak adlandirilmaktadir (Choi
ve dig., 1997; Bishop ve Yokota, 2001; Srivastava, 2002). Bu iki degisimli yol yan
zincirdeki hidroksilasyondan once ya da sonra C6 oksidasyonunun meydana gelip
gelmemesine bagl olarak farklilik gostemektedir (Noguchi ve dig., 2000). Erken C-6
oksidasyon yolunda kampestanol, 6-oksokampestanole okside olur ve daha sonra bu yol
yan zincirdeki 22. ve 23. karbonlarin hidroksilasyonu ile devam eder. Bunu, CS’yi
vermek iizere 3. karbondaki hidroksilin epimarizasyonu ve 2. karbona bir hidroksilin
ilave olmasi takip eder. Diger bir yol olan ge¢ C-6 oksidasyon yolunda da kampestanol,
CS’yi vermek 1iizere benzer hidroksilasyon ve epimerizasyonlar gecirerek 6-

deoksokastasteronu verir.
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Son basamakta ise kastasteron Baeyer-Villiger tipi oksidasyon araciligiyla BL’e
doniistiiriiliir (Yokota, 1997; Sakurai ve dig., 1999; Srivastava, 2002).

Campesterol
HO ¢
3-Dehydro-A4,5-campesterol
DET2 Erken C-6 Oksidasyon
3-Dehydro-campestanol yolu
'
Campestanol —» B@-Hydroxy _. g oxocampestanol
/ campestanol
Geg C-6 Oksidasyon S
volu v
: // DWF4 DWF4
‘/ Y
6-Deoxocathasterone Cathasterone
’ CPD? CPD
d v
6-Deoxoteasterone Teasterone
J
2-Dehydro-6-deoxoteasterone 3-Dehydroteasterone
|
' ]
6-Deoxotyphasterol Typhasterol
| |
6-Deoxocastasterone » Castasterone
oH '

HO., l
‘ Brassinolide
HO™ 0

Sekil 2.1: Brassinolidin biyosentezi (Bishop ve Koncz, 2002). BL’nin erken ve ge¢ C-6
oksidasyon adimlarin1 kapsayan BR biyosentezinin basitlestirilmis semas.
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2.5.3. Brassinosteroid Hormonunun Etkileri

Bitki biiyiime ve gelisimindeki ¢esitli metabolik yollarda rol oynayan BR’nin bitki
tizerindeki etkileri genel olarak fizyolojik etkiler, sitolojik etkiler ve biyokimyasal
etkiler olarak gruplandirilabilir. Tiim bu etkilerin bir araya gelmesi, 6zellikle abiyotik
strese karst bitki dayanikliligini arttirir. BR uygulamasiin, tohum ¢imlenmesini
arttirdign (Ashraf ve dig., 2010; Yang ve dig., 2011), hiicre duvarinin esnekligini
arttirarak hiicre uzamasina yol actig1 (Sun ve dig., 2010) ve kok uzamasinmi uyardigi
(Kartal ve dig., 2009; Yang ve dig., 2011) anlasilmistir. Sitogenetik olarak mitotik
indeks ve kromozom anomalisi lizerinde yapilan ¢aligmalarda BR uygulamasinin her iki
parametreyi de arttirdigr rapor edilmistir (Kartal ve dig. 2009). BR uygulamasinin
ayrica niikleik asit ve protein miktarimi da arttirdigi belirlenmistir (Anuradha ve Rao,
2001; Arora ve dig., 2010).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. OPTIMIZASYON CALISMALARI

3.1.1. Uygulanacak Bakir ve Brassinosteroid Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda, kullanilan aygigegi tohumlari (Palanci-9, Tarsan 1018, TTAE-12-2
ve TTAE-12-3) Marmara Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi'nden sayin Dog. Dr.
[brahim filker OZYIGIT’in laboratuvarindan; TROO3 ise Trakya Tarim Arastirma
Enstitiisti Midiirligi’nden saglandi (Sekil 3.1).

PALANCI-9 TTAE-12-3 TTAE12-2

N

TARSAN 1018 TRO03

Sekil 3.1: Calismada kullanilan aygicegi tohumlari. Soldan saga sirasiyla Palanc1-9, TTAE-12-
3, TTAE-12-2, Tarsan 1018, TROO3.

Aygigegi tohumlarindan hangisi ile deney yapilacagina, hangi konsantrasyonlarda bakir
kullanilacagina ve hangi siireler arasinda ¢alisilacagina karar vermek igin optimizasyon
calismalar1 gergeklestirildi. Bu amagla, her varyeteye ait 3 adet tohum, steril petri
kaplarina steril kurutma kagitlar1 arasina yerlestirildi. Kontrol grubunda ¢imlendirme
icin 6 ml distile su; deney gruplarinda ise 6 ml CuSOy ¢ozeltisi kullanildi. Uygun bakir
konsantrasyonunu belirlemek amaci ile 10 uM, 20 uM, 30 uM, 40 uM, 50 uM, 100
uM, 150 uM, 200 uM, 250 uM, 300 uM, 350 uM, 400 uM degisen konsantrasyona
sahip CuSOq ¢ozeltisi denendi. Aliiminyum folyoya sarili petriler bitki biiyiime kabinine
kaldirildi. 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki primer kok uzunluklart 6l¢iildii.
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Uygulanacak brassinosteroid konsantrasyonunu tespit etmek iginse 2 uM, 2,5 uM, 3
uM, 3,5 uM ve 4 uM HBR; belirlenen optimum konsantrasyondaki CuSO, ¢ozeltisi ile
birlikte petrilere eklendi. Petrilerdeki tohumlarin 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki primer
kok uzunluklar1 6l¢iildii ve fotograflar1 ¢ekildi. Elde edilen veriler karsilastirilarak tez
calismasina devam edilecek olan uygun bakir ve hormon konsantrasyonu ile ¢alisilacak

saatler belirlendi.

Optimizasyon caligmalar1 sonucunda tez c¢alismasit ig¢in kullanilacak bakir
konsantrasyonlarmnin 30 pM ve 40 uM, HBR konsantrasyonunun ise 2 uM olmasina

karar verildi.

3.2. FIZYOLOJIiK CALISMALAR

3.2.1. Aycicegi Tohumlarindan Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Fizyolojik ¢aligmalar, belirgin farklilik gosterdigi i¢in 72 saat siiresince ¢imlendirilen
tohumlar {izerinden yiritildi. Bitki biiyiitme kabininde 72 saat, karanlikta
cimlendirilen TROO3 varyetesinden; total protein miktar1 ve CAT aktivite tayininde
kullanilmak {izere ekstre hazirlandi. Orneklerin ¢dziinebilir protein igeriginin
belirlenmesinde Bradford (1976) yontemi degistirilerek kullanildi. Ekstrenin

hazirlanmasinda asagidaki metot izlendi.

1. Kontrol grubu ve 5 deney grubuna ait tohumlarin primer kokleri kesilerek
tartildi.

2. Her bir deney grubu, steril edilmis ve -20°C’de bekletilmis porselen havanlarda
s1v1 azot iginde ezildi.

3. Tartilan tohum agirliginin 5 kat1 kadar protein pargalama tamponu (Tablo 3.1)
eklenerek havan i¢indeki materyal sivi hale gelene kadar ezildi.

4. Sivi hale gelen drnekler ependorflara alinarak 14000 rpm +4 °C’de 20 dakika
santrifiijlendi.

5. Santrifiij sonrasinda yeni tiiplere alinan {ist siv1, protein miktar ve enzim aktivite

tayini deneylerinde kullanildi.
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Tablo 3.1: Pargalama tamponu icerigi.

Bilesenin adi Konsantrasyon
0.2 M Fosfat tamponu 50 mM
0.5MEDTA 0.1mM
%1 Polivinilpirolidon 4%

Standart olarak 0.25, 0.50, 0.75 ve 1 mg/ml konsantrasyonlarinda 4 adet BSA (bovin
serum albumin) ¢ozeltisi kullanildi. Her bir 6rnek ve BSA standartlarindan 10 pl
alinarak, 500 ul 1X Bradford ¢ozeltisi ile karistirildi (Tablo 3.2). Elde edilen karisimdan
200 pl alinarak mikroplate kuyucuklarina yiiklendi ve 14 dakika karanlikta bekletildi.

Orneklerin 595 nm’deki absorbanslari 6l¢iildii.

Tablo 3.2: 5X Bradford belirteci igerigi.

Bilesenin adi Miktari
Coomassie Brilliant Blue G-250 100 mg
Metanol (100%) 47 ml
Fosforik asit 100 ml
dH,0 200 ml'ye tamamlanir

3.2.2. SDS-PAGE

SDS-PAGE analizi i¢in ayirma ve yiikleme jeli olmak iizere iki farkl jel kullanildi. 10
ml %15°lik ayirma jeli ve 5 ml %5’lik yiikleme jeli Tablo 3.3’de verilen ¢ozeltiler
kullanilarak elde edildi.
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Tablo 3.3: SDS-PAGE’de kullanilan ¢6zeltilerin igerigi.

Bilesenin adi icerigi

2,3 ml dH,0, 5 ml Akrilamid/ Bis akrilamid (%30), 2,5 ml 1.5 M Tris

) .
/015 Ayirma jeli (pH 8.8), 100 ul %10 SDS, 100 ul %10 Amonyum Persiilfat (APS),4ul

TEMED
% 5 Yiikleme jeli 3.4 ml dH,0, 830 pl Akrilamid/Bis akrilamid (%30), 630 ul 1 M Tris
(pH 6.8), 50 ul %10 SDS, 50 pl %10 Amonyum Persiilfat (APS), 5 pl
TEMED
5X tank tamponu 15 g Tris, 72 g Glisin ve 5 g SDS, 1 It suda ¢ozdiiriildii
Yikama ¢ozeltisi 125 ml metanol, 175 ml asetik asit (glasiyel), 2200 ml distile su

4X yiikleme tampanu 1 ml 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8), 1,6 ml %10 SDS, 0,80 ml gliserol, 0,4
ml betamerkapto etanol, 0,2 ml bromofenol mavisi, 4 ml dH,0

SDS-PAGE analizinde su basamaklar takip edildi;

1. Ayirma jeli hazirlandi ve kasete dokiildii.

2. Jelin yiizeyini diizgiinlestirmek i¢in yaklasik 0.3 ml su ile doyurulmus n-butanol
cozeltisi jel kasetinin iki kenarindan dokiildii.

3. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra iist diizeydeki butanol dokiildii ve jel
yiizeyi saf su ile birkag kez yikandi.

4. Yiikleme jeli hazirland1 ve kasete dokiildiikten sonra tarak yerlestirildi.

5. Jelin donmasi i¢in biraz beklendi. Donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi.
Cepler 6nce saf su ile sonra 1X tank tamponu (Tablo 3.3) ile yikandi.

6. Protein ekstratlarindan 5 pl almarak, 1 pl 4X yiikleme tamponu ile iyice
karistirildi ve 2 dakika 95 °C’de kaynatildi. Tank tamponu (1X) i¢inde bekleyen
jele protein markirt (AppliChem, A8889) ve 6rnekler yiiklendi

7. Ornekler 200 V’de 45 dakika yiiriitiildii.

8. Yiirime islemi sonlandirildiktan sonra jel, cam plaklar arasindan ¢ikartilarak
kapakl1 plastik bir kaba alind1 ve boyama islemine geg¢ildi.

9. Boyama yoOntemi olarak Coomassic Boyama yontemi uygulandi. Boyama
¢ozeltisi; 1 g Coomassie Brillant Blue, 500 ml Metanol, 100 ml Glasiyel asetik
asit distile su ile 1 litreye tamamlandi. Boya ¢oziildiikten sonra Whatman No:1

filtre kagidindan filtre edilerek karanlikta oda sicakliginda saklandi.
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10. Jelin iizerini tamamen kaplayacak sekilde boyama c¢ozeltisi dokiilerek jel, bu
sekilde bir gece boyunca 20 devir/dakika hizinda ¢alkalanarak boyandi.

11. Gece boyunca boyanan jeldeki boyama ¢ozeltisi dokiilerek jel 1 saat boyunca
yikama c¢ozeltisinde c¢alkalandi. 1 saat sonra yikama ¢ozeltisi (Tablo 3.3)
dokiilerek tekrar yikama c¢ozeltisi ilave edildi ve jel 1 saat daha yikandi. Bu

islem jelin zeminindeki boya tamamen ¢ikana kadar bu sekilde devam ettirildi.

3.2.3. Katalaz Aktivite Tayini

Antioksidan savunma enzimlerinden biri olan katalazin aktivitesi, hidrojen peroksidin
yikiminin, 240 nm’de spektrofotometrik olarak izlenmesi ile tayin edildi. 20 pl fosfat
tamponu (20 mM) ve 6 mM H,0O, (Eklenecek H,O, miktar1 her seferinde, 25 mM H,0,
240 nm’de 1,9 absorbansa sahiptir.” esasina gére hesaplandi.) distile su ile son hacim
195 pl olacak sekilde tamamlanarak 30 °C’de 3 dakika inkiibe edildi.

Deney gruplarina ait protein ekstratlarindan 5 pl alinarak UV-mikroplatelere konuldu ve
lizerine hazirlanan karigimdan 195 ul eklenerek hizla kinetik 6l¢iim alindi. Katalaz
aktivitesi 240 nm’de gergeklesen absorbanstaki diislisiin gbzlemlenmesiyle tayin

edildigi icin 10 saniye araliklarla 12 kez 6l¢iim alindi.

3.3. MOLEKULER CALISMALAR

3.3.1. Total RNA izolasyonu

72 saat boyunca c¢imlendirilen, 6 deney grubuna ait aygicegi koklerinden RNA
izolasyonu, TRI Reagent® (Sigma, T9424) kullamlarak gerceklestirildi.

Izolasyon esnasinda kullanilacak havanlar, %0.1°lik (v/v) DEPC soliisyonu icinde
37°C’de bir gece bekletildikten sonra 121°C’de 20 dakika otoklavland: ve 250°C’deki
pastor firininda 5 saat bekletildi. Deneyde kullanilacak plastik malzemelerin niikleaz

icermemesine dikkat edildi. RNA izolasyon asamalar1 asagida verilmistir:
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1. 72 saat boyunca ¢imlendirilen tohum kokleri steril porselen havanda sivi azot
icerisinde parcalandi.

Toz haline getirilen dokularin {izerine her bir 6rnek i¢cin TRI Reagent® (50 mg
doku i¢in 1000 ul) eklendi. Havandaki 6rnekler tiipe alind1 ve oda sicakliginda 5
dakika bekletildi.

2. Orneklerin iizerine, kullanilan her 1 mL TRI Reagent® icin 0.2 mL kloroform
eklendi ve 6rnekler karistirilarak oda sicakliginda 15 dakika bekletildi.

3. 12.000 x g’de 4°C’de 15 dakika siire ile santrifiijlenen (AllegraTM X-22R
Centrifuge, Beckman Coulter) drnekler, tiipiin i¢inde 3 ayr1 faza ayrildi. Renksiz
tist faz total RNA izolasyonu i¢in kullanildi.

4. RNA igeren iist faz, steril bir mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve oda sicakliginda 5-
10 dakika bekletildi.

5. Tiipler 12.000 x g’de 10 dakika 4°C’de santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklagtirildu.

6. Pellet 1 ml %75’lik etanolde yikand: ve tiipler 7.500 x g’de 4°C’de 5 dakika
santrifiij edildi.

7. Sipernatant dokiildii ve pellet oda sicakliginda 10 dakika kurutuldu.

8. Pellet, 50 pl RNaz icermeyen suda ¢ozdiiriildii ve 60 °C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

9. Izole edilen RNA’larin kalitesi %1°lik agaroz jelde kontrol edildi.

10. RNA orneklerinin nanodropta absorbans 6l¢iilmii yapildi ve konsantrasyon
“RNA konsantrasyonu (pg/ml)= [OD (Optik yogunluk)zso x sulandirim orani x
40 (ug/ml)]” formiiliinden yararlanilarak hesaplandi.

3.3.2. RNA JEL ELEKTROFOREZi

Izole edilen RNA’larm kalitesi, %1°lik agaroz jelde kontrol edildi (Tablo 3.4). %1°lik
(w/v) agaroz jel hazirlamak i¢in; 40 ml 1X TAE tamponuna (10X TAE’nin
sulandirmasiyla hazirlandi), 0.4 gram agaroz (Biobasic Agarose A) eklenip mikrodalga
firinda eritildi. Ilik hale gelen agaroz jele 4 pl etidyum bromiir soliisyonu (10 mg/ml)
eklendi ve yatay elektroforez kasetine dokiiliip, uygun tarak yerlestirildikten sonra, oda
sicakliginda 30 dakika boyunca katilagmaya birakildi. Her RNA 6rneginden 5 pl alinip
ve 1 ul 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak agaroz jele ytiklendi.
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Elektroforezde markir olarak GeneRuler'™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas, SM0311)
kullanildi. Jel 70 voltta (10 V/cm) 1 saat yiiriitiildii ve UV tablasinda goriintiilendi.

Tablo 3.4: Agaroz jel elektroforezinde kulllanilan bilesenler.

Adi Icerigi

tlfrffpg':‘u'f (Tris-Asetat EDTA) 400 mMm Tris, %1.2 glasiyel asetik asit (v/v), 10 mM EDTA (pH 8.0)

1X TAE (Tris-Asetat EDTA)

100 ml 10X TAE, 900 ml dH,0
tamponu

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

6X yiikleme tamponu siyanol , %60 gliserol, 60 mM EDTA

Etidyum bromiir soliisyonu %1 (W/iv)

3.3.3. DNaz | Uygulamasi ve cDNA SENTEZI

cDNA sentezi yapilmadan once, izole edilen total RNA’nin genomik DNA’dan
tamamen arindirilmasi amaci ile DNaz I (RNase-free, AM2224, Ambion) uygulamasi
yapildi. Total RNA’nin konsantrasyonu spektrofotometrede 6l¢iildii ve 200 pg/ml’den
biiyiik olan konsantrasyonlar 10 pg/50 ml’ye diliie edilerek kullanildi.

Reaksiyon bilesenleri 0.5 ul’lik PCR tiiplerinde, Tablo 3.5’te verilen oranlarda bir araya
getirilip 37°C°de 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonu sonlandirmak igin tiiplere 5.5 ul
EDTA (50 mM) ilave edildi ve 75°C’de 5 dakika inkiibe edilerek DNaz I enzimi

inaktive edildi.

Tablo 3.5: DNaz I reaksiyonu bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenin adi Miktar (ul)
RNA 6rnegi 43.9
10X reaksiyon tamponu 5
Dnaz | (2U) 11
Toplam 50

DNaz uygulanan RNA o6rneklerinin konsantrasyonlari nanodropta oOlgiilerek her 6rnek
icin son konsantrasyon 200 ng olacak sekilde ayarlandi. ¢cDNA sentezi, “Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis Kit” (05091284001, Roche) kullanilarak 200 ul'lik PCR
tiplerinde gerceklestirildi. Kit bilesenleri verilen miktarlarda (Tablo 3.6) PCR
tiiplerinde bir araya getirilerek 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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Siire bitiminde 6rnekler buz iizerine alindi ve Tablo 3.7°de verilen bilesenler tiiplere
ilave edilerek 50°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Tiiplerin 85°C’de 5 dakika bekletilmesi

ile reaksiyon sonlandirildi.

Tablo 3.6: ¢cDNA sentezinin ilk asamasinda kullanilan bilesenler.

Bilesenin adi Miktar1 (ul) Son konsantrasyonu
RNA o6rnegi Degisken 20 ng/pul
Anchored-oligo(dT)yg Primer (50 pmol/ul) 1 2.5 uM
dH,0 Degisken
Toplam 11.4

Tablo 3.7: cDNA sentezinin ikinci agsamasinda kullanilan bilegenler.

Bilesenin adx Miktar: (ul) Son konsantrasyonu
Reaksiyon Tamponu (5X) 4 X
“Protector RNase” Inhibitorii (40 U/ul) 0.5 1U/ul
Deoksiniikleotit karigimi (10 mM) 2 1 mM

DTT 1 5mM
“Transcriptor High Fidelity” Revers Transkriptaz 11 10 U/ul

Ik asama ve ikinci asama toplam 20

3.3.4. Revers Transkritaz PCR (RT-PCR)

Elde edilen cDNA’lar, CAT genlerinin anlatim diizeylerindeki degisimi gbzlemlemek
amact ile RT-PCR ile ¢ogaltildi. Reaksiyon High Fidelity PCR Enzyme Mix ile
gerceklestirildi. 0.2 ml’lik PCR tiiplerinde bir araya getirilen bilesenlerle reaksiyon
gerceklestirildi (Tablo 3.8). Reaksiyon kosullar1 Tablo 3.9’da verilmistir. CAT genleri
icin kullanilan forward ve reverse primerler ise Tablo 3.10 verilmistir. PCR {iriinleri

%1°lik agaroz jelde ayrilarak degerlendirildi.

Tablo 3.8: RT-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenin adi Miktar: (u)  Son konsantrasyonu
Reaksiyon Tamponu (10X) 2 1X

MgCl, (25 mM) 2 2.5mM

10 mM dNTP 0.4 0.2 mM

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

Reverse primer (10 pmol/pl) 1 0.4 pmol/ul

Kalip (25 ng/ul) 2 2 ng/pul

Enzim (5 U/pl) 0.2 0.05 U/ul

dH,0 (niikleaz icermeyen) 11.4 -

Toplam 20
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Tablo 3.9: RT-PCR dongiileri.

Basamak Sicaklik (°C)  Siire  Dongii sayis1
Baglangi¢ denatiirasyonu 95 3 dk. 1
Denatiirasyon 94 30 sn.

Baglanma 61 30 sn. 30
Uzama 72 1 dk.

Son uzama 72 10 dk. 1

Baglanma Sicakligi, CAT igin 61°C olarak ayarlanmistir.

Tablo 3.10: RT-PCR’da kullanilan primer dizileri, baglanma sicakliklari ve hedef biyiikliikleri
(Pena ve dig., 2011; Fernandez-Ocana ve dig., 2011).

No | PrimerAd: Dizisi (5°—3°) Ta (°C) | Hedef biiyiikliik (b¢)

CAT-F CTTCCCGCTTGAATGTGAAG 61 248

2 |CAT-R CCGATTACATAAACCCATCATC 61 248
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda aygicegine (Helianthus annuus L.) ait tohumlar, 48 saat ve 72 saat
boyunca dH,0O, bakir, HBR hormonu ve bakir + HBR hormonu uygulamalari altinda
¢imlendirilerek elde edilen koklerin morfolojik, fizyolojik ve molekiiler analizleri
gerceklestirildi. Calisma, hem 48 saatlik hem de 72 saatlik analiz i¢in kontrol (Sadece
dH0), bakir (30 uM ve 40 uM ), HBR (2 uM) ve bakir + HBR (30 uM bakir + 2 uM
HBR, 40 uM bakir + 2 uM HBR) olmak iizere farkli deney gruplari iizerinden
yuriitiildii. 48 saat ve 72 saat sonunda ayri ayri olmak tiizere ¢imlenen aygicegi
tohumlarmin primer koklerin uzunluklar1 6lgiildii. Molekiiler ¢alismalarda da CAT

enzimlerinin gen anlatim profilleri RT-PCR yapilarak analiz edildi.

4.1. OPTIMIZASYON CALISMALARI

4.1.1. Uygulanacak Bakir ve Brassinosteroid Konstrasyonlarimin Belirlenmesi

Aygicegi tohumlarina uygulanacak bakir ve HBR konsantrasyonlari ile ¢alisma siireleri
optimizasyon caligmalari sonunda belirlendi. Calismada kullanilacak
konsantrasyonlarin1 belirlemek igin aygigegi tohumlari; 96 saat boyunca 10-400 uM
arasinda degisen konsantrasyonlarda CuSO4 varliginda petri kaplarinda ¢imlendirildi.
Bu siire boyunca, 24 saatlik araliklarla her tohumun primer kok uzunluklar 6l¢iilerek
bakir stresinin aygicegi tohumlart lizerine etkisi gozlendi. 200 puM {izerindeki
konsantrasyonlarda kullanilan CuSOg4’lin, tohum gelisimini ya inhibe ettigi ya da
geciktirdigi goriildii. Uygulanacak brassinosteroid konsantrasyonunu tespit etmek i¢inse
2 uM, 2,5 uM, 3 uM, 3,5 uM ve 4 uM HBR; belirlenen optimum konsantrasyondaki
CuSOq ¢ozeltisi ile birlikte petrilere eklendi. Optimizasyon ¢alismalar1 sonunda TR003
varyetesinin 30 ve 40 uM bakir konsantrasyonunda ve 2 uM HBR ile 48 ve 72.
saatlerde daha belirgin fark yarattig1 gézlendi (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).
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Sekil 4.1: TR003 varyetesine ait 48 saatlik primer kok goriintiisii. Soldan saga sirasiyla 1,
kontrol; 2, 30 uM bakir; 3, 30 uM bakir +2 uM HBR; 4, 40 uM bakir; 5, 40 uM bakir + 2 uM
HBR; 6, 2 uM HBR.

Sekil 4.2: TR0O03 varyetesine ait 72 saatlik primer kok goriintiisii. Soldan saga sirasiyla 1,
kontrol; 2, 30 uM bakir; 3, 30 uM bakir + 2 uM HBR; 4, 40 uM bakir; 5, 40 uM bakir + 2 uM
HBR; 6, 2 uM HBR.
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4.2. MORFOLOJIK CALISMALAR

4.2.1. Bakir ve Brassinosteroid Uygulamasimin Primer Kok Uzunluguna
Etkilerinin Belirlenmesi

Kontrol (sadece su), bakir (30 uM ve 40 uM), HBR (2 uM) ve bakir + hormon (30 uM
bakir + 2 uM HBR; 40 uM bakir + 2 uM HBR) uygulanmasi altinda ¢imlendirilen
aycicegi tohumlarinin 48 saat ve 72 saat siire sonunda primer kok uzunluklar 6lgiildii
(Tablo 4.1). 6 deney grubuna ait her petri kabina 3 adet tohum yerlestirildi. 3 tekrarla
toplamda 54 tohumun primer kokleri olgiildii. Standart sapma degerleri Microsoft

Excel’de hesaplandi. Deney i¢ kere tekrar edildi.

Tablo 4.1: Karanlikta filtre kagidi arasinda 48 ve 72 saat boyunca ¢imlendirilen aygicegi primer
kok uzunluklari. + degeri standart sapmay1 gostermektedir. P < 0.05.

30 pM 40 ptM
Kontrol 30 uM bakir + 2 40 uM bakir + 2 2 uM HBR
bakir pM HBR bakir uM HBR
Primer koklerin
ortalama 0.96+0.14 0.85+0.29 0.89+0.03 0.81+0.3 1.15+0.33 0.86 +£0.23
uzunluklari
(cm) 48 saat
Primer koklerin
ortalama 2+0.38 1.44+0.28 2+0.38 1.61+0.47 2.1+0.76 1.8+£0.41

uzunluklari
(cm) 72 saat

48 saat sonunda kontrol ile karsilastirildiginda, artan bakir uygulamasi ile dogru orantili
olarak primer kok uzunluklarinin (30 pM bakir i¢in 0.85 + 0.29 ve 40 uM bakir i¢in
0.81 + 0.3) azaldigi belirlendi. Buna karsin bakir stresindeki tohumlara HBR
uygulamasi ile kok uzunluklarinm arttigi gorildi (30 uM bakir + 2 uM HBR ig¢in 0.89
+ 0.03 ve 40 uM bakir + 2 pM HBR igin 1.15 £ 0.33). Sadece HBR uygulamasinin (2
uM HBR) ise primer kdk uzunlugunu kontrole gore azalttigi belirlendi (0.86 + 0.23),
(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: 48 saat boyunca ¢imlendirilen ayg¢icegi primer kok uzunluklari.1, Kontrol; 2, 30 pM
bakir; 3, 30 uM bakir + 2 uM HBR; 4, 40 uM bakir; 5, 40 uM bakir + 2 uM HBR; 6, 2 uM
HBR.

72 saat sonunda elde edilen veriler analiz edildiginde, 48 saatten farkli olarak diisiik
bakir konsatrasyonunun koklerdeki olumsuz etkisini daha belirgin sekilde gosterdigi
belirlendi (30 uM bakir i¢in 1.44 + 0.28; 40 uM bakir i¢in 1.61 + 0.47). Buna karsin
HBR uygulamasninin 48 saatte oldugu gibi 72 saat sonunda da bakir stresinin etkilerini
diizelttigi goriildii (30 uM bakir + 2 uM HBR i¢in 2 = 0.38 ve 40 uM bakir + 2 pM
HBR i¢in 2.1 £+ 0.76). Sadece HBR uygulamasinin (2 pM HBR) da kontrole yakin
sekilde kok uzunluklarini etkiledigi not edildi (1.8 + 0.41), (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: 72 boyunca ¢imlendirilen ay¢icegi primer kok uzunluklari. 1, Kontrol; 2, 30 uM
bakir; 3, 30 uM bakir + 2 uM HBR; 4, 40 uM bakir; 5, 40 uM bakir + 2 uM HBR; 6, 2 uM
HBR.

4.3. FIZYOLOJIK CALISMALAR

4.3.1. Bakir ve Brassinosteroid Uygulamasimin Total Protein Miktarima Etkilerinin
Belirlenmesi

Fizyolojik ¢aligmalar kapsaminda, kontrol (sadece su), bakir (30 uM ve 40 uM), HBR
(2 uM) ve bakir + hormon (30 uM bakir + 2 uM HBR; 40 uM bakir + 2 uM HBR)
uygulanmasi altinda 72 saat siiresince ¢imlendirilen aygicegi tohumlarindan ayri ayri
olmak tizere protein izolasyonu yapildi ve protein miktar1 belirlendi (Tablo 4.2). Protein
izolasyonundan sonra Orneklerin bant profilleri SDS-PAGE’de karsilastirildi. Ayrica,
katalaz enziminin aktivite tayini gerceklestirildi. Morfolojik c¢alismalarda 72 saat
sonunda elde edilen kok uzunluklar1 ¢alismaya daha uygun oldugu ve bu siirede elde
edilen veriler analiz edildiginde kok uzunluklar1 arasindaki fark daha belirgin oldugu
i¢in, fizyolojik calismalara 72 saat {izerinden devam edildi. Orneklerin protein miktar

belirlendi. Deney ti¢ kez tekrar edildi.
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Tablo 4.2: 72 saat sonrasinda 6lgiilen protein miktarlart.

30 pM bakir 40 pM
Kontrol 30 uM +2 uM 40 pM bakir  bakar +2 2 uM HBR
bakar HBR uM HBR
Protein miktari  4.28+3.85  3.94:344  43+3.62 4.86+53 479+ 4.03 4.90+ 429

(mg/ml) 72 saat

Kontrol ile karsilastirildiginda (4.28 + 3.85), 30 uM bakir uygulanmig koklerde protein
miktarmin azaldigr goriildii (3.94 + 3.44). Buna karsim 40 pM bakir stresinde
¢imlendirilen koklerde ise arttigi belirlendi (4.86 + 5.3). Morfolojik analizlerde 72 saat
sonunda 40 uM bakir ugulanan 6rneklerde (1.61 + 0.47) 30 uM bakir uygulananlara
(1.44 + 0.28) kiyasla kok uzunluklarinin daha az azaldigi saptanmisti. Bakir + HBR
uygulanan ornekler, sadece bakir uygulanan ile karsilastirildiginda; 30 puM bakir + 2
uM HBR uygulamasinin 30 uM bakir uygulamasina kiyasla protein miktarini arttirdigy
goriilirken (30 uM bakir + 2 uM HBR igin 4.3 £ 3.62; 30 uM bakir i¢in 3.94 + 3.44);
40 uM bakir + 2 uM HBR uygulamasinin (4.79 £+ 4.03) 40 uM bakir uygulamasina
(4.86 + 5.3) gore protein miktarint azalttigi gozlendi. Sadece HBR (2 uM HBR)

uygulanan 6rneklerde de protein miktarinin kontrole gore arttigi belirlendi (4.9 + 4.29).

T T
1 2 3 4 5 6

Sekil 4.5: 72 saatlik 6rneklerin protein miktarlari. 1, Kontrol; 2, 30 uM bakir;

3, 30 uM bakir + 2 uM HBR; 4, 40 uM bakir; 5, 40 pM bakir + 2 uM HBR; 6, 2 uM HBR.
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4.3.2. SDS-PAGE Analizi

72 saat boyunca ¢imlendirilen koklerden protein izolasyonu yapildiktan sonra
orneklerdeki protein bant profillerini karsilastirmak i¢in Ornekler SDS-PAGE’de
incelendi. SDS-PAGE ig¢in hazirlanan %15°1lik ayirma ve %S5 yiikleme jeline yiiklenen
ornekler, protein markiri ile yiiriitiildiikten sonra goriintiilenerek fotografi ¢ekildi (Sekil
4.6).

Sekil 4.6:72 saatlik 6rneklerin SDS-PAGE analizi. Soldan saga sirasiyla M, markir; 1, kontrol;
2, 30 uM bakir; 3, 30 uM bakir + 2 uM HBR; 4, 40 uM bakar; 5, 40 pM bakir + 2 uM HBR; 6,
2 uM HBR. Ok, polimorfik bandi géstermektedir.

72 saat sonunda elde edilen 6rneklerin SDS-PAGE analizinde; 6rneklerin protein bant
yogunlugunun (6zellikle kontrolde) 25-48 kDa arasinda azaldig1 goriildii. Bant profilleri
karsilagtirildiginda, tiim gruplarda bant profillerinin ayn1 oldugu belirlendi.

4.3.3. CAT Aktivitesinin Belirlenmesi

Deney gruplarinin protein miktar1 degerlerinden yararlanarak orneklerin CAT enzim
aktivitesi hesaplandi.CAT aktivitesinin belirlenmesi i¢in yapilan deney 3 kere tekrar
edildi (Tablo 4.3). Degerler, ortalama + standat sapma olarak belirtildi. Absorbanstaki

artis CAT enzimi aktivitesindeki artis1 isaret etmektedir.
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Tablo 4.3: 72 saat sonrasinda 6l¢iilen CAT enzim aktivitesi.

Kontrol 30 uM 30 uM 40 pM 40 pM 2 utM
bakir bakir + 2 bakir bakir + 2 HBR
M HBR pM HBR

Katalaz aktivitesi ~ 0019+0.012  0.015+0.016 ~ 0.023+0.008  0.033+£0.034  0.035+0.035  0.016+0.005

AAy0ldak/mg protein
(72 saat)

CAT enzim aktivitesinin sonuglar1 degerlendirildiginde, kontrolle karsilastirildiginda
(0.019+ 0.012), diisik konsantrasyondaki bakir uygulamasinin ve yalnizca HBR
uygulamasinin ise belirgin sekilde aktiviteyi azalttigr gorildii (30 uM bakir igin 0.015 +
0.016; yalnizca 2 uM HBR i¢in 0.016 + 0.005) Buna karsilik yiiksek konsantrasyondaki
bakir ve bakir + HBR uygulamalarinin enzim aktivitesini arttirdigr gozlendi.(30 pM
bakir + 2 pM HBR i¢in 0.023+ 0.008; 40 uM bakir i¢in 0.033+ 0.034; 40 uM bakir + 2
uM HBR i¢in 0.035+ 0.035 ) (Sekil 4.7).

0,045
0,04
0,035 1
0,03
0,025 T
0,02 T
0,015
0,01
0,005
0 T T T T T 1
Kontrol 30 pM bakir 30 uM bakir + 40 pM bakir 40 pM bakir+ 2 uM HBR
2 UM HBR 2 UM HBR

Sekil 4.7: 72 saatlik 6rneklerin CAT aktivite analizi.
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4.4. MOLEKULER CALISMALAR

Molekiiler ¢alismalar da belirgin fark gosterdikleri i¢in; 72 saat siiresince ¢imlendirilen

ornekler iizerinden yiirtitildi.

4.4.1. CAT RT-PCR Analizi

Kontrol (sadece su), bakir (30 uM ve 40 uM), HBR (2 uM) ve bakir + hormon (30 uM
bakir + 2 uM HBR; 40 uM bakir + 2 uM HBR) uygulanmasi altinda 72 saat siiresince
cimlendirilen arpa koklerinden RNA izolasyonu yapildi ve ¢cDNA sentez edildi. Elde
edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak CAT enzimine uygun primerler ile RT-PCR
yapildi. Elde edilen PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde 100 V’da 30 dakika siiresince
yiriitiildii ve goriintiilendi (Sekil 4.8).

248 b

Sekil 4.8: CAT RT-PCR sonuglari. Soldan saga sirasiyla M, markir; 1, kontrol; 2, 30 uM bakir;
3, 30 uM bakir + 2 uM HBR; 4, 40 uM bakir; 5, 40 uM bakir + 2 uM HBR; 6, 2 uM HBR.

Elde edilen sonuglara goére, c¢alismada kullanilan orneklerde PCR beklenen
biiytikliikteki bant (248 bg) elde edildi. Tiim 6rneklerdeki anlatimin hemen hemen ayni

oldugu goriildii.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda, 48 ve 72 saat siiresince kontrol (sadece su), bakir (30 uM ve 40
uM), HBR (2 uM) ve bakir + hormon (30 uM bakir + 2 uM HBR; 40 uM bakir + 2 uM
HBR) uygulanmasi yapilan ayg¢icegi tohumlarinin primer kok uzunluklar1 analiz edildi.
Deneye 72 saat siirescince ¢imlendirilen aygicedi tohumlarinin protein miktarlarinin
belirlenmesi ile devam edildi. Bu 6rneklerin protein bant profilleri, SDS-PAGE’de
karsilagtirildi. Ayn1 o6rneklerin Katalaz enzim aktivitesi tayin edildi. Ayrica CAT

enzimlerine 6zgili primerler kullanilarak RT-PCR yapildu.

Morfolojik calismalar sonucunda, bakir stresinin pimer kok uzunlugunu azalttigi
belirlendi. Bu sonug farkli ¢alismalar ile desteklenmistir. Janas ve dig. (2010)’de, 2
mercimek kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢alismada (cv. Krak ve cv. Tina), bakir uygulamasinin
her iki kiiltiirde de kok uzunlugunu azalttigini rapor etmislerdir. Lequeux ve dig., (2010)
yaptiklar1 ¢alismada benzer sonug elde etmisleridir. Arabisopsis thaliana bitkisinde
yaptiklari deneyler sonucunda bakir konsantrasyonun artmasi ile (50 uM’a kadar)
primer kok uzunlugunun azaldigini belirlemislerdir. Celtikte yapilan bagka bir
caligmada ise 10, 50 ve 100 uM olmak flizere ti¢ farkli konsantrasyondaki bakir bes giin
stiresince uygulanmistir. Bu ¢alismadaki sonuglar analiz edildiginde bakirin kok
biiylimesini azalttig1 ve bu azalmanin en fazla 100 uM uygulanan bes giinliik bitkilerde

gozlendigi rapor edilmistir (Thounaojam ve dig., 2012).

Bakir + HBR uygulamasinin, hem 48 saat sonunda hem de 72 saat sonunda elde edilen
verilerin analizi sonucunda, bakirin kok uzunlugu iizerindeki olumsuz etkisini azalttigi
belirlendi. Fariduddin ve dig. (2009) Brassica juncea (Hint hardali) bitkisini; 50, 100 ve
150 mg kg/l bakir konsantrasyonlarinda yetistirmis ve bu bitkilere 10°,107® and 10°°
M konsantrasyonda HBL uygulamislardir. Bakir uygulamasinin kok uzunlugunu
azalttiZin1 buna karsin HBL uygulamasmin bakirin sebep oldugu olumsuz etkiyi
(6zellikle 50 mg kg/l bakir + 107° M HBL uygulanan bitkilerde) diizelttigini rapor

etmislerdir.
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Choudhary ve dig. (2012) yaptiklar1 ¢aligma bu sonucu desteklemektedir. Bakir stresi
altinda yetistirilen turp (Raphanus sativus L.) bitkisinde EBR hormonu etkisini
incelemislerdir. Calisma sonucunda, bakirin kok biiylimesini 2 kat, siirglin biliylimesini
ise 3 kat azaltiim gormiislerdir. Bakir stresindeki bitkiler ile bakir + EBR
uygulamasiin altindaki bitkiler kiyaslandiginda ise EBR uygulamasinin kok
uzunlugunu yaklasik 2 kat arttirdigini rapor etmislerdir. BR’nin hiicre uzamasini
arttirmasi ve hiicre dongiisli olaylarindaki olumlu etkisi, BR’nin, bakir stresi altinda
yetisen bitkilerin biiyiime oranlar tizerindeki etkisini agiklayabilir (Guo ve dig., 2009;

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

Diisiik konsantrasyonda (30 uM) bakir uygulamasinin kontrole gore protein miktarini
azalttigi gozlendi. Yiiksek konsantrasyon uygulanan orneklerin protein igeriginde ise
artma belirlendi. Koérpe ve Aras (2011); 30, 60, 120 ve 240 mg/l olmak tizere dort farkli
konsantrasyondaki bakir stresi altinda patlican (Solanum melongena L.) bitkisini
yetistirmisler ve 21 giin sonra en yiiksek konsantrasyonda bakir uygulanan 6rneklerde
¢oziinebilir protein miktarinin azaldigimi rapor etmislerdir. Yiiksek konsantrasyondaki
bakirim (40 puM)  etkisini gOstermesi i¢in 72 Saat c¢imlendirme siiresi yeterli

olmadigindan, protein miktarinin azalmadigi s6ylenebilir.

Poonam ve dig. (2014) yaptiklart ¢caligmada ise, bakir stresi (0.25 mM, 0.50 mM, ve
0.75 mM) altinda yetistirdileri Brassica juncea bitkilerinde, 24-epibrassinolidin total
protein miktarina etkisini incelemislerdir. Bakir stresi uygulamasinin protein igerigini
azalttigini ama hormon uygulamasmin arttirdigimi = gézlemlemislerdir. Bu tez
caligmasinda da benzer sekilde sadece bakir (30 uM) uygulanan 6rneklerde protein
igeriginin azaldig belirlendi. Bakir uygulamasinin sebep oldugu azalmanin amino asit
metabolizmasindaki olumsuz etki sonucu ortaya ¢iktigi diisiniillmektedir (E1-Shintinawy
ve El-Ansari, 2000). Bakir + HBR uygulamasinin ise protein miktarini1 kontrole goére
arttirdigr belirlendi. Bu durum, HBR’nin transkripsiyon ve translasyondaki etkileri ile
aciklanabilir (Bajguz, 2002; Fariduddin ve dig., 2004). Cesitli metal stresi altinda, EBL
uygulamasinin, protein igerigini arttirdigini rapor eden ¢aligmalar vardir. Alam ve dig.
(2007), nikel uygulanan Brassica juncea bitkisinde; Ahammed ve dig. (2013) ise
kadmiyum uygulanan domateste EBL uygulamasi ile protein igeriginin arttigini

belirtmislerdir.
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Bakir uygulamasinin katalaz enzim aktivitesi iizerine etkisi arastirildiginda; diistik
konsantrasyonda (30 uM) enzim aktivitesinin azalirken, 40 uM bakir uygulamasinda
enzim aktivitesinin arttig1 gézlendi. Calisilan tiire ve uygulanan bakir konsantrasyonuna
gore CAT aktivitesinde degisim oldugu soylenebilir. Bakir stresi altinda CAT
aktivitesinde bir degisim olmadigini rapor eden g¢alismalarin yaninda (Pastori ve dig.,
2002; Thounaojam ve dig., 2012); enzim aktivitesinde azalma oldugunu tespit eden
calismalar da mevcuttur (Wang ve dig., 2004). Choudhary ve dig. (2012) turp
(Raphanus sativus L.) fideleri tizerinde yaptiklar ¢alismada, bakir stresinde CAT enzim
aktivitesinin Kontrole gore 3.2 kat arttigini belirtilmistir. Bakir uygulamasinin CAT
enzim aktivitesini arttirdig; Jouili ve EI Feriani (2003)’te aygiceginde yaptiklar
calismada da rapor edilmistir. Bu tez ¢alismasinda da benzer sekilde CAT enzim
aktivitesinin, yiiksek konsantrasyonda (40 uM) bakir stresi uygulanan 6rneklerde arttigi

gozlendi.

Bitkilerde, oksidatif stres ile miicadelede hormon konsantrasyonunun arttirilmasi ile
orantili olarak antioksidanlarin artmasinin daha iyi sonu¢ verdigi bildirilmistir (Andre
ve dig., 2010; Thao ve Tran, 2011). Bakir + HBR uygulamasinin CAT enzim
aktivitesini arttig1 belirlendi. Fariduddin ve dig. (2009) Brassica juncea bitkisini; 50,
100 ve 150 mg kg/l bakir konsantrasyonlarinda yetistirmisler ve bu bitkilere 107°,10°®
ve 10°® M konsantrasyonda HBL uygulamislardir. CAT enzim aktivitesinin, sadece
bakir, sadece HBL ve bakir + HBL uygulanan 6rneklerde arttigini hatta bu artisin bakir
+ HBL uygulanan 6rneklerde daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada da
bakir + HBR wuygulanan Orneklerdeki CAT enzim aktivitesinin sadece bakir

uygulananlara gore daha fazla artt1g1 belirlendi.

Poonam ve dig. (2014) yaptiklart ¢alismada da, CAT enzimini analiz etmisler ve
hormon uygulamas: ile bakir stresinin antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdigini
rapor etmislerdir. Bircok c¢alisma sonucunda BR’nin bazi antioksidan genlerin
anlatimlarini arttirdig1 ve sonugta siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi
antioksidanlarin aktivitelerinin arttig1 goriilmiistiir (Mazorra ve dig., 2002; Cao ve dig.,

2005).
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Molekiiler ¢aligmalar kapsaminda CAT enzimlerine 6zgii primerler kullanilarak RT-
PCR yapildi. CAT primerleri ile yapilan RT-PCR sonucunda beklenen biiytikliikteki
bant (248 bg) tiim Orneklerde elde edildi. Ornekler incelendiginde, tiim &rneklerdeki
anlattmin hemen hemen ayni oldugu goriildii. Pena ve dig. (2011) 5 ve 10 uM bakir
stresi altinda yetistirdikleri aygigceginde yaptiklart calismada kontrol bitkilerinde
kotiledonda, CAT anlatiminin oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan baska bir ¢caligmada
ise musir bitkisinde CAT anlatiminin reaktif oksijen tiirleri ile indiiklendigi belirtilmistir

(Mylona ve dig., 2007).

Degisen iklim kosullari, agir metal kirliligi gibi insan kaynakli etmenler nedeniyle
diinyada ve tilkemizde verimli zirai alanlar giderek azalmaktadir. Bunun sonucunda
azalan tarim iriinleri artan niifusun ihtiyacini kargilayamamaktadir. Bu tez ¢alismasinda
ekonomik agidan onemli bir yag bitkisi olan ay¢icegi kullanilarak, agir metal stresinin
bitki iizerinde yarattigi olumsuz etkilerin brassinosteroid hormonu ile iyilestirilebildigi

gbzlenmistir.
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