BUGDAY (Triticum aestivum L.) BITKILERINDE
UYARILMIS SENESENS SURECININ Ag”
IYONLARI iLE KONTROLU

MERT OKTEM

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOTEKNOLOJIi ANABILIM DALLI

YUKSEK LiSANS TEZi

MERSIN
OCAK - 2016



BUGDAY (Triticum aestivum L.) BITKILERINDE
UYARILMIS SENESENS SURECININ Ag®
IYONLARI iLE KONTROLU

MERT OKTEM

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOTEKNOLOJI ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

Danisman

Prof. Dr. Yiiksel KELES

MERSIN
OCAK - 2016



Mert OKTEM tarahindan Prof. Dr. Yiiksel KELES danismanh@ida “Bugday
(7riticum aestivun 1) Bitkilerinde Uyanilmig Sencsens Strecinin Ag’ Iyoniar lle
Kontroli” bashikl bu ¢aliyma asagida imzalar bulunan jirl Gveleri tarafindan oy

birligi ile Yiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Yitksel KELES

Prof. Dr. Serpil UNYAYAR

&

O S
.............. f’ “ s aes N

Dog.Dr. Nuray ERGUN «:J\LU“ 9%}7

Yukaridaki  Jiri  karari  Fen Bilimleri  Enstitiisii =~ Yonetim  Kurulu’nun
12952376 tarihve 25066/ 202 sayili karariyla onaylanmistir.

Bu tezde kullamlan ozgiin bilgiler, sekil, ¢izelge ve fotograflardan kavnak gostermeden alinti vapmak 5846 sayili
Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.




Oktem, M. 2015. Bugday (Triticum aestivum L.) Bitkilerinde Uyarilmis Senesens Siirecinin Ag"
Iyonlari Ile Kontrolii, Yiikslek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

BUGDAY (Triticum aestivum L.) BITKILERINDE UYARILMIS SENESENS
SURECININ Ag’ iYONLARI iLE KONTROLU

MERT OKTEM

0z

Senesens bitkilerin genetik olarak programlanmis yaslanma siirecidir.
Karanlik, abiyotik ve biyotik stresler ve bazi hormonlar tarafindan tesvik edilebildigi
gibi bazi hormon ya da mineraller tarafindan geciktirilebilir. Senesens siirecinin
kontrolii bitkisel {iriin kalitesi ve raf omrii gibi parametreler {izerindeki etkisi
nedeniyle ekonomik 6neme sahiptir. Bu ¢alismada Triticum aestivum L. (Giin-91)
bitkilerinde karanlik ve indol-3 asetik asit (IAA) uygulamalariyla baglatilan senesens
siirecinin giimiis nitrat uygulamalar1 ile kontroli amaglanmigtir. Bu amagla
antioksidan savunma sisteminin bazi bilesikleri, enzim aktiviteleri ve stiperoksit
dismutaz (SOD) enzimini kodlayan genin ifade diizeyleri arastirilmigtir. Karanlik
uygulamasi yapilan bitkilerde fide boylari, oransal su igerigi, klorofil-a, klorofil-b,
toplam klorofil, B-karoten, ksantofil, toplam antioksidan kapasite, ¢oziiniir fenol,
toplam c¢oziinlir protein, katalaz, siiperoksit dismutaz, bakir ¢inko siiperoksit
dismutaz (Cu/Zn-SOD), Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyi azalmistir. 1AA
uygulamalari sonrasinda fide boylari, oransal su igerigi, klorofil-a, klorofil-b, toplam
Klorofil, p-karoten, ksantofil, toplam antioksidan kapasite, ¢oziiniir fenol, toplam
¢Oziiniir protein diizeyleri azalirken, katalaz, siiperoksit dismutaz, Cu/Zn-SOD,
Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyleri artmistir. Yapraklara piiskiirtiillerek uygulanan
200 ppm giimiis nitrat fide boylari, oransal su igerigi, klorofil-a, b, toplam klorofil, -
karoten, ksantofil, toplam antioksidan kapasite, ¢oziinlir fenol, toplam ¢oziiniir
protein, Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyi parametrelerinde artisa yol agarken,
katalaz, siiperoksit dismutaz, Cu/Zn-SOD enzim aktivitelerinin kontrole gore
azalmasina neden olmustur. Bu arastirmadan elde edilen bulgular senesens siirecinin
antioksidan bilesik ve enzimlerin diizeyindeki degismelerle iliskili oldugunu
gostermistir. Karanlik ve IAA uygulamalariyla baslatilan senesens siirecinin giimiis
iyonlarinin varliginda geciktirilebilecegi sonucuna ulagilmstir.

Anahtar Kelimeler: Karanlik, indol-3asetik asit, glimiis nitrat, antioksidan savunma,
gen ifadesi

Damisman: Prof. Dr. Yiiksel KELES, Mersin Universitesi, Biyoteknoloji Anabilim
Dali
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CONTROL OF INDUCED SENESCENCE PROCESS WITH Ag* IONS IN
WHEAT (Triticum aestivum L.) PLANTS

MERT OKTEM

ABSTRACT

It is genetically programmed senescence aging process of plants. Dark,
biotic and abiotic stress, some hormones as can be induced while may be delayed by
some hormones or minerals. Senescence process control due to impact parameters
such as quality and shelf-life are economically important crops. Aim of this study, in
Triticum aestivum L. (Giin- 91) plants promoting the senescence process of dark and
indole-3 acetic acid application and controle of senescence with silver nitrate
applications. In this study, certain compounds of the antioxidant defense system in
conjunction with delaying enzyme activity and expression levels of genes encoding
superoxide dismutase were analysed. Senescence are stimulated darkness application
in the plants, seedling lenghts, relative water content, chlorophyll a, chlorophyll b,
and total chlorophyll, B-carotene, xanthophylls, total antioxidant capacity, soluble
phenol, total soluble protein, catalase, superoxide dismutase and Cu / Zn -SOD levels
, Cu / Zn-SOD transcripts expression levels decreased. After 1AA application
seedling length, relative water content, chlorophyll a, chlorophyll b, and total
chlorophyll, B-carotene, xanthophylls, total antioxidant capacity, soluble phenol, total
soluble protein levels decreased while catalase, superoxide dismutase and Cu / Zn-
SOD, Cu / Zn-SOD transcript levels increased. 200 ppm silver nitrate spray- applied
foliar leaf seedling length, relative water content, chlorophyll a, chlorophyll b, and
total chlorophyll, B-carotene, xanthophylls, total antioxidant capacity, soluble phenol,
total soluble protein, expression of Cu / Zn-SOD transcripts increase while in the
level of parameters catalase, superoxide dismutase and Cu / Zn-SOD has caused a
decline compared to the control parameters. The results obtained from this study
showed that associated with changes in levels of antioxidant compounds and
enzymes of the senescence process. Starting with the senescence process were dark
and 1AA applications can be delayed in the presence of silver ions.

Keywords: Dark, indole-3 acetic acid, silver nitrate, antioxidant defense, gene
expression

Advisor: Prof. Dr. Yiiksel KELES, Mersin University, Biotechnology Department
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SiIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

SOD: Siiperoksit dismutaz

KAT: Katalaz

Cu/Zn SOD: Bakir Cinko SOD

H.0,: Hidrojen peroksit

10,: Tekli oksijen

O,": Siiperoksit radikali

‘OH: Hidroksil radikali

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
cDNA: Komplementer DNA

Ct: threshold cycle (esik dongii degeri)

ACS: 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit sentetaz

ACC: 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit

Xi
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1.GIRIS

Tarimsal {irlin kaybinin en 6nemli nedenlerinden biri bitkilerin dogal
yaslanma siireci olan senesenstir. Tohum sayisi ve kalitesi, meyve olgunlasmasi ve
tohumlarin ¢imlenme zamani vs. gibi bir¢ok farkli tarimsal agidan 6nemli 6zellik
senesens tarafindan etkilenir. Yaglanan dokular {izerinde mantar ve diger
mikroorganizmalarin gelismesi besin kalitesini 6nemli derecede etkileyebilir ve
senesensin geciktirilmesi omriin uzamasini saglayabilir. Senesens ekstrem iklimsel
kosullarda ve abiyotik stresle tetiklenebilir; senesens potansiyel olarak Onemli
tahillarin veriminde % 50’den fazla azalmaya neden olur ayrica diinya ¢apinda ekin
kaybinin basglica nedeni oldugu tahmin edilmektedir. Sebzeler tam olgunlagmadan
once hasat edildiklerinde enerji ve besin kaynaginin aniden kesilmesi sonucunda ¢ok
biliyiik oranda strese maruz kalmaktadir. Kuskonmaz ve brokoli gibi tiriinler
depolama sirasinda ¢ok hizli hasat sonrasi senesens gosterirler ve ¢ok kisa raf
Oomriine sahiptirler. Yesil sebzelerin depolanmasi siiresince klorofil kaybi, hiicresel
yapilarin zarar gormesi ve sonunda hiicre o6liimii gibi birgok degisim gozlemlenir,
benzer degisimler gelisime bagli senesens siiresince de sergilenir. Yaprak yaslanmasi
sliresince uyarilan genler de depolanan brokolide ifade olabilir [1]. Bu nedenle,
ayrica kiiresel iklim degisimleri goz Oniine alinarak, degisen ¢evresel kosullarla daha
1yl sekilde basa cikabilecek kiiltiir bitkilerinin gelistirilmesi onemli bir arastirma
alan1 olacaktir. Yaglanma programi degistirilmis bitkiler, bu amaca ulagilmasi i¢in

yardimer araglar olabilir [2].

Senesens siirecinin  Onemine ragmen, senesens siirecini diizenleyici
mekanizmalar hakkindaki bilgilerimiz hala yeterli diizeyde degildir. Aslinda,
senesens kaotik bir olay degil, ¢ekirdek genlerinin kontrolii altinda normal hiicre
fonksiyonlarmin diizenli bir sekilde kaybidir. Gen ifadesindeki muazzam degisim
yaprak senesensi siiresince gozlenebilir ve farkli gen ifade analizlerine gore
Arabidopsis bitkisinde yaprak senesensi siiresince genlerin yaklasik olarak % 12—
16’sinin ifadesinin degistigi tahmin edilmektedir [1, 3, 4]. Senesens oOncelikle
yaslanan dokularda bulunan besin ve minerallerin bitkinin gelismekte olan

dokularina taginmasi olarak tanimlanmaktadir, bu siirecte fotosentezle iliskili olan
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genlerin ifadeleri azalirken makromolekiillerin yikilmasi ve taginmasiyla iliskili olan
genlerin ifadeleri artmaktadir. Farkli ozellikleri ile senesensin bir gesit
programlanmis hiicre 6liimii ya da gelisimsel bir siire¢ oldugu konusu tartismali olsa
da her iki bakis agis1 i¢in bazi kanitlar bulunmustur [5, 6]. Sicaklikla uyarilan yaprak
senesensi bcl-xL ve ced-9 Arabidopsis transgenik bitkilerinde 6nemli oranda
geciktirilmistir, ve bu bitkilerde muhtemelen oksidatif stresten dolayr yiiksek
miktarda antosiyanin birikmistir. Hayvanlardaki apoptoz ve bitkilerdeki senesens
arasinda ortak diizenleyici mekanizmalar bulunmaktadir bu nedenle, hayvan
antiapoptotik genlerinin ifadesinin artmasi bitkilerin hayatta kalmasini artirip
senesensi geciktirebilmistir [7]. Ancak, Nicotiana yapraklarinin hiicre 6limiiyle
baglantili olarak yesil kalma kapasitesinin azalmasi Senesens sonucunda

kaginilmazdir [8, 9].

Yaprak senesensi, yaprak gelisiminin son asamasi olan yiiksek derecede
organize olmus ve aktif bir siiregtir. Bitkilerde kotiledon ve yapraklarin omrii
simirhidir. Olgunlagmayi takiben birkag saatte, giinde veya haftada kotiledonlarda ve
yapraklarda senesens baglayabilir. Yaprak senesensinin baglamasi ve ilerlemesi hem
i¢sel Ornegin yas ve hormonlar hem de digsal faktorler drnegin kuraklik, tuzluluk,
besin eksikligi, hastaliklar, yliksek 151k ve yliksek sicaklik gibi faktorlerle kontrol
edilir [10, 11]. Bitkilerde senesens siireci normal kosullar altinda reprodiiktif faza
geciste baslarken, c¢evresel etkenler senesens siirecini hizlandirabilmekte ya da
yavaglatabilmektedir. Cevresel stresler (diisiik ve yiiksek sicaklik, kuraklik, su
basmasi) altinda senesens siirecinin engellenmesi veya tesvik edilmesi tarimsal
triinlerin miktar ve kalitesini Onemli Ol¢iide etkilemektedir ve uzun stiredir
arastirmacilarin ilgisini ¢eken bir calisma konusu olmustur. Senesens siirecinin
kontrolii lirlinlerin hasat zamanlarin1 diizenlemek ve raf dmiirlerini uzatmak amaciyla
tizerinde calisilmakta olan bir konudur. Senesensi engelleyici veya hizlandirici
oldugu bilinen kimyasal maddeler (bitkisel hormonlar, Aminobanzamid, E64)
tarimsal verimliligi artirmak, hasat zamanlarini diizenlemek veya deneysel amaglar

i¢in kullanilabilmektedir.



Oktem, M. 2015. Bugday (Triticum aestivum L.) Bitkilerinde Uyarilmis Senesens Siirecinin Ag"
Iyonlart Ile Kontrolii, Yiikslek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Bitkilerde gelisme kesintisiz bir igslem olsa da vejetatif gelisim silirecinden
reprodiiktif gelisim silirecine geciste ani kalitatif degisimler ortaya cikabilir.
Bitkilerde gbzlenen bu olgunlagma siireci erken ya da gec bir evrede senesens ve
Olimle sonuglanir [12]. Senesens yasa bagimli olarak hayat dongiistiniin
sonlanmasidir. Bitkilerde, senesens goriintir bir sekilde sararmis yapraklarla
karakterize edilir. Yaglanan yapraklarin sararmasi klorofil iceriginin kaybedilmesi,
proteinlerin ve RNA’nin degredasyonu ve fotosentetik aktivitenin azalmasi gibi

bir¢cok biyokimyasal siirecle birlikte ilerler.

Yaprak gelisimi siiresince 3 asamadan gecer. Ilk olarak tam kapasite
fotosentez hizina ulasana kadar bolca karbon ve azot biriktirir ve hizla protein
sentezler. Yaprak olgunlastigi zaman, protein sentez faliyetleri diiser. Bu durum dis
ve i¢ kosullar senesensin baglamasina uygun olana kadar devam eder. Yaprak
senesensi bitkinin olgunlagsmis yaprak ve diger kisimlarindan gelen azot, karbon ve
minerallerin olgunlasmamis kisimlarina tasinmasi, fotosentezin durdurulmasi,
kloroplastlarin ~ pargalanmasi, yaprak proteinlerinin yikilmasi, Klorofil ve

aminoasitlerin kayb1 gibi olaylar biitiintidiir [13].

Deneysel olarak yaprak senesensi genellikle Kklorofil ve proteinlerin
azalmasinin 6l¢iimii ile izlenmektedir [3, 14]. Bununla birlikte yapraktaki mezofil,
ksilem, floem, epiderma gibi degisik dokularin senesensi birbirinden farkli olabilir.
Benzer bir farklilik hiicrelerin organelleri arasinda da gozlenebilir. Protein ve klorofil
kayb1 bakimindan degerlendirildiginde hiicredeki en oOnemli yikim yeri
kloroplastlardir [15]. Vakuoller ve mitokondriler ise senesens siirecinde oldukga iyi
korunurlar. Hiicreler ve organeller senesens siirecinde belirli bir diizenle
yikildigindan bu olay genetik olarak programlanmis bir hiicre 6liim siireci gibi
diistiniilebilir [16]. Gelisimsel bir siire¢ olarak bilinen senesens uygun olmayan
cevresel kosullar yiiziinden normalden daha erken baslayabilir. Bitkiler uygun
olmayan kosullardan kacginamayacagi zaman, bitkinin tam olarak 6lmesini
engellemek i¢in bazi1 organlarinda senesensi baslatabilir. Ornegin; mineral besinlerin
yetersizligi durumunda yasl yapraklarin senesensi uyarilarak bu bolgelerden ¢oziilen

besinler gen¢ dokulara tasinabilir [1].
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Bitki genomu miimkiin oldugunca kisa siirede iireme ve hayatta kalmak i¢in
organize olmustur. Genel olarak bitki genomu, kalitsal bilgiyi 3 ayr1 islevsel sinifi
igerecek sekilde evrimlesmistir 1) Basit metabolizma ve yasamin devam ettirilmesi
faliyetleri, 6rnegin fotosentez, terleme, DNA replikasyonu ve hasarlarin onarilmasi,
2) Bitkilerde abiyotik ve biyotik strese karsi savunma mekanizmalarinin
diizenlenmesi ve 3) Yetiskin bitkilerde iireme ve gelisme programini saglayacak
sekilde diizenlenmistir [17, 18]. Evrimsel bakis a¢isina gére genom dogal segilimin
etkisiyle canlinin siirekli gogalmasina olanak saglayacak sekilde organize olmustur.
Cogalmadan sonra, dogal se¢ilimin etkisinin yas ile artmasi tiim bitki ve bitki

organlarinin canliligini ve yasam i¢in uygunlugunu kaybetmesine yol agar [16, 19].

Tek yillik model bitki Arabidopsis thaliana’nin ¢ogalma programi tiim
bitkinin 6liimii ile paralel olacak sekilde evrimlesmistir. Yapraklarda senesens
baslarken tohumlar tiretilmektedir ve bu yolla yapraklarda var olan besinleri etkili bir
sekilde tohum olusturmak i¢in kullanir. Burada, yaslanmanin evrim teorisine gore
yaprak senesensi sOyle agiklanabilir, yapragin yapisindaki besinin kurtarilmasi icin
bir yapragin imha edilmesi dolayli bir se¢ilim olarak diisiiniilmektedir [20]. Aslinda
secici hiicre oliimii bitki gelismesi ve savunma cevaplar siiresince belgelenmistir.
Ksilogenez, erken embriyogenez, polen tiipli biiylimesi ve olusan asir1 hassas
cevaplar segici hiicre 6liimiiniin tipik 6rnekleridir. Buna gore, bitki govdesinin ve
mimarisinin hemen hemen tiim yapisal {niteleri lireme ve hayatta kalma ugruna
harcanabilir. Acikc¢a, yaprak dokularindan besinlerin bitkinin diger kisimlarina
taginmasi, senesens sendromunun belirgin Ozelligidir ve yapragin Oliimiiyle
sonuglanan genom optimizasyon programinin bir pargasidir. Bu tartigsmalar 1s181nda,
genetik olarak kontrol edildigi disiiniilen yaprak senesensi aslinda genomun

cogalmasi i¢in dogal secilimin bir sonucudur [21].

Dogal (indolasetik asit (IAA), indolbiitirik asit (IBA)) ve sentetik (2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 2,4,5-triklorofenoksiasetik asit (2,4,5-T),
naftalenasetik asit (NAA)) oksinler bitki gelismesini ve bunun yani sira hiicre

bolinmesini ve biiylimesini diizenlerler. Dogal oksinler ile arasindaki benzerlikler
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nedeniyle 2,4-D diisiik konsantrasyonda kallus olusumu ve somatik embriyogenezi
uyarmak i¢in kullanilir. Ancak yiiksek konsantrasyonda 2,4-D bitkilerde senesensi
uyarir. Oksinlerin 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) sentetaz (ACS)
geninin ifadesini artirdign gosterilmistir [20]. Giimiis (Ag") iyonlarmm birgok
fizyolojik sistemde etilen baglanmasini veya bunu takip eden yanitlarda etilenin
etkisini inhibe ettigi bilinmektedir [21] . Etilen yaprak senesensinin diizenlenmesinde

anahtar hormon olarak goriilmektedir [17].

Bu tez caligmasinda IAA ve karanlik ile uyarilan senesens siirecinde
antioksidan bilesiklerin konsantrasyonlari ve antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki
degisim bugday bitkilerinde incelenmistir. Bugday bitkilerine giimiis (Ag") iyonlari
uygulanmasi ile senesens siirecinde antioksidan enzim aktiviteleri ve antioksidan
enzimleri kodlayan genlerin ifadelerinde ortaya ¢ikan degisimler arastirilmistir. Ag”
iyonlarinin senesens siirecinin kontrol altina alinabilmesi amaciyla senesens iizerinde
etkili oldugu bilinmektedir. Ancak bu uygulamalarin antioksidan savunma sistemi

tizerindeki etkisi konusunda yeterli calisma bulunmamaktadir.

Bu calismaya temel olusturan hipoteze gore: senesens uyaricilar oksidatif
stresi tetiklerken, senesens geciktiriciler oksidatif stresi baskilamaktadir. Bu durum
antioksidan ozellikli bilesiklerin ve enzimlerin aktivitesinde ve bunlar1 kodlayan
genlerin ifadesindeki degismeler ile belirlenebilir.  Bu g¢aligmadan elde edilen
bulgular, senesens - antioksidan iligkisi gibi bilinmeyenlerle dolu bir konu hakkinda
bilgi saglayabilecegi gibi; senesens siirecinin kontrolii, tarimsal iretim ve bitki
biyoteknolojisi alaninda yapilacak arastirmalar i¢in gereken bilgi birikimine degerli

bir katki saglayabilir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1 SENESENS

Senesens dissal ve igsel faktorler tarafindan baglatilabilir. Patojen
saldirilarinin yan1 sira sicak, soguk, kuraklik, yiiksek 151k gibi bir ¢ok abitotik stres
kosullar oksidatif hasara sebep olmaktadir ve bu sebeple senesens siirecinde aktif rol
oynadig1 bilinmektedir. Yaglanmay1 uyaran en onemli igsel faktorler yaprak, bitki
yast ve bitkinin gelisim asamasidir. Tek yillik bitkilerin yapraklarinda tam
biiylimeden sonra fotosentez hizinda devamli bir azalma goriliir [22,23]. Model bitki
olan Arabidopsis thaliana son derece hizli senesense giren yapraklara sahip bitkilere
bir drnektir. Yaprak gelisiminin 4-6. gilinleri arasinda siirekli 151k altinda fotosentez
kapasitesi %50 azalir [23]. Fotosentetik aktivitenin belli bir esik degerin altina
diismesi senesensi uyarici sinyal olarak hareket edebilecegi varsayilabilir [24, 25].
Bu hala kanitlanmay1 bekleyen bir soru olmasina ragmen, bu teoriyi destekleyen bazi
kanitlar vardir. Yiksek seker igeriginin fotosentezle ilgili genleri baskiladig
bilinmektedir [26]. Bugdayda, bayrak yaprak senesensi tozlasmadan sonra iireme
organlariin kaldirilmasiyla geciktirilir. Bugday bitkilerinde monokarpik senesens
sliresince iireme organlarinin, ortadan yoklugunda oksidatif stres azalmistir ve daha
diisiik lipit peroksidasyonuyla birlikte proteinler de korunmustur, ayrica oksidatif
hasar, protein ve nitrojen diizeyi iireme organlart bulunan bugday bitkileriyle
karsilastirlldiginda daha fazla korunmustur. Dolayisiyla, lireme organlarinin etkisi
azot taginmasini etkilediginden artan yiiksek reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
seviyesi, proteinlerin zarar gérmesini ve proteolitik aktiviteyi etkilemistir [27].

ROT larin yaprak yaslanmasini tetikledigine dair bir¢ok kanit vardir [28, 29, 30, 31].

Belirgin bir sekilde, oksidatif stres direnci ile potansiyel yasam siiresi
Caenorhabditis memelileri gibi bir¢ok organizmada birbiriyle iliskilidir [32, 33].
Senesensin ilerlemesi sirasinda antioksidatif kapasitenin kaybi ayrica farkli bitkilerde
de rapor edilmistir [34, 35]. Ayrica bir¢ok aerobik organizma igin de genel bir olay
oldugu isaret edilmektedir. A. thaliana’nin farkli ge¢ ¢igeklenen mutantlarinin
incelenmesiyle Arabidopsis bitkilerinin ¢i¢eklenme zamani ve yasam siiresinin

oksidatif stres direnciyle siki bir sekilde iligkili oldugu ortaya konulmustur [36].
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Bununla birlikte, bitkilerde yasam siiresi ve oksidatif stres toleransi arasindaki iliski

hala tam olarak anlagilamamustir.

2.2 BITKILERDE ROT OLUSUMU VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA
SISTEMLERI

Atomik oksijen; yer kabugunda ¢ok fazla bulunan bir elementtir. Su ve
atmosferde bulunan oksijen (O;) aerobik hayatin biitiin formlarinin devami igin
zorunludur. Mevcut oksijen rezervi, fotosentezin bir sonucu olarak sudaki oksijenin
serbest birakilmasiyla meydana gelir ve solunumda en son elektron alicis1 olarak
kullanilmasiyla devamliligi saglanir [37]. Bu siiregte reaktif oksijen tiirleri (ROT)
aerobik yasamin kagmilmaz bir pargasi olmustur [38]. Oksijen reaktif bir molekiil
olmamasma ragmen, normal metabolik faliyetler sirasinda veya c¢esitli stres

faktorleriyle uyarilmis reaktif formlari meydana gelebilir [39].

Yapilarinda eslenmemis elektron igeren atom veya bilesikler serbest
radikaller olarak tamimlanmaktadir [40]. Biyolojik serbest radikaller oldukga
dayaniksiz ve ayni zamanda reaktif molekiiller olup, elektronlart hiicredeki diger

molekiillerle etkilesime girerek hasar meydana getirirler [40, 41].

Bitkilerde serbest radikaller igsel olarak kloroplastlardaki fotosentez
reaksiyonlarinda, plastid ve peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit
dongiisinde NADPH oksidaz, hiicre duvari peroksidazlar1 ve amino oksidazlar gibi
enzimlerin etkisiyle olusur [42, 43]. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri serbest
radikal kaynaklaridir [44, 45].

Bitkinin daha fazla su kaybetmemek icin stomalarini1 kapatmasi fotosentez
icin gerekli CO, aliminm kisitlanmasina yol acar. Bu durum fotosentetik reaksiyon
merkezlerindeki enerjinin asir1 birikmesine neden olur [46]. Bitki dokularinda
molekiiler oksijenle rekabet eden NADP™ nin elektron alarak indirgenmesi ile
NADPH birikir. Bu kosullarda bitki dokularinda NADP" miktar1 azalir ve oksijen

alternatif elektron alicis1 olarak gorev yapar (Mehler reaksiyonu) [47].
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Suyun kisith oldugu donemlerde, kloroplastta gergeklesen 1sik-Klorofil
etkilesimleri oksidatif strese neden olur [48]. Oksidatif etki, reaktif oksijen tiirleri
(ROT) olarak adlandirilan (O;", 102, H,0,, ‘OH) serbest radikallerin olusumundan
kaynaklanir [49, 50]. ROT; lipid peroksidasyonu, hiicre zarlarinin zarar gérmesi,
proteinlerin ve DNA’nin yapisinin bozulmasi, enzimlerin etkinliginin azalmasi gibi
ciddi hiicresel ve dokusal hasarlara yol agmaktadir [51, 52, 53]. Siiperoksit ile
hidrojen peroksitin hidroksil radikalini (-OH) olusturmak {izere tepkimeye girmesi
(Haber-Weiss reaksiyonu) sirasinda artan Fe™ veya Cu*? gibi gecis metalleri, bu
oksidatif hasar1 daha da artirabilir [54].

Yaprak senesensinin baslamasiyla, ¢ok fazla miktarda reaktif oksijen tiirii
(ROT) 6rnegin, siiperoksit anyonu (O3"), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali
(‘OH), singlet oksijen (*0,) ve diger zararli sebest radikaller ortaya ¢ikar [55, 56],
ve bunlarin ortaya ¢ikmasi membran lipit peroksidasyonuna, hiicresel hasara ve
programlanmis hiicre Olimiine neden olur [57]. Cesitli enzimatik olmayan
bilesenlerin arasinda askorbatin miktar1 ve azalma durumu oksidatif stresin
saptanmasinda genel olarak kullanilan belirtegtir [58] ve senesensin ilerlemesinin
diizenlenmesinde 6nemlidir [59]. Bugdayda yaprak senesensinin zamani ve orani
genotipe baglidir ve tahil verimiyle iligkilidir [60, 61]. Bugday cesitlerinde yaprak
senesensinin geciktirilmesi veya tane dolumu siiresince yesil kalanlarda yiiksek tane
verimi elde edilirken [62], erken senesenste fotosentez 6nemli derecede inhibe olur

ve diisiik tane verimi elde edilir [63].

Erken yaslanan ¢esitlerde yaslanmasi geciken cesitlere gore onemli derecede
antioksidanlar ve/veya antioksidan enzim aktiviteleri azalir bunun yani sira lipit
peroksidasyon Tirlinleri artis gosterir. Bayrak yaprak senesensinin anlagilmasi igin
yapilan antioksidan enzim aktiviteleri g¢alismalar1 arastirilan ¢esitlerdeki farkli

genetik 6zelliklerden dolay1 sadece sinirli bilgi saglayabilmektedir [63].

Oksidatif stres arttikca yeni meydana gelen hiicre jenerasyonlarinda

ROT’larin olusumunun engellenmesinde dengesizlik meydana gelir, sonunda hiicre
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oliimiine yol agilir. Bu kritik denge, antioksidanlarin tiilkenmesi veya asirt ROT
birikmesi nedeniyle bozuldugunda oksidatif stres meydana gelir. Nerede veya nasil
meydana geldigine bakilmaksizin, hiicre i¢inde artan oksidantlar iki ¢ok Onemli
etkiye sebep olurlar: bunlar gesitli hiicre bilesenlerinin zarar gérmesi ve 6zel sinyal
yollarinin aktivasyonudur, her ikisi de bir¢ok hiicresel siireci etkiler. Ancak, oksidatif
hasar bitki dokularinda ozellikle senesens siirecinde ve aktif oksijen tiirlerinin
metabolizmasinda dikkate deger bir artis ile karakterize edilir [64, 65].
Arabidopsis’in  birbirinden farkli ge¢ ¢igeklenen/genisletilmig-uzun  Omiirlii
mutantlarin analizleri sonucunda yasam siiresi ve oksidatif stres toleransinin
birbiriyle siki bir sekilde bagli oldugu ortaya konulmustur [66]. Arabidopsis’in, orel,
ore3 ve ore9 adli geciktirilmis yaprak senesensi mutantlarinin yapraklari oksidatif
stresin ¢esitli tiplerine karsi artan tolerans sergilemistir. Orel, ore3 ve ore9
mutantlarinin  oksidatif stresle iliskili fizyolojik ve molekiiler degisimlerin
belirlenmesiyle tiim bitki diizeyinde diger Arabidopsis mutantlarina gore oksidatif
strese kars1 daha toleransli oldugu goriilmiistiir. Ancak, bu sonuglara gore, Orel, ore3
ve ore9 mutantlarinda oksidatif strese karsi artan diren¢ artan antioksidan enzim
aktivitesiyle baglantili degildir. Genetik kanitlara gore bitkilerde oksidatif stres

toleransi yaprak yasam siiresi ile kontrol edilir [67].

Bitkiler, ROT’un =zararli etkilerini antioksidan sistemleri ile ortadan
kaldirabilirler. Hiicreleri oksidatif hasara karst koruyan enzim yapisinda olan ve
olmayan cok sayida savunma mekanizmalar1 vardir. Enzimatik olmayanlar arasinda
glutatyon (GSH), askorbat (AsA), sistein, hidrokinonlar, mannitol, tokoferol (vitamin
E), flavonoidler, bazi alkoloidler ve B-karoten sayilabilir. Bitkilerdeki enzimatik
antioksidanlar ise; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), askorbat peroksidaz
(AP), glutatyon rediiktaz (GR) gibi diisiik molekiiler agirlikli enzimleri igcermektedir
[68, 69]. Bitkilerde stres etkenleri nedeniyle artan O," ve H,0, igerigine paralel
olarak lipid peroksidasyonun da arttig1 belirlenmistir [70, 71]. Misir (Zea mays L.)
bitkisi ile yapilan ¢aligmalarda kuraklik stresinin SOD ve KAT enzim aktivitesinde

onemli bir artisa neden oldugu rapor edilmistir [71, 72].
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2.2.1 Siiperoksit Anyonu

Bitkilerde siiperoksit anyonu (O;") kloroplastlar, peroksizomlar, apoplast,
mitokondri elektron tagima zinciri ve plazma zar1 gibi farkli hiicre kisimlarinda
olusur [73, 74]. Siiperoksit anyonunun en Onemli kaynagi Mehler reaksiyonu
sonucunda kloroplastlardir. Bu reaksiyon sirasinda O, fotosentetik elektron tagima
zincirindeki elektronlar tarafindan azaltilir [75]. Olusturulan O," sonra ¢ogunlukla
Cu/ZnSOD’un faliyetiyle hidrojen peroksite (H»O2) donistiiriiliir [76]. Boylece,
SOD, O;" ‘in hiicrelerde ve biyokimyasal siireclerde yer alma olasiligint ve dmriinii
belirler. Ayrica, O," orta derecede reaktiftir, kisa 6miirlii bir ROT tur, yar1 émrii
yaklagik olarak 2-4 mikro saniyedir [77] ve kloroplast zarlarin1 gegemeyebilir [78].
Yukarida listelenen nedenlerden dolayi, O,” ° nin senesens ve abiyotik stres
sirasindaki sinyal gorevinin olabilecegi goriilmektedir. Ancak kloroplastlar O~ ‘lerin
meydana geldigi tek yer degildir. O,", peroksizomlarda 2 farkli kaynaktan meydana
gelir; ksantin oksidaz enziminin etkisiyle peroksizomal matrikste [79, 80] ve
elektron tasima zinciri (ETC) tarafindan peroksizomal membranda olusturulur [81].
Peroksizomlar sinyal molekiillerinin 6nemli bir kaynag: olarak diisiiniilebilir ¢iinki
bu organel igerindeki bir¢ok antioksidanin varligindan dolayr O, ve H,0; ‘yi hizla
tiretme ve ortadan kaldirma kapasitesine sahiptir. Son olarak, O, ksantin
dehidrogenaz ve aldehit oksidaz enzimlerinin faliyetiyle sitozolde meydana getirilir
[82, 83]. Bir¢ok ¢alismaya gore dogal ya da yapay yolla artan O, iiretimi senesensi
uyarir [84, 85]; ancak, bu uyarilmaya sebep olan 6zel sinyal roliiniin ne oldugunu
belirlemek son derece zordur. Ciinkii uyarilma bircok durumda diger ROT’larin
tiretimine de dayanir ve O,~ H20,’ye hizla doniisiir. Bu nedenlerden dolay1 senesensi
hangi sinyalin uyardigini belirlemek zorlasmaktadir. ROT’larin fazla miktarda
meydana gelmesi Onemli hiicresel bilesenlerde oksidatif modifikasyonlardan
kaynaklanan hiicrelerin zarar gérmesine yol agabilir, ve sonunda bitki hiicresinin
6liimiine yol acabilir [86]. Veri analizleriyle abiyotik stres cevaplarinda gérev alan
ve ifadeleri gii¢lii bir sekilde artan genler arasinda, WRKY6’in daha 6nce senesens
stirecinde ve savunmayla iligkili siireclerde gorev aldigi gosterilmistir [87]. Barley’de
gelisme siiresince siiperoksit radikalinin arttig1 gozlenmistir, ve senesensin
baslangicindan sonra en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmiistiir. Bundan sonra,

siiperoksit radikalinin iiretimi senesens siirecinin sonuna dogru gerilemeye
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baslamistir. Buna, ayn1 periyot siiresince membran akiskanligindaki artig eslik eder
[88], bu ROT iiretimindeki artis1 kolaylastiran bir faktor de olabilir. Bezelyede
(Pisum sativum L.) kadmiyum stresinden dolay1 siiperoksit radikalinin arttigi
gozlemlenmistir [89]. Kadmiyum (Cd)’ye maruz kalmak oksidatif strese neden
olmustur ve bunun sonucunda antioksidan savunmada bozulma ve NO seviyesinde
azalma gorilmiistir. Bakla koklerinde NO’nun kadmiyumun zararli etkisini
azaltabilecegi gosterilmistir [90] ve bu baklanin siiperoksit radikali yiiziinden
oksidatif hasar gérmesini 6nlemek icin NO’nun siiperoksit radikaliyle reaksiyona
girerek antioksidan bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir [91]. Bu yolla
stiperoksit radikali bitkilerin abiyotik strese karsi olusturduklari tepkilere katkida

bulunabilir.

Stres sonucu bitki hiicrelerinde olusan siiperoksit radikalleri SOD enziminin
katildig1 reaksiyonla H,O,’ ye doniistiiriiliir [92, 93] (2.1). SOD antioksidatif stres
savunma mekanizmasinin anahtar enzimidir ve O~ serbest radikalini O, ve H,0;’ ye
donistiirdiigiinden O,” ve HO,’nin hiicre igerisindeki derisimlerini dogrudan
belirler. SOD enzimi; bakir-¢inko (Cu/Zn SOD), demir (Fe SOD) ve manganez (Mn

SOD) igeren izoenzimler olarak metal kofaktorlerine gore siniflandirilirlar [93].

SOD
20, + 2H" —> 2 H,0,+ O, (2.1)

2.2.2 Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit bitkilerde stres kosullar1 altinda farkli fizyolojik
stireglerde gorev alan bir sinyal molekiilii olarak énemli roller oynar [94]. Bunlar
senesens siirecinin diizenlenmesi [95], patojen saldirilarina karsi korunma [96],
diisiik 151k altinda stres yogunlugunun azaltilmasi [97], ve kuraklik stresinin
azaltilmasidir [98], ve bu siireglerde yiizlerce genin ifadesini etkilenebilir [99].
Hidrojen peroksit bitkilerde iki olast yolakla meydana gelir: SOD enziminin

katalizlemesiyle stiperoksit radikalinin degismesi [100], ve amino, oksala oksidazlar
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gibi oksidazlar yoluyla [101]. Hidrojen peroksit diizeyi hassas ayarli bir ag gibi
enzimatik yolla ve antioksidanlar tarafindan kontrol altinda tutulur ve asir
miktardaki birikimi Onlenir [102]. Bitki hiicrelerinde hidrojen peroksitin tiretilmesi
ve yok edilmesi (siipiiriilmesi) 2.2°de Ozetlenmistir. Hiicre igerisinde SOD’lar ve
farkli hidrojen peroksit siipiiren enzimler arasindaki dengenin kararlt haldeki
hidrojen peroksit diizeyinin belirlenmesinde 6nemli oldugu diistiniilmektedir [103].
Diger ROT’larla karsilastirildiginda hidrojen peroksit en stabil ve en az reaktif olan
ROT tur, ve membranlar1 kolayca gegebilir [104], bu 6zellikleri hidrojen peroksiti iyi
bir sinyal molekiilii yapar. Hidrojen peroksit bitkilerde degisken roller oynar; cesitli
biyotik ve abiyotik streslerin diizenlenmesi [104] ve yiiksek konsantrasyonlarda,
hiicre degredasyonuna katkida bulundugu zaman [105, 106] hiicre 6limii ve
senesensin son agsamalari sirasinda onemli rollere sahiptir. Hidrojen peroksitin ikili
rolii son caligmalarda dogrulanmistir, 600 pM hidrojen peroksit uygulanmasi
Oriental x Trumpet hibrit lily “Manissa,” ‘nin vazo Omriini uzatirken
konsantrasyonun 800 ile 1200 pM arasinda olmas1 negatif etkilere yol agmaktadir
[107]. Hidrojen peroksitin etkilerinin uygulanan doza bagli oldugunu gosteren daha
fazla kanit saha kosullarinda mum elmalarina farkli konsantrasyonlarda uygulanan
hidrojen peroksit ile gosterilmistir [108]. Mum elmalarina haftada bir kez 5 ile 20
mM konsantrasyonlarinda uygulanan hidrojen peroksit uygulanmasi kontrol ve 50
mM en yiiksek doz hidrojen peroksit uygulanan bitki ile karsilastirildiginda daha

kaliteli ve verimli meyve biiyiimesi ve tiretimi elde edilmistir.

Hidrojen peroksit senesens siirecinde dnemli rol oynar, farkli bitki tiirlerinde
karmasik diizenleyici agin bir pargasi olarak senesensi tesvik etmek i¢in bir sinyal

olarak kullanilabildigi gosterilmistir [109].

Bitkilerde cigeklenme basladiginda hidrojen peroksitin arttig1r goriilmistiir,
bu ayn1 zamanda azalan askorbat peroksidaz ifadesiyle de desteklenebilir [105].
Hidrojen peroksit transkripsiyon faktorleri ve senesensle ilgili genlerin ifade
olmalarini uyarabilir. Aslinda, hidrojen peroksit uygulanmasiyla tuzla tetiklenen 36

genden 14 tane senesensle iligkili gen ve 15 tane senesensle iligkili NAC genlerinin
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degisen ifadeleri ifade analizleriyle gosterilmistir [110], Bu hidrojen peroksit
uygulanmasiyla uyarilan ORS1 [111], JUB1 [112] ve ATAF1 [113] gibi NAC
transkripsiyon faktorleriyle yapilan caligmalarla ortaya koyulup desteklenmistir,
buna gore NAC transkripsiyon faktorlerinin senesensin ilerlemesinde 6nemli etkileri
oldugu goriilmiistir. ORS1 ‘in asir1 ifade olmasi senesensle iligkili genlerin
ifadelerini tetikler ve transgenik bitkilerde senesensi hizlandirir, ancak ifadesinin
azalmasi senesensi geciktirir. ORS1 ‘e zit olarak JUB1’in asir1 artan ifadesi senesensi
giclii bir sekilde geciktirir, JUBI’in ifadesinin artmasi hiicre igindeki hidrojen
peroksit seviyesini baskilayarak ¢esitli abiyotik streslere karsi tolerans saglar.
ATAF1’in ifadesinin artmasi senesensi tesvik eden transkripsiyon faktorii ORE1’
aktive ederek ve kloroplastin onarimiyla ilgili olan GLK1 transkripsiyon faktoriinii
baskilayarak senesensin ilerlemesini tesvik eder. Son ¢alismalarda barley bitkisinde
senesens ve gelisme siiresince hidrojen peroksit iiretimi aragtirilmigtir. Sonuglara
gore Barley bitkisinin gelismesinin artmastyla hidrojen peroksit iiretimi de artmustir,
senesensin uyarilmasindan sonra hidrojen peroksit iiretimi daha da hizlanmistir ve
senesens siirecinin sonunda en yiiksek seviyesine ulagsmustir [105]. Arastirmalar
gostermistir ki yaprak senesensi siiresince hidrojen peroksitin iki 6nemli rolii vardir:
bunlar; senesensin uyarilmasinda bir sinyal molekiilii olmasi ve senesensin daha

sonraki agamalarinda molekiillerin pargalanmasinda rol almasidir.

Yapilan bircok caligmaya gore hidrojen peroksit bitki gelisimi i¢in dnemli
olan ve senesens siirecinde etkili olan absisik asit (ABA) ve etilen gibi diger sinyal

molekiilleriyle etkilesim igindedir [114].

Farkli abiyotik ve biyotik streslere karsi tolerans kazanmada hidrojen
peroksitin 6nemli rollerini gdsteren bir¢ok ¢alisma vardir [115, 116]. Son
zamanlarda, hidrojen peroksit uygulanmasiyla antioksidan enzimlerin aktiviteleriyle
yiiksek sicaklik ve diisiik 151k ile uyarilan oksidatif strese karsi koruma saglandigi
gosterilmigtir. Cucumis sativus cv Lvfeng bitkisinde disaridan hidrojen peroksit
uygulanmasi fidanlarda yiiksek sicakliga karsi toleransi uyarabilir [116]. Salatalik

yapraklarina sicaklik stresi altinda hidrojen peroksit uygulanmasiyla antioksidan
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enzim aktiviteleri artar, lipit peroksidasyonu diiser, ve boylece kloroplastlar yiliksek
1s1 stresinden korunur. Benzer sekilde, hidrojen peroksitin digtan uygulanmasi diisiik
1sikla uyarilan oksidatif strese karsi yararli etkiye sahip olabilir [97]. Diisiik 151k
oksidatif stresi uyarir [117], boylece ROT ’lar1 artirir ve lipit peroksidasyonuna neden
olur. Salatalik yapraklarina digsaridan hidrojen peroksit uygulanmasi siiperoksit
radikali seviyesinin azalmasina neden olur ve malondealdehit antioksidan enzimlerle
birlikte lipit peroksidasyonu azaltilarak diisiik 151k stresinin etkisi azaltilir. Hidrojen
peroksit uygulanmasi soya yapraklarinda strese tepki genlerinin ifadelerini artirarak
kuraklik stresine karsi toleransi artirabilir [98]. Hidrojen peroksitin disaridan
uygulanmasi bitkide kuraklik stresine karsi tolerasyonunda rol oynadigi bilinen
oligosakkaritlerin biyosentezinde gorev alan anahtar enzimlerin mRNA seviyelerinde
artisa neden olmustur. Soya bitkisinde kuraklik stresinden ka¢inmak i¢in yapragin
solmasin1 geciktirip yapragin su igeriginin korunmasmi saglamistir. Hidrojen
peroksit ayrica patojenlere karsi korunmada da bitkiye katki saglar [118]. Enfekte
olan kumkat yapraklar1 yiiksek miktarda hidrojen peroksit biriktirir, bu askorbat
peroksidaz aktivitesinin bastirilmasi1 ve sonra katalaz aktivitesinin bastirilmasiyla
tesvik edilir, askorbat peroksidaz ve katalazin her ikisi de hidrojen peroksitin diigiik

seviyelerinde tutulmasini saglar.

KAT, SOD’un katalizledigi reaksiyon sonucunda olusan ve kuvvetli bir
antioksidan olan H,O,’nin hiicrede birikimini 6nleyen etkili bir enzimdir [119] (2.2).
Katalaz enzimi H,0,’yi su ve molekiiler oksijene doniistiirmektedir. Bu enzimin,

substrata ilgisi diisiik olmasina karsin yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir.

KAT

2 H,0,— 0, ,2H,0 (2.2)

H202’nin  yikilmasinda  alternatif diger bir yol ise peroksidazlarin
aktivasyonu ile gerceklestirilmekte ve HoO,’ nin suya indirgenmesini saglamaktadir

[120]. Askorbat peroksidaz (AP), askorbat-glutatyon dongiisiinde hidrojen peroksiti
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suya indirgemekle gorevlidir. Bu sirada askorbat, monodehidroaskorbat rediiktaz

(MDHAR) tarafindan monodehidroaskorbata (MDHA) okside olur (2,3).

AP

AsA+2H,0, ™ MDHA + 2H,0 (2.3)

Bununla birlikte MDHA’in iki molekiilii enzimatik olmayan yol ile
MDHA’ya ve dehidroaskorbata (DHA) oransiz olarak dontstiiriilir. DHA,
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz (GR) tarafindan askorbata
(AsA) indirgenir. Bu reaksiyondan sonra ise rediikte glutatyon (GSH), DHAr’in
etkisi ile okside glutatyona (GSSG) doniisiir ve GSSG, GR tarafindan GSH’ye geri
indirgenir [121, 122].

2.2.3 Singlet Oksijen

Singlet oksijen ¢ok yliksek diizeyde reaktiftir, uyarilmis durumda molekiiler
oksijenin yiiksek diizeydeki reaktif formudur oksijen ve klorofilin triplet hali
arasindaki bir tepkime ile olusturulabilir [123]. Hidrojen peroksit ve siiperoksit
radikalinin olusumundan farkli olarak, singlet oksijenin olusumunda oksijene bir
elektron taginmasi eslik etmemistir. Bunun yerine, paylasilmamis elektronlardan
birisi daha yiiksek enerjili bir yoriingeye ¢ikmasi igin tesvik edilmistir [124]. Singlet
oksijen ayrica farkli abiyotik stresler altinda [125, 126] ve senesens siiresince de
olusturulur [127]. Diger ROT’lara benzer olarak singlet oksijen de ikili etkiye
sahiptir. Bir oksitleyici ajan olarak ¢esitli biyolojik molekiillerle reaksiyona girebilir,
zarara sebep olup buna baglh olarak hiicre 6liimiine sebep olabilir [128]. Ayrica,
farkli genlerin ifadelerinin aktive edilmesinde sinyal gorevi de olabilir [129, 130].
Yiiksek reaktivite ve saf su igindeki yar1 Omriiniin 3,1 ile 3,9 ps gibi kisa olmasi
[131], sonucu olarak singlet oksijen ¢ogunlukla yakin gevresindeki molekiillerle
etkilesime girebilecek niteliktedir ve bu 6zelligi bir sinyal molekiilii olarak rol

oynamasint miimkiin kilar.
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Singlet oksijen bir toksin olarak hareket etmekten ziyade birgok stres tepki
yolunu aktive eden bir sinyal molekiilii olarak hareket eder [128]. Son zamanlarda,
singlet oksijenin  Arabidopsis bitkisinde p-siklositralin etkilemesi yoluyla
fotooksidatif strese toleransin artmasindan sorumlu olabilecegi rapor edilmistir [132].
Singlet oksijenin fotooksidatif strese karsi uyum siirecinde gorev aldigina dair
Arabidopsisin npqllut2 duble mutaninda bir ¢alisma yapilmistir [125]. Yiiksek 151k
uygulamasini takiben, singlet oksijen birikimi olur ve kloroplast proteinlerini
kodlayan bir grup genin ifadeleri degisir, bu genler kloroplastin bileseninde ve
fonksiyonunda onemli degisimler olmasina yol acar. Yiiksek 11k uygulanmasinda
stiperoksit radikali tarafindan spesifik transkriptlerin ifadeleri nemli derecede artar,
bu da singlet oksijenin yiiksek 1s18a kars1 savunmanin baslamasinda énemli rolleri

oldugunu gostermektedir.

Senesense gelince, singlet oksijenin sinyalizasyonu iizerindeki bilgiler bu
konuda yapilan arastirmalarin az olmasindan dolayr kisithidir. Genel olarak
ROT’larin meydana gelmesi senesens siiresince artar [133, 134]. Ancak, singlet
oksijendeki artig diger ROT’larla ayni anda oldugundan bu singlet oksijenin izole
edilip rolliniin 6grenilmesini zorlastirmaktadir. Bir rapora gore, adacay: bitkisinde
senesensle iliskili oksidatif stresin ana sebebi singlet oksijendir [135]. Bununla
birlikte, kuraklik stresi altindaki bitkilerde B-karoten ve a-tokaferolun gii¢lii sekilde
bozuldugu gozlenmistir, bu da singlet oksijenin iiretiminin artmis oldugunu
gostermektedir. Buna ek olarak, son ¢alismalarda, dogal olarak yaslanan bitkilerde
singlet oksijen devamli olarak diisiik seviyede iiretilirken, erken asamalarda hormon
tedavisi uygulanan arpalarda singlet oksijenin toplu iiretimi 6l¢iildiigiinde ilk 6nce
arttig1 ancak daha sonra azaldigi goriilmiistiir [127]. Son calismalara gore, arpa
yapraklarinda gelisme ve senesens siiresince devamli olarak diisiik miktarda singlet
oksijen tiretimi vardir [115]. Singlet oksijenin diger bir olas1 gorevi hiicre 6limiine
neden olarak lipit peroksidasyonunun (LPO) artmasina katki saglamasi olabilir.
Senesens siiresince lipit peroksidasyonunda Onemli derecede artis oldugu
bilinmektedir [136, 137]. Son zamanlarda, Arabidopsis yaprak dokularinda uygun
bliylime kosullarinda singlet oksijenin enzimatik olmayan lipit peroksidasyonunun %

80’inden fazlasindan sorumlu oldugu rapor edilmistir [138]. Lipit peroksidasyonu
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senesensin tesvik edilmesine neden olan serbest radikallerin olusmasina yol acar
[139]. Bu artis lipit peroksidazlar ve singlet oksijen formlarinin daha fazla artmasina
neden olan lipoksigenaz aktivitelerinin artmasma yol agar [119], bu da singlet

oksijenin asir1 iiretilmesine yol acar.

Bitkilerin ROT etkilerini 6nleyebilmeleri oksidatif strese karsi énemli bir
savunma mekanizmasidir. Antioksidan sistemleri giiclii olan bitkilerin stres

kosullarina kars1 toleranslart artmaktadir [141, 142, 143].

2.3 SENESENS VE OKSIN ILE ILISKiSi

Yaprak senesensi bir oksin tlirevi olan 2,4-D ile uyarilabilir baklada 2,4-D
ile muamele edildiginde yaprak ve kok gelisimi inhibe olmaktadir. Yaprak senesensi
2,4-D ile uyarildiginda lipit peroksidasyonunun yani sira sitotoksik H,O, ve
stiperoksit Oy radikalleri artar. Katalaz aktivitesi azalmasina ragmen, peroksidaz,
SOD, monodehidroaskorbat rediiktaz, dehidroaskorbat rediiktaz ve glutatyon
rediiktaz 2,4-D ile uyarilan yaprak senesensi siiresince aktiviteleri artar. Buna ek
olarak askorbat diizeyi oksidize askorbat ve glutatyon azalir ancak oksidize glutatyon
artmistir. Artan oksidatif stres (O, ve H,0;) bakla yapraklarinda senesense neden
olmaktadir. Dahasi, 2,4-D ile uyarilan zararli ROT’larin bakla hiicrelerinde
antioksidan enzimler hiicreleri korumak igin yeterli degidir. Bitki hiicrelerinde genel
enzimatik olmayan antioksidanlar askorbat ve glutatyondur bunlar ayrica AA-GSH

dongiisiiniin bilesenleridir [144].

2,4-D uygulanmas1 POX ve SOD gibi bir¢cok antioksidan enzimi ve ayrica
MDHAR, DHAR ve GR gibi AA-GSH dongiisii enzimlerini etkiler ve aktivitelerini
artinir [145]. 2,4-D ilavesi kontrole gore POX, SOD, MDHAR, DHAR ve GR
aktivitelerini artar. Ancak, bunun karsit1 olarak KAT aktivitesi yaklasik olarak %50
azalir. AA-GSH dongiisii araciligiyla askorbat (AsA), oksidize askorbat (DHA),
azalan glutatyon (GSH ve oksidize glutatyon (GSSG) senesens siiresince H,O; ve Oy
’yi ortadan kaldiran antioksidanlardir. 2.4-D uygulanmasi1 AsA, DHA ve GSH’ta
%40, 48 ve 35’1lik onemli azalmaya neden olur buna karsin GSSG igeriginde azalma

olur [144].
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Dogal ve sentetik oksinin yiiksek konsantrasyonlari ¢esitli bitki tiirlerinde
bliyime bozukluklarina, biiyiimenin azalmasina ve klorofil kaybina sebep
olmaktadir. 500 uM 2,4-D uygulanmasi bakla fidelerinin gelisiminde yapraklarinda,
govdesinde, yaprak ayasinda ve klorofil igeriginde kontrol bitkileriyle

karsilastirildiginda azalmaya neden olmustur [144].

Bitkilere oksin uygulanmasi ACS (1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit
sentetaz) aktivitesini uyarir ve daha sonra hiicre i¢inde artan etilen ve ACC
biiylimenin azalmasi ve senesensin uyarilmasina sebep olur [145] . Grossmann vd.
[146] raporuna gore 2,4-D ilavesi ile birlikte ABA ilavesi ve etilen ilavesi H,0O;
miktarin1 artirir ve doku hasar1 ile birlikte hiicre Sliimiine sebep olur. 2,4-D
uygulanmas1t ACS aktivitesi ve lipit peroksidasyonu artirir ayrica ROT’larin ortaya
cikmasiyla oksidatif hasar da artar tim bunlar baklada yaprak senesensinin
bagladigmin isaretidir. Oksinler ACS sentezini uyarir ve spesifik ACS genlerinin

ifadesini artirir [ 143].

H,O, ve Oy hiicresel sinyal siirecinde ikincil habercidir. yaprak
senesensinde bir¢ok gen ve proteinin ifade olmasini uyarirlar bunun yani sira hem de
temel ROT dongiisiinii olustururlar. 2,4-D ile muamele edilen bakla yapraklarinda
ROT metabolizmasindaki  degisiklikler lipit peroksidasyonu ve klorofil
degredasyonundan sorumlu olabilir. Bir¢ok arastirmaci tarafindan bitkilerde oksin ve

ROT metabolizmasi arasindaki iligki rapor edilmistir [147].

Aktivitesi artan SOD, POX ve GR 2,4-D ile uyarilan yaprak senesensi
stiresince Oz've HyO2’nin ortadan kaldirilmasinda rol oynar. Artan SOD, POX ve
GR aktivitelerine ragmen yaprak senesensi siliresince KAT aktivitesi diisiik
olmaktadir ve bakla hiicrelerinde antioksidan sistem 6nemli derecede aktive olmasina
ragmen artan H,O; ve O, ’ye kars1 korunmada yetersiz olmaktadir. 2,4-D ile uyarilan
yaprak senesensi siiresince KAT aktivitesi azalir ¢linkii KAT, H,O; radikaline karsi

hassastir ve senesens siiresince H,O; artar. KAT genellikle yesil yapraklarda hiicre
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icinde peroksizomun igerisinde bulunur. Senesensle uyarilan H,0; hiicresel sinyal

iletim yolaginda da gorev alabilir [144].

AA-GSH dongiisii bitki hiicrelerinde H,O;’nin ortadan kaldirilmasi i¢in en
onemli antioksidan sistemdir. Stres kosullarinda diger antioksidan enzimlerin
aktiviteleri ile birlikte MDHAR ve DHAR aktiviteleri de artar. Benzer sekilde,
MDHAR ve DHAR bezelye, salatalik ve misirda yapraklarda oksidatif hasar arttik¢a
artar. 2,4-D enzimatik olmayan AsA, DHA, GSH Ve GSSG birikiminde 6nemli
derecede azalmaya neden olur [144].

GSH biyosentezi 2,4-D ile uyarilan yaprak senesensi siiresince artar.
Oksinle uyarilan yaprak senesensi bitkiler i¢in oldiirticiidiir. AgNO3; ve AgNPs ile
2,4-D birlikte uygulandiginda bu o6ldiiriiciilik baskilanir ayn1 zamanda nDNA
degredasyonu ve DNase aktivitesi de baskilanir [144].

2,4-D ile senesense ugramasi i¢in uyarilan bitkilerde antioksidatif
mekanizmanin yani sira AA-GSH dongii sistemi de bitkinin 2,4-D’ye kars1 savunma
sistemine katkida bulunur. 2,4-D ile uyarilan degisimler, hiicresel ve antioksidatif
enzimler, AA-GSH dongiisi ve nDNA degredasyonunun c¢alisilmast ve

degerlendirilmesi oksinle uyarilan yaprak senesensinin anlagilmasini saglar [144].

2.4 SENESENS ILE GUMUS IYONLARININ [LISKiSi

Ag® iyonlar1 AgNO;z ve giimiis nanopartikiilleri (AgNPs) formunda
uygulandiginda baklada senesens inhibe olmaktadir. Ag" iyonlar1 normalde etilenin
baglandig1 bolgeye baglanarak, bitki dokularinda etilenin etkisinin inhibe olmasina
neden olur [128, 148]. 2,4-D ile uyarilan yapraklarda AgNPs ilave edildiginde
AgNO3 ile karsilastirildiginda, senesens daha fazla inhibe olur. Ikisi arasindaki bu
farklilik nanomateryallerde daha iyi iyon salimindan dolay: olabilir. Ayrica, AgNPs
2,4-D ile uyarilan yaprak senesensinde AgNO3 ile karsilastirildiginda artan katalitik

Ozellikleri yiiziinden senesensin inhibe edilmesinde daha etkilidir. Hiicreler ile
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AgNPs’lerin etkilesimi yapraklarda yeni ve biiyiik porlarin olusmasini uyarabilir.
Sonug olarak iletim dokulari vs. tarafindan alinan ve hiicre duvarindan hiicre igine
gecen AgNPs’ler artar. AgNOs’teki Ag® iyonlar1 enzimlerle kompleks olusturur
ancak AgNPs’ler olusturmaz. Bu sebeple hiicre duvarimi daha kolay gecerler ve
AgNO3z’e gore daha etkilidirler. Yani AgNPs’ler enzimler ile kompleks
olusturmadiklari i¢in daha kolaylikla hiicreye tasinabilirler [148].

Giimiis nitrat [149], ve glimiis thiosiilfat [150] gibi etilen inhibitdrlerinin

eklenmesi, silirgiin olusumunu ve yaslanmay1 geciktirerek artirmistir.

2.5. SENESENSLE ILISKILI GENLER (SAG)

Senesens programlanmis bir siiregtir ve son asamasinda niikleik asitler,
proteinler, karbonhidratlar, lipit ve membranlar kisacasi programlanmis hiicre
Oliimiinii temsil eden tiim elemanlar degrede olur [131, 151]. Tiim bu olaylar, farkl
asamalarda yonetilen ¢evresel, gen transkripsiyon ve translasyonunda meydana gelen
onemli degigsmelerle olusan hormonal sinyallerle kontrol edilen metabolik
degisimlerle yonetilirler. PCR temelli hibridizasyon, mikrodizin teknolojisi ve EST
analizleriyle bir ¢ok gen ile ifadesi artan ve azalan genler Narcissus [152],
Alstroemeria [154], Iris [155], Rosa[135, 156] ve Mirabilis jalapa [136, 157]’te
tanimlanmustir. SAG (Senesensle 1liskili Gen)’ler makromolekiil yikilmasi, ROT
detoksifikasyonu, etilen biyosentezi, besinlerin geri doniisiimii ve tekrar kullanilmasi
gibi ¢esitli fonksiyonlarda kullanilan proteinleri kodlarlar. SAG’lar lipid
metabolizmasindaki (glutatyon- S- transferaz, allen oksit sentetaz, a¢il CoA oksidaz,
zincir i¢indeki yagl asit hidroksilaz ve yagl asit elongaz) enzimleri; hiicre duvari
pargalanmasinda rol oynayan hidroksilazlar (beta-glukosidaz, beta-galaktosidaz,
pektin asetilesteraz) enzimleri, membran donilisiimii ve biyosentezinde rol aldig
varsayilan karboksi PEP mutaz ile etilen biyosentezinden sorumlu enzimler
(Sadenosilmetionin sentetaz, 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) ve 1-
aminosiklopropan-1-karboksilik asit oksidaz) gibi enzimleri kodlarlar [158, 159].
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2.6 ANTIOKSIDAN GENLER

Antioksidan ya da ROT susturucu genler bitki biiyiimesi, strese karsi olusan
cevaplar ve organ senesensi gibi bitki gelisiminin farkli asamalarinda ROT
seviyesinin kontrol edilmesinde onemli rollere sahiptir. Yaslanan yapraklarda ve
petallerde reaktif oksijen tiirlerinin seviyesindeki artisla birlikte, ROT’lara karsi
korunmada gorev alan genler farkli sekilde diizenlenir. Transkriptom g¢aligsmalarina
gore Arabidopsis mutantlarinin yapraklarinda 6rnegin immutans (im)(¢ok renkli
mutant) [160], goriilmistiir ki oksidatif strese kars1t Cu-ZnSOD’lar, FeSOD, KAT1,
ferritinl, POD’lar, glutatyon peroksidaz (GPX2/GPX7), stromal APX, GR ve
alternatif oksidaz (AOX) genlerinin ifadeleri artarken, FeSOD1, KAT3, tilakoit APX
ve DHAR genlerinin ifadeleri azalmistir [161].

27 REAL TIME PCR (RT-PCR) (ES ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU)

Real Time PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak
gozlenmesine olanak saglayan ve temeli PCR teknolojisine dayanan analiz
teknolojisidir. Bu teknolojide ortamdaki DNA sarmalina baglanan ve floresan 1s1ma
yapan 6zel boyalar (SYBR Green, SYTO9 gibi) kullanilarak, sinyal olusturan prob
dizileri yardimu ile ortamdaki amplifikasyon miktari tespit edilebilmektedir. Her PCR
dongiisii  sonrasinda, ortamda olusan cift zincirli iiriinlin bu sayede miktar
belirlenebilmekte ve kantitatif analizleri yapilabilmektedir [162, 163]. Real Time
PCR; ¢ok sayida o6rnegin ayn1 zamanda analizine olanak saglamasi, amplifikasyonun
erken evrelerde saptanabilmesi, agaroz jele gerek duyulmamasi ve agaroz jelde
rezoliisyondan dolay1 ayirt edilemeyen ifade farkliliklarinin rahatlikla saptanabilmesi

gibi ¢ok sayida avantajlara sahip bir yontemdir.

RT PCR reaksiyonlart; exponensiyal faz (ylikselme fazi), linear faz (yliksek
farklilik) ve plato faz (sonlanma noktasi) olmak iizere 3 temel basamaktan
olusmaktadir (Sekil 2.1). Exponensiyal fazda tiim reaksiyon igerikleri ortamda yeterli

miktarda bulundugundan etkinlik %100 olup, bu nedenle PCR {iriin miktar1 her

21



Oktem, M. 2015. Bugday (Triticum aestivum L.) Bitkilerinde Uyarilmis Senesens Siirecinin Ag"
Iyonlari Ile Kontrolii, Yiikslek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

donglide iki katina ¢ikmaktadir. Linear fazda ise yavas yavas reaksiyon
komponentleri azalmaya baglar bu nedenle PCR f{irlinlerinin olusumunda azalma

gozlemlenmektedir. Plateu fazda ise PCR {iriin olusumu tamamen sonlanmaktadir

[164].

SRn
P 0oo.0on — zonlanma noktas
L] 1
f"_‘_'-k\_\_\']
arnek
1,000,000 —
yikzelme fazl
Threshold
1}
Template yok
I I
0 20 40
e PCR déngl sayis

Sekil 2.1. Es zamanli PCR reaksiyon basamaklar1 [164]

2.7.1. Real Time PCR Ddéngili Asamalari

Real Time PCR’da; hibridizasyon problar, hidroliz problar ve SYBR green
olmak tizere 3 cesit prob (floresan 1s1mada gorevli) kullanilmaktadir. Bunlardan
hibridizasyon problarinin, 3’ ucu (530 dalga boyu) floresan isaretli olup, 5° ucunda
(640 dalga boyu) ise baska bir prob baglidir. 3’ucu normalde aldig1 enerjiyi geri
salmaktadir. Reaksiyon sirasinda bu iki prob bir araya gelince (maksimum iki baz
uzaklikta) 3° ucundaki probun saldig1 enerjiyi 5’ ucundaki prop alir ve 640 dalga
boyunda 1s1ma  (FRET-floresans rezonans enerji transferi) gerceklesmektedir.
Hidroliz problart ise dizi spesifik problardir. Ortamda Quenter (sondiiriicii) ve
reporter (haberci) olmak {izere iki prob bulunmaktadir [164]. Hibridizasyon
proplarindan farkli olarak 1simanin gerceklesmesi i¢in bu iki probun bir arada
olmamas1 gerekmektedir. Reaksiyon sirasinda uzama baglayip Quenter (sondiiriicii)

parcalandigi zaman reporter (haberci) prob 1simasi yaparak analize olanak
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saglamaktadir. SYBER green ise diziye spesifik olmayip, ortamda c¢ift zincir

DNA’nin mindr grovene baglanarak isima gerceklestirmektedir [164].

Real Time PCR analizlerinde temel parametre esik dongii degeri (threshold
cycle = Ct)’ dir. Bu deger gerceklesen amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan
isiniminin esik ¢izgisini kestigi noktadir. Bagka bir ifade ile esik dongli degeri
reaksiyonda ilk anlamli artisin gergeklestigi noktayi (ylikselme fazina ilk gegis)
belirtmektedir. Baslangigtaki hedef DNA miktari ne kadar fazla ise ilk anlamli artis o
kadar erken olacaktir. PCR iiriinleri yiikselme fazina 0 kadar erken girecektir [166].
Boylece Real time PCR sirasinda farkli 6rneklerde olusan tiriin miktar1 Ct degerleri
ile karsilastirilabilmektedir [167]. Ayrica analizler sirasinda standart tanimlama
calismasinda kullanilacak kontrol d6rneklerine ihtiya¢ vardir. Kontrol gruplarindan
ifadesi olan bir ornek, seri dilisyonlar1 yapilarak, standart olarak
tanimlanabilmektedir. Burada onemli olan standartlar arasindaki kalip oraninin
tekrarlanabilir ve Olgiilebilir olmasidir. Bu tip g¢aligmalara goreceli kantitasyon
(relative quantitation) adi verilmektedir [166].  Yapilan standart diliisyonlar
varsayilan konsantrasyon miktarlar1 igcermektedir. Bu nedenle bu standartlar
kullanilarak konsantrasyonlara karsilik gelen diliisyonlarin Ct degerleri belirlenerek,
kantitasyon i¢in gerekli olan regresyon egrisi ¢izilmektedir. Bu egri standart egri
olarak da ifade edilmektedir. Reaksiyonu gerceklesen orneklerin Ct degerlerinin
standart egri lizerinde Onceki yapilan diliisyonlardaki hangi konsantrasyonu temsil

ettiklerine bakilarak géreceli miktar tayini belirlenmektedir [164].

2.7.2. Real Time PCR Calismalarinda Kontrol (Housekeeping) Genleri

Real time PCR calismalarinda analiz edilen tiim 6rneklerin normalizasyonu
icin, cesitli kosullarda ifade diizeyinin degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir
referans gene ihtiyac¢ vardir [166]. Analizler sirasinda ilgilenen genin ifade diizeyi,
referans gen olarak secilen housekeeping genin ifade diizeyine oranlanir. Boylece
basta Orneklere ait RNA’lardan elde edilen ¢cDNA miktarlarinin Ornekler arasi

baslangi¢ farkliliklar1 ve deney asamalarinda meydana gelen farkliliklar normalize
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edilmektedir. Real time PCR c¢alismalarinda segilecek housekeeping genin ifade

diizeyinin degisim gostermemesi analizin dogrulugunu yiikseltmektedir.

2.7.3. Real Time PCR Calismalarinda Erime Egrisi (Melting Curve)

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve
0zglin olmayan amplifikasyon iirlinlerinin tespitinde ‘erime egrisi’ (melting curve)
analizi yapilabilmektedir. Her ¢ift zincirli DNA kendine 6zgiin bir ‘erime egrisi
(Tm)’ yani ¢ift zincirli DNA’nin %50’sinin tek zincirli hale gegmesi i¢in gerekli olan
sicakliga sahiptir. Gergeklestirilen amplifikasyon sonrasit sicaklik yavas yavas
yiikseltilerek belirli araliklar ile floresans miktari tespit edilmektedir. Bu sirada ¢ift
zincirli DNA denatiire olmaya baglar ve boya (SYBR Green) serbest kaldigi igin
Olciilen floresan miktar1 da azalmaya basglamaktadir. Buradan elde edilen erime

egrisinden yararlanilarak amplifikasyonun 6zgiinliigii tespit edilmektedir [167].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Arastirmada kullanilan materyal ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.)’un
Giin-91 ¢esididir. Bu cesit soguga, kisa ve kurakhiga dayanikhidir, i¢ Anadolu ve
Gegit Bolgeleri ile benzeri yorelerin yar1 taban ve taban alanlari ile 6zellikle yiiksek
alanlarina yetistirilmesi tavsiye edilir. Bugday tohumlar1 Ankara Yenimahalle Tarla
Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisiinden temin edilmistir. Tiirkiye’de ve diinyada
en cok yetistirilen ekonomik Onemi olan tarim {iriinlerinden biri oldugu icin
calismada bugday tercih edilmistir. Kurakliga dayanikli Giin-91 ¢esidi ise
bulundugumuz bdlgenin iklimsel ve cografik 6zelliklerine uygun bir ¢esit olmasi

bakimindan se¢ilmistir.

Bugday (Triticum aestivum L. Giin-91) tohumlar: petri kutusunda 1slatilmig
filtre kagidinda c¢imlendirildikten sonra icinde 2 Kg toprak/torf/glibre (2/1/1
oraninda) karisimi bulunan saksilara aktarilmistir. Bitkiler iklim odasinda ve
kontrollii sartlar altinda; 16/8 giin/gece 1s1k periyodu, 26+2°C giin ve 18+£2°C gece
sicakliginda, 480 pmol m?s™ 11k siddeti, % 65+5 bagil nem ortaminda yetistirildi.
Fideler ii¢ hafta biiyiitiildiikten sonra, her birinde 25 adet fide bulunan, 40 adet saks1
beserli sekiz gruba ayrildi. Bu gruplara asagidaki uygulamalar gerceklestirildi.

1. Grup: 5 adet saksi kontrol grubu olarak 14 giin boyunca her giin diizenli
olarak su verilmis, ayrica yapraklara 100 ml saf su piiskiirtiilerek aydinlikta
bekletilmistir.

2. Grup: 5 adet saks1 14 giin boyunca her giin 200 ppm’lik 100 ml AgNOs3;
piiskiirtiilerek aydinlikta bekletilmistir.

3. Grup: 5 adet saks1 hi¢bir uygulama yapilmadan 14 giin boyunca karanlikta
bekletilmistir.

4. Grup: 5 adet saks1 giin agir1 200 ppm 100 ml AgNOs3 piiskiirtiilerek karanlikta
bekletilmistir.

5. Grup: 5 adet saks1 giin asir1 50 ppm 100 ml indol-3 asetik asit (IAA)
puskiirtiilerek aydinlikta bekletilmistir.

6. Grup: 5 adet saks1 giin asir1 50 ppm [AA diger giinlerde 200 ppm AgNOs3
uygulanip aydinlikta bekletilmistir.

25



Oktem, M. 2015. Bugday (Triticum aestivum L.) Bitkilerinde Uyarilmis Senesens Siirecinin Ag"
Iyonlart Ile Kontrolii, Yiikslek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

7. Grup: 5 adet saksi giin asir1 100 ppm 100ml TAA uygulanarak aydinlikta
bekletilmistir.

8. Grup: 5 adet saksi giin asir1 100 ppm [IAA diger giinlerde 200 ppm AgNOs3
puskiirtiilerek aydinlikta tutulmustur.

Cizelge 1. Bugday (Triticum aestivum L. cv. Giin-91) bitkilerinin yapraklarina

IAA ve AgNO3 uygulanmasi i¢in olusturulan deneme deseni.

Uygulamalar AgNO; Saks1 Sayis1 | Bitki Sayisi Grup
(200 ppm) No
Isik (kontrol) - 5) 25 1
Ag’ 5 25 2
Karanlik - 5 25 3
Ag’ 5 25 4
IAA (50 ppm) - 5 25 5
Ag’ 5 25 6
IAA (100 ppm) - 5 25 7
Ag’ 5 25 8
TOPLAM 40 200 40

Bitkiler tim uygulamalar yapildiktan sonra 14. giiniin sonunda
bekletilmeden fide boylar1 ve oransal su miktar1 (OSI) dlgiimleri yapildi. Bitki
yapraklari daha sonra analizlerde kullanilmak iizere sivi azotla dondurulduktan sonra

aliminyum folyoya sarilarak -80 OC’ta saklanmustr.
3.2. BITKI BOYU

Yeterince uzamig 5 adet fide segildikten sonra hasat edilmis ve boylari

Olciilmiistiir.
3.3. ORANSAL SU MIKTARI (OSI)
Tam hidrate olmus dokudaki suyun yiizdesi olarak orijinal 6rnekteki suyu

ifade eder. Doku 6rneginin yas agirlig1 (ya) belirlenir, 2 saat saf suda yilizer durumda

bekletilerek doyuncaya kadar su absorbe etmesine izin verilir, filtre kagidi ile yiizeyi
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kurulandiktan sonra turgorlu agirhigi olgiiliir (ta) ve 85-90 °C’lik bir etiivde
kurutulduktan sonra kuru agirlik (ka) dl¢iiliir.

OSI =100. [(ya- ka) / (ta-ka)] formiiliiyle hesaplanur.

3.4. KLOROFIL MIKTARI

Klorofil a, b ve a/b oram1 [168]’ye gore belirlenmistir. 0,2 g taze yaprak
dokusu 8 ml %80°lik aseton ilavesiyle homojenize edildi. Elde edilen ekstrakt 4°C’ta
5000 rpm’de santrifiij edildi. Sonra spektrofotometre %80’lik asetonla 750 nm’ de
stfirlandiktan sonra Ornekler 664 ve 647 nm’lik dalga boylarinda 2 tekrarl olarak

ol¢iiliir ve Klorofil a, b ve a/b oranlar1 hesaplanir.

3.5. KAROTENOIDLER

Antosiyanin tayini (B-karoten ve ksantofil) oranlari [169]’¢ gore
belirlenmigtir. 0,5 g taze yaprak dokusu 8 ml etil alkol kullanilarak homojenize
edilmistir. Daha sonra 4°C’ta 5000 rpm’de santrifiij edilmistir. Ekstrakt evaporator
balonlarina konulur, vakum agcilarak iist sivi ugurularak yogunlastirilan érnekler 1ml
kloroformda ¢oziilerek 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine almir. Ornekler hazir silika
plate’ye mikropipetle 100ul yiiklenir. Silika pleyt 30 kisim aseton, 90 kisim dietil
eter, 60 kistm n_hexan’dan olusan ¢dzelti igerisine yerlestirilir 1- 1,5 saat yiiriitiilerek
bantlar tamamen ayrnistirilir. B -karoten ve ksantofil bantlar1 ayristirilip Sml aseton
icerisine alinir ve 4°C’ta 5000 rpm’de santrifiij yapilir. Spektrofotometre 450 nm’de
asetonla sifirlandiktan sonra 450 nm’de okumalar yapilarak B-karoten ve ksantofil

miktarlart hesaplanir.

3.6. TOPLAM SUDA COZUNUR FENOLIKLER

Suda ¢oziinlir fenoliklerin miktarlar1 [170]’a gore belirlenmistir. 1g taze
yaprak dokusu 10 ml %80’lik etanol i¢erisinde homojenize edilir, 15 dakika boyunca
kaynatilir, 4°C’ta 7000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir, siipernatant evaporatorde

buharlastirilir, 6rnekler 10 ml saf su i¢inde ¢oziiliir. Bu ekstraktin 0,2 ml’lik alikotu 2
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ml su bulunan bir tiipe eklenir, tizerine 2ml %10’luk Na,COs ilave edilir, sonra 1:1
oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu’dan 0,5 ml ilave edilerek karistirilir. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrede 725 nm’deki
absorbans degerleri okunur ve klorogenik asit standart1 kullanilarak hesaplama islemi

yapilir.
3.7. TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE

Toplam antioksidan kapasite [171]’e gore belirlenmistir. 0,2 g taze bitki
dokusu %96’lik 5 ml metanol igerisinde homojenize edilir. Ekstrakt 4°C’ta 5000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. igerisinde 0,6 M H,SQ4, 28mM sodyum fosfat ve 4
mM amonyum molibdat bulunan belirte¢ ¢oOzelti hazirlanir. Ekstrakttan 300pul
belirteg ¢oOzeltiden ise 2700ul karigtirilir. Toplam antioksidan kapasitenin
karsilastirilabilmesi i¢in standart olusturmak igin 0, 20, 40, 60, 80, 100 ppm’lik
askorbik asit (C vitamini) ¢ozeltileri hazirlanir. Hazirlanan standartlardan da 300
ul’si ile 2700pl belirteg ¢ozelti karstirildiktan sonra hepsi birlikte 95°C’ta 90 dakika
isitilir sonra oda sicakliginda sogutulur. Spektrofotometre 695 nm’de kor ¢ozelti
ekstrakt yerine 300 pl metanol ilave edilen ¢ozelti) ile sifirlandiktan sonra 695
nm’de okumalar yapilir. C vitamini standardi olusturulduktan sonra toplam

antioksidan kapasite hesaplanir.

3.8. COZUNUR PROTEIN MIKTARI

Coziiniir protein miktar1, Lowry metodu ile 6l¢iildii [172]. 0,5 g taze yaprak
dokusu 5 mL %80’lik aseton ile homojenize edildi daha sonra vortekslendi. Saf
ekstrakt 4 °C’de, 10 dk, 16 000 g’de santrifiij edildi ve silipernatan Slglimler igin
kullanildi. 1 mL 6rnek 50°C°de su banyosuna alind1 ve 10 dk. bekletildi. Uzerine 0,9
mL A soliisyonu (100 mL distile suda 0,2 g sodyum-potasyum tartarat ile 10 g
NaCO3 ¢oziilmiistiir) eklendi ve 50°C’de su banyosunda 10 dk bekletildi. Bu siirenin
sonunda tiipler su banyosundan ¢ikarildi ve oda sicaklifina kadar karanlikta
sogutuldu. Uzerine 0,1 mL B soliisyonu (100 mL distile suda 0,2 g sodyum-
potasyum tartarat ile 1 g CuSO,4. 5 H,0 ¢oziilmiistiir) eklendi ve karistirildi. Daha
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sonra 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Uzerine 3 mL C Soliisyonu (Folin-
Ciocolteu’'nun 1 mL’si 15 mL distile su ile seyreltilmistir) eklenip karistirildi ve
50°C’de su banyosunda 10 dk inkiibe edildi. Tiipler su banyosundan ¢ikarilip oda
sicakligina kadar sogutuldu. Ultra saf su ile hazirlanmis kore karsi spektrofotometrik
olarak 650 nm’de spektrofotometrede dl¢iim yapildi. Orneklerdeki protein miktarlar:

Bovine Serum Albumine (BSA) ile hazirlanmis standart egriden hesaplandi.

3.9. ANTIOKSIDAN ENZIMLERIN AKTIVITESI

3.9.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Tayini

SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich [173]’¢ gore yapildi. Bunun igin 1 g
yaprak dokusu 5 mL fosfat tamponu ile homojenize edildi. Tampon 0,1 mM EDTA
ve 100 mg PVP icermektedir. Saf ekstrakt +4°C’de, 5 dk, 16 000 g’de santrifiij edildi
ve siipernatant Olgiimler i¢in kullanildi. 2,4 mL fosfat tamponu, 1 mL sodyum
karbonat, 200 pL L-Methionin, 200 pL nitro blue tetrazolium (NBT), 150 puL enzim
ve 150 pL ribofilavin eklenerek reaksiyon baslatildi. Ornekler 10 dk siireyle 25 °C
151k altinda tutuldu. Spesifik enzim aktivitesi U/mg-1 protein olarak belirlendi. Bir
birim SOD aktivitesi 560 nm’de spektrofotometrede 6l¢iilen NBT rediiksiyon hizinin
% 50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari olarak belirlendi. Bir birim (Unit), 25
°C’de 1 dk 1 pmol substrati iiriine doniistiiren enzim (SOD) miktarim
gostermektedir. Cu/Zn SOD aktivitesi icin deney aym sekilde fosfat tamponu

icerisine KCN ilavesi yapilarak gerceklestirilmistir.

3.9.2 Katalaz (KAT) Aktivite Tayini

Katalaz aktivitesi, Aebi vd. [174]’ne gore yapildi. 1 g yaprak dokusu 5 mL
potasyum fosfat tamponu (pH:7 ve 0,1 mM EDTA) ile 100 mg PVP eklenerek
homojenize edildi. Reaksiyon 2.8 mL potasyum fosfat tamponu (pH:7 EDTA
icermez), 80 uL H202 (0.5M) ve 120 pL enzim ekstraktinin karistirilmasi ile
baslatildi. Katalaz aktivitesi 240 nm’de 30 sn i¢indeki absorbansin azalmasi ile tespit

edildi ve sonuglar H,0, dk'lmg'1 protein olarak hesaplandi.
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3.10. ISTATISTIiKSEL DEGERLENDIRME

Yapilan uygulamalarin karsilastirilmasinda tekrarlanan o6lgiimlii varyans
analizi uygulandi. Isik, karanlik, IAA ve glimiis nitrat etkilesimleri anlamli oldugu
icin ileri analizler ile 1. giin ve 7. giin dl¢limleri arasindaki farklar alinarak tiirler ve
uygulamalar karsilastirildi. Uygulamalar arasindaki farklilik karsilastirilirken Anova

testi kullanilda.

3.11. GEN IFADESI ANALIZLERI

3.11.1 RNA izolasyonu

Ornekler s1v1 azotda ezilir. 2 ml lik tiipe 1 ml trizol eklenir. Uzerine 300-500
mg Ornek eklenir(Iml pipet ucu kullan). Elle tiip kuvvetli bir sekilde sallanarak
karisim saglanir, vortekslenir ve drnekler oda sicakliginda 10 dk bekletilir. Uzerine
250 pl kloroform eklenir, karistirilir. Oda sicakliginda 10 dk bekletilir. 14.000 rpm
de 4°C de 10 dk. santrifiij edilir ve iist s1v1 yeni tiipe aktarilir. Uzerine 250 ul 1.2M
NacCl, 250 pul 0.8 M Na-citrate ve 250 pl isopropanol eklenir. 10 dk. oda kosullarinda
(tercihen -20°C de 10 saat) bekletilir. 14.000 rpm de 4°C de 10 dk santrifiij edilir, iist
stvi atilir (pellet bu asamada tiip dibinde goriilmelidir). Pellet %70 EtOH ile yikanir
ve dikkatlice kurutulur. 20-50 pul DEPC muamele edilmis suda ¢6ziiliir.

3.11.2 RNA Orneklerinin Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Agaroz jelve spektrofotometrik olarak; izole edilen RNA’lar piirifikasyon
oncesi ve piirifikasyon sonrasinda %1.2°lik agaroz jele yiklenerek 1,5 saat
yiriitiilmiistlir. Ayrica kalite ve miktar tayini i¢in spektrofotometrik dl¢timleri (ND-

1000) yapilmastir.
3.11.3 qRT-PCR (Real Time) Uygulamalari

Real time PCR (RT-PCR) metotu iki asamal1 olarak gerceklestirilmistir. ilk
basamak i¢in First Strand cDNA sentez kiti (Roche) ile asagida islem basamaklari
verildigi sekilde cDNA sentezi yapilmistir.
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RNA-Primer karigiminin hazirlanmasi:

Icerik Hacim
RNA (2 pg) Degisken
Random Hekzamer Primer (50 pmol/ul) 1 ul

Su (PCR grade) Degisken
Toplam 13 pl

Termal cycler’da (Biorad marka) 65°C’de 10dk denatiire edilip hemen buza
alinan karisgima asagida verildigi sekilde hazirlanan Revers Transkripsiyon karigimi
eklenerek, belirtilen reaksiyon kosullarinda revers transkripsiyon islemi

gerceklestirilmistir.

Cizelge 2. Revers transkripsiyon karisiminin hazirlanmasi

Icerik Hacim (ul) Reaksiyon Kosullar1
Transcriptor Reverse Transkriptaz | 4

Reaksiyon tamponu (5X)

RNaz Inhibitor (40 u/pl) 0.5 25°C/10dk

DNTP karigimi (10 mM) 2 55 °C /10 dk
Transkriptor Reverse | 0.5

_ o 85°C/5dk
Transkriptaz Enzimi (20 u/ul)

Toplam 7

cDNA sentezi sonrast Nanodrop ND—-1000 spektrofotometre ile elde edilen
cDNA miktar1 6l¢iilerek miktar tayini yapilmistir. RT-PCR asamasini takip eden
ikinci asamada ise SYBR Green I (Roche) master kiti kullanilarak asagida islem

basamaklari verildigi sekilde gergeklestirilmistir.

Hedef gene ait CT/CP degerlerinin normalizasyonu igin Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) kontrol geni kullanilmistir. Validasyon igin
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secilen primerlere ve kontrol (house keeping) genine ait dizi bilgileri Cizelge 3. ’te

verilmigtir.

Cizelge 3. Real time-PCR primer dizileri (5°-3”)

Gen Geri Primer ileri Primer
Cu/ZnSOD CTTCCACCAGCATTTCCAGT | TCCTTTGACTGGCCCTAATG
GAPDH AAATGCCCTTGAGGTTTCCC | TTAGACTTGCGAAGCCAGCA

Her bir primere ait o6rnekleri iceren cDNA’lar ile SYBR Green I (Roche)
Master Kit igerikleri karisimi alete ait 384’liik pleyte yerlestirilerek 1500 rpm’ de 2
dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda Roche Light Cycler Sealing folyo ile
kaplanan plate Roche Light Cycler 480 cihazinda her bir primer i¢in optimize edilen

sicakliklar segilerek ornekler kosturulmustur.

Cizelge 4. GAPDH Primer Optimizasyon Kosullari

GAPDH primer optimizasyon kosullar1 (TM 57 °C)
cDNA 2 pl

Ileri primer (10 pmol) 1l

Geri primer (10 pmol) 1ul

Syber Green 5 ul

ddH20 1l

Toplam hacim 10 pl

32




Oktem, M. 2015. Bugday (Triticum aestivum L.) Bitkilerinde Uyarilmis Senesens Siirecinin Ag"
Iyonlari Ile Kontrolii, Yiikslek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Cizelge 5 Cu/ZnSOD Primer Optimizasyon Kosullari

Cu/ZnSOD primer optimizasyon kosullart (TM 60 °C)
cDNA 2 ul

Tleri primer (10 pmol) 1l

Geri primer (10 pmol) 1wl

Syber Green 5ul

ddH20 1pl

Toplam hacim 10 ul

Her primer icin optimize edilen kosullara gére hazirlanan karisim eklenerek
Roche Light Cycler-LC 480 cihazina protokole uygun PCR programi kosullarinda
amplifikasyon  reaksiyonlar1  gerceklestirilmistir.  Reaksiyonlar  sirasinda

housekeeping gen olarak; GAPDH geni kullanilmstir.

Real Time PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin ¢izilebilmesi
amaciyla kontrol ¢cDNA’ lardan 6 logaritmik konsantrasyon olmak {izere; 1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000 ve 1/100000 oranlarinda seri diliisyonlar hazirlanmis ve
Olgtimlerin degerlendirilmesi asamasinda Real Time PCR cihazina ait analiz
programi ile her bir primer igin ayri ayri standart egriler (en az 1 logaritmik
konsantrasyonun egri iizerinden gegen, efficiency degeri 1.7 ile 2 arasinda ve slope

degeri ise -3.3” e yakin olacak sekilde) ¢izilmistir.
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Cizelge 6. Real Time PCR Programi

Program

Program Dongiiler Analiz Modu

Pre inkiibasyon | Acquisition Mode Déngii | Hold (hh:mm:ss) Ramp Rate

None 1 00:10:00 4.8

Amplification Acquisition Mode Déngii | Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate Quantifcat
ion

95°C None 00:00:10 4.8

T™M°C None 45 00:00:10 2.5

72°C Single 00:00:05 48

Melting Acqusition Mode Cycle | Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate Melting
Curve

95°C None 00:00:30

T™M°C None 1 00:00:30

99 °C Continuoues -

Cooling Acqusition Mode Cycle | Hold(hh:mm:ss) Ramp Rate

40°C None 1 00:00:10 0.11 None

3.11.5 Verilere Ait Analizler

Real Time PCR islemi sonrasinda, 6rneklerde analiz edilen her gen igin,

uygulamalar ve kontrollere ait Orneklerin pik profilleri belirlenmistir.
(Cycle Threshold) degerleri
PCR

profillerinden yararlanarak Ct

Orneklere

Real

Time

sonuglarina

edilen

Pik

olusturulmustur.

Ct

gore elde
2-AACT

ifade

Cu/Zn-SOD genlerinin ifade seviyelerine iliskin bu

degerleri kullanilarak metoduna gore relatif
degerleri hesaplanmustir.
sonuglar 2T metoduyla [175], GAPDH genine gore normalize edilerek elde
edilmistir. Relatif ifade seviyesindeki degisiklikler, uygulama i¢in 3 tekrara ait ddCt
degerleri ile bu tekrarlara ait kontrol ddCt degerlerine gore tek yonlii ANOVA testine

gore istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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3.12. DiZi (SEKANS) ANALIZI
3.12.1 Real- Time Primerleri ile Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Cizelge 7°deki primerler kullanilarak gen bdlgeleri PCR ile gogaltilmistir.
PCR protokolii asagidaki gibidir;

e Baslangig¢ denatiirasyonu 95 °C’de 1-3 dk

e Denatiirasyon 94-95 °C’de 0,5-2 dk

e Primer baglanma sicakligim1 hesaplamak icin Once erime sicaklig
hesaplanmistir. Bu sicaklik degeri primerde yer alan niikleotid sayisi
kullanilarak 4 (G+C)+2 (A+T) °C formiiliinden hesaplanarak bulunmustur.
Baglanma degeri olarak en diisiik erime sicakligindan 5 °C diisiik olan
sicaklik kullanilmigtir. Baglanma igin 40°C-65 °C arasinda bir sicaklikta 0,5-
2 dk arasinda tutulmustur.

e Uzatma sicaklig1 70-75 °C arasinda 1-3 dk

e Son uzatma sicakligr 72 °C’de 5-15 dk 25-40 arasinda dongii yapilmistir.

En iyi sonu¢ veren PCR programi baz alinarak, primerlerle PCR reaksiyonu

gerceklestirilmistir.

Cizelge 7. Real time-PCR primer dizileri (5°-3”)

Gen Geri Primer ileri Primer
Cu/ZnSOD CTTCCACCAGCATTTCCAGT TCCTTTGACTGGCCCTAATG
GAPDH AAATGCCCTTGAGGTTTCCC TTAGACTTGCGAAGCCAGCA

3.12.2. PCR firiinlerinin jelde goriintiilenmesi

Elde edilen PCR firiinleri, %1,2 agaroz jel kullanilarak 100V’da yaklasik 1

saat kosturularak, jeldeki bantlar goriintiilleme sistemi yardimiyla goriintiilenmistir.
3.12.3. PCR Uriinlerinin Saflastiriimas1

PCR yoluyla ilgili bolgenin ¢ogaltilmasindan sonra istenilen biiyiikliikte

olan bantlar secilerek jelden kesilmistir ve saflastirilmast yapimistir. Jel
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saflagtirllmast i¢in Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

kullanilmistir. Protokol asagida belirtildigi sekilde uygulanmistir;

1.
2.
3.

10.
11.

3.12.4.

25 ul PCR {iriinii %2’lik agaroz jelde 60-90 dk siireyle yiiriitiiliir.

UV 1511 altinda istenilen bolge kesilip, agirliklar 6l¢iiliir.

Uzerlerine 1,1 oraninda (agirlik: hacim) Membran Binding Soliisyonu eklenir
ve 65 °C ‘de eritilir.

Klonlar temiz tiipe takilir ve lizerlerine 6rnekler yiiklenip 1 dk bekletilir.
14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dk. santrifiij yapilir.

Alt soliisyon uzaklastirilir ve kolonlara 700 pl Membran Wash Soliisyonu
eklenir.

14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dk. santrifiij yapilir ve alt soliisyon
uzaklagtirilir.

Membran Wash Soliisyonundan 500 pl eklenir ve 14000 rpm’de, oda
sicakliginda 5 dk. santrifiij yapilir.

Kolonlar temiz tiiplere takilir ve membrana degmeyecek sekilde kolonun
ortasina 25 ul Nuclease Free su eklenip, 1 dk bekletilir.

14000 rpm’de, oda sicakliginda 1 dk. santrifiij yapalir.

Elde edilen cDNA’larin miktar ve safligi Nanodrop Spektrofotometrede (ND-
1000) 6l¢iiliir.

Dizi Analizi:

Sekans analizinde Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, (Beckman

Coulter) kullanilarak Beckman CEQ 8800 Dizi analizi cihaz1 yardimiyla analizi

yapilmistir. Dizi Analizi PCR Protokolii asagidaki sekildedir;
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Cizelge 8 Dizileme reaksiyonu

Plazmid 5 ul (100-300 ng)
Dizi primeri (1.6 pmol/puL) 2.0 ul

**Dizi Premiksi 11wl

ddH,0 X.x uL

Toplam 20.0 ul

**Premiks (Dye Terminator Cycle Sequencing Kit)

Dizi analizi i¢in uygulanacak PCR programi ise; 96° C’ de 3dk, 96°C’de 20
sn, 55°C ‘de 20 sn ve 60°C’de 4 dk olmak {lizere toplam 34 dongii olacak sekilde

ayarlanmustir.
3.12.5. Dizi Uriinlerinin Temizlenmesi

Dizi iriinleri Agencourt Clean CEQ (Beckman Coulter) kit ile

temizlenmistir. Temizleme protokolii asagidaki gibidir;

e PCR’dan alian 6rnekler 1500 rpm’de 2dk santrifiij edilmistir.

e Seal acildiktan sonra 20ul Agencourt Clean CEQ eklenmistir.

o %85’lik etanolden 62ul eklenip ve 7—8 kez pipetaj yapilmustir.

e SPRI pleyt tizerinde 10 dk iizerine bastirilarak beklenmistir.

e SPRI pleyt {izerinde alkol uzaklastirilmustir.

e 100ul %85’lik alkolden eklenir. Bu kez 3 dk. SPRI pleyt iizerinde, iizeri
bastirilarak beklenilmistir.

e SPRI pleyt {izerinde alkol uzaklastirilmustir.

e AB Gene Pleyt SPRI plate ilizerinden alinmis ve ters g¢evrilerek 10 dk. oda
kosullarinda kurutma gerceklestirilmistir.

e 40ul Sample Loading Solution (SLS-Beckman Coulter) eklenmistir.

e Kuyularin i¢i iyice temizlenene dek pipetaj yapilarak, Ornegin ¢dziinmesi
saglanmistir.

e (oziinen 6rnekler AB Gen Pleyt’ ten Beckman sample pleyte’ e aktarilmistir.
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Son olarak dizi analizi islemi Beckman CEQ 8000 Otomatik Dizi Analizi

sisteminde ger¢eklestirilmistir.
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4. BUGULAR
4.1. FIDE BOYLARI

Kontrol grubu olarak 1sikta yetistirilen fideler ile karsilastirildiginda
karanlik uygulamasi fide boyunda 6nemli dl¢iide azalmaya neden olmustur. Senesens
tesvik edici olarak yapraklara piiskiirtiilen 50 ve 100 ppm Indol-3 asetik asit (IAA)

uygulamalari fide boyunda artisa neden olmustur.

Isikta yetisen bugday fidelerinde 200 ppm glimiis nitrat (AgNO3) fide
boylarinda 6nemli bir etki degisiklige neden olmamistir. Karanlik uygulamasi ile
senesense girmesi i¢in tesvik edilen fidelerde 200 ppm AgNO; uygulamasi fide
boyunun Onemli Olc¢lide artisina neden olmustur. Karanlikta AgNOj uygulamasi
kontrol gruplarindan daha yiiksek fide boyu degerlerine ulagilmasini saglamistir
(sekil 4.1). 50 ve 100 ppm IAA uygulamasi yapilan fidelerde ise AQNO3; uygulamasi
ise fide boyunda onemli bir etkiye sahip degildir. Fide boyu bakimindan senesensi
tesvik edici uygulamalar ile AgNO;s; uygulamalar1 arasindaki etkilesim istatistik

olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

w
o

N
o

mAgO

= Ag 200

N w
o o
! !

Ortalama bitki Boyu (cm bitki-1)

Isik(Kontrol) Karanlik IAA50 1AA 100

Uygulamalar

Sekil 4.1. Senesensin karanlik, [AA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgQNO3; uygulamasinin fide boylar1
iizerindeki etkisi. (Istatistikler uyaricilar p<0,05*, giimiis p<0,01**, uyaric1 x giimiis
p<0,01%%*).
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4.2 ORANSAL SU ICERIGI (OSI)

Oransal su igerigi degerleri tiim uygulamalarda %61 ile %72 arasinda sinirli
bir degisiklik gostermistir. En yiiksek OSI degeri 1sikta yetisen ve herhangi bir
uygulama yapilmayan kontrol grubu bitkilerinde dlgiiliirken, en diisiik deger 50 ppm
IAA+200 ppm AgNO3 uygulamasi yapilan bitkilerde bulunmustur. OSI degerleri
bakimindan AgNO; uygulamasi yapilanlarla yapilmayanlar arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Kontrol grubu ile senesens uyaricilarin

uygulandig1 gruplar arasindaki farkliliklar da 6nemli degildir.

100

80

HAgO
i Ag 200

Oransal Su igerigi (%)

Isik(Kontrol) Karanhk IAA50 IAA 100
Uygulamalar

Sekil 4.2. Senesensin karanlik, IAA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildig1 bugday bitkilerinde AgNO3 uygulamasinin OS] {izerine
etkisi. (Istatistikler uyaricilar, giimiis, uyarict x giimiis anlamsiz ).

4.3 KLOROFIL MIKTARLARI VE a/b ORANI

Kontrolle karsilagtirildiginda karanlik ve TAA uygulamasi yapilan fidelerde
Klorofil-a, b ve toplam klorofil degerleri bakimindan O6nemli farkliliklar
belirlenmistir. Isikta yetisen kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda karanlikta ve IAA

uygulamalarinda toplam klorofil miktar1 énemli 6l¢iide azalmistir (Sekil 4.6). En
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Oonemli azalma karanlik uygulamalarinda bulunmustur. Yapraklara piiskiirtiilen TAA
konsantrasyonu arttik¢a klorofil kayb1 da artmistir. Karanlik uygulamalar1 klorofil a
dan fazla klorofil b kaybina neden olmustur. Karanlikta klorofil a kayb1 % 27 iken
klorofil b kayb1 %50 diizeyindedir (Sekil 4.4). IAA uygulamalarma da klorofil b
klorofil a dan daha duyarli bulunmustur. Bu durum klorofil a/b oraninin karanlik
uygulamalarinda yiiksek ¢ikmasina neden olmustur. Karanlikta klorofil a/b oranlari

1s1kta biiyiiyenlere gore yaklasik %50 daha yiiksektir (sekil 4.5).

Karanlik uygulamasi klorofil a miktarinda 6nemli 6l¢iide azalmaya neden
olurken, IAA uygulamasinin klorofil a kayb1 lizerindeki etkisi daha siirli olmustur.
IAA’ nin klorofil a kaybi tizerindeki etkisi dozundan bagimsiz goriilmektedir (sekil
4.3).

Bugday yapraklarina 200 ppm AgNOj3 puiskiirtiilmesi tiim gruplarda klorofil
kaybini geri ¢evirmistir. Karanlikla birlikte AgNO3 uygulanmasi yapilan fidelerde
klorofil-a miktar1 sadece karanlik uygulananlara gore %26 artis gostermistir.
Bununla birlikte, en yiiksek klorofil-a miktar1 1sikta tutulup AgNO;3; uygulanan
fidelerde goriilmiistiir. TAA’nin 50 ve 100 ppm’lik konsantrasyonu uygulanan

fidelerde AgNO3 uygulanmasi klorofil-a miktarinda artisa neden olmustur (sekil 4.3).

Isikta yetisen ve IAA uygulanan fidelerin yapraklarina AgNOs3 uygulamasi
yapilmasi klorofil b diizeylerinde 6nemli 6l¢iide artisa neden olmustur. Bu artisin bir

sonucu olarak klorofil a/b orani bu gruplarda azalma bulunmustur (sekil 4.5).
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Sekil 4.3. Senesensin karanlik, IAA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO3; uygulamasinin klorofil-a
miktar1 {izerindeki etkisi. . (Istatistikler uyaricilar p<0,01**, giimiis p<0,01**, uyarici
x giimiis p<0,05%*).
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Uygulamalar

Sekil 4.4.  Senesensin karanlik, [AA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO3; uygulamasinin klorofil-b
miktar1 {izerindeki etkisi. (Istatistikler uyaricilar, giimiis uyaric1 x giimiis anlamsiz)
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Sekil 4.5. Senesensin karanlik, [AA’nmin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO3 uygulamasinin Kklorofil-a/b
miktari {izerindeki etkisi .(Istatistikler uyaricilar anlamsiz, giimiis p<0,01**, uyarici x
glimiis anlamsiz).
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Sekil 4.6. Senesensin karanlik, IAA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO;3; uygulamasimin toplam
klorofil miktar1 iizerindeki etkisi. (Istatistikler uyaricilar p<0,01**, giimiis p<0,01**,
uyarici x glimiis anlamsiz).
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4.4, KAROTENOID MIKTARLARI

Isikta yetistirilen kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda [B-Karoten
miktarlar1 senesens uyaricilar ile azaldig1 belirlenmistir. Karanlik uygulamasi ile -
karoten kaybi % 27, 50 ppm IAA uygulamasinda % 21 ve 100 ppm IAA
uygulamasinda % 25 oraninda gergeklesmistir. Kontrolle karsilastirildiginda IAA ve
karanlik uygulamasi yapilan fidelerde B-Karoten miktari bakimindan istatistiksel
olarak anlaml farkliliklar gortilmistiir (p<0,01). AgNO3 uygulamalari tiim gruplarda
B-Karoten miktarinda artisa neden olurken en Onemli artis 50 ppm IAA
uygulamasinda gozlenmistir. Bununla birlikte B-Karoten degerleri bakimindan
AgNO; uygulamasi yapilan ve yapilmayan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.7).

Toplam ksantofil degerleri karanlik ve IAA uygulamasi yapilan gruplarda
1s1kta yetistirilen kontrol gruplarina gore daha diisiik bulunmustur.100 ppm [AA
uygulanan gruplarda bugday bitkilerinin toplam ksantofil kayb1 %30 diizeyindedir.
AgNOj3 uygulamalar biitiin gruplarda toplam ksantofil miktarlarini artirmistir. Artis
oranlar1 karanlikta ve 100 ppm uygulamasi yapilan gruplarda daha fazladir. AgNO3
uygulamalar1 ile toplam ksantofil miktarlarinda gozlenen artis % 9-16 arasinda

degismektedir (sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Senesensin karanlik, [IAA’nmin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO3; uygulamasinin B-karoten
miktari {izerindeki etkisi (Istatistikler uyaricilar anlamsiz giimiis p<0,01**, uyarict x
glimiis anlamsiz).
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Sekil 4.8. Senesensin karanlik, IAA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO; uygulamasinin Ksantofil
miktari iizerindeki etkisi. (Istatistikler uyaricilar, giimiis, uyarici x giimiis anlams1z).
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4.5 TOPLAM ANTIOKSIDAN KAPASITE

Toplam antioksidan kapasite karanlik ile uyarilan senesens kosullarinda
onemli Olclide azalmistir. Karanlikta birakilan bugday bitkilerinde toplam
antioksidan kapasite 1sikta yetisen bitkilere gore % 43 oraninda daha diisiik
bulunmustur. IAA uygulamalarinin antioksidan kapasite tizerindeki etkisi daha
sinirhidir. Kontrolle karsilastirildiginda IAA ve karanlik uygulamasi yapilan fidelerde
toplam antioksidan kapasite bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

gorilmistiir (p<0,01).

AgNOj3 uygulamasi kontrol ve IAA uygulamasi yapilan gruplarda toplam
antioksidan kapasitenin sinirli bir dlglide azalmasina sebep olmustur. Karanlikta
tutulup AgNO; uygulamasi yapilan fideler antioksidan kapasite uygulama
yapilmayan ve karanlikta birakilan kontrol bitkilerine gore %53 oraninda
gostermistir. (Sekil 4.9). IAA’nin 50 ve 100 ppm’lik iki farkli dozunda birbirleriyle
karsilastirildiginda toplam antioksidan kapasitenin benzer seviyede oldugu

gOriilmiistiir.
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Sekil 4.9. Senesensin karanlik, IAA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bitkilerde AgNO; uygulamasinin toplam antioksidan
kapasite iizerindeki etkisi (Istatistikler uyaricilar p<0,01**, giimiis p<0,01**, uyarici
X glimiis p>0,05%).
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4.6 COZUNUR FENOL MIKTARLARI

Bugday bitkilerinde ¢oziiniir fenolik madde igerigi karanlik ve IAA
uygulamalarinda kontrole gore azalma gostermistir. Azalma karanlik uygulamasinda
% 34 iken 50 ppm IAA uygulamasinda %16 ve 100 ppm IAA uygulamasinda % 15
diizeyinde gerceklesmistir. Coziiniir fenol miktarlarindaki azalma istatistik testlerde

anlaml1 bir farklilik gostermektedir (p<0,01).

Glimiis nitrat uygulamalarinin ¢oziiniir fenol miktar iizerinde 6nemli 6l¢iide
etkili oldugu gozlenmistir. Isikta yetisen kontrol 6rnekleri ile karanlikta birakilan ve
IAA uygulanmas: ile senesense ugrayan bitkilerin tiimiinde AgNO3 uygulamasi
¢oziinilir fenol diizeylerini, uygulama yapilmayanlara gére dnemli dlglide artirmigtir
(p<0,01). AgNOg3 uygulamalarimin ¢oziiniir fenol diizeylerini artiric1 etkisi 1sikta
%21, karanlikta %32, 50 ppm IAA uygulamasinda %25 ve 100 ppm IAA
uygulamasinda %9 oraninda gergeklesmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Senesensin karanlik, JAA’nin uygulamalar1 bugday bitkilerinde AgNO;
uygulamasinin toplam ¢dziiniir fenol miktar: iizerindeki etkisi (Istatistikler uyaricilar
p<0,01**, giimiis p<0,01**, uyaric1 x giimiis p<0,05%*).
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4.7. COZUNUR PROTEIN MIKTARLARI

Bugday bitkilerinin yaprak dokularinda toplam ¢oziiniir protein miktarlar
bakimindan en 6nemli degisim karanlik uygulamalar ile gerceklesmistir. Karanlik
uygulamasi altinda ¢oziinlir protein miktar1 1gikta yetisen bitkilere gore % 45
oraninda azalmistir. Yapraklara TAA uygulandiginda ¢oziinlir protein diizeyinde
azalma gOriilmiis olup, bu azalmanin IAA konsantrasyonuna bagli oldugu
goriilmektedir. 50 ppm IAA uygulamasi ile % 8 olarak gergceklesen azalma 100 ppm
IAA uygulamasi ile %23 olarak gergeklesmistir. Uygulamalar arasinda belirlenen

farkliliklar istatistik olarak anlamlidir (p<0,01).

AgNO;3; uygulamasi 1sikta yetisen kontrol bitkilerinin ¢oziiniir protein
diizeyini 6nemli oranda etkilemezken karanlik ve IAA uygulamasi yapilan gruplarda
¢Oziiniir protein diizeylerindeki azalmayi onemli Olgiide geriletmistir. Coziiniir
protein diizeyindeki 1iyilesme en yiiksek oranda karanlik uygulanan bitki
yapraklarinda gozlenmistir. Karanlikta tutulan fidelerde giimiis nitrat uygulamasi
%17 oraninda ¢6ziiniir protein igerigini artirmistir (Sekil 4.11). AgNO; uygulamasi
IAA uygulanan fidelerde uygulama yapilmayan bitkilere gore daha az olmak iizere

yaprak ¢Oziiniir protein miktarini artirmistir.
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Sekil 4.11. Senesensin karanlik, IAA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO; uygulamasmin toplam
¢oziiniir protein miktar1 iizerindeki etkisi (Istatistikler uyaricilar p<0,01**, giimiis
p<0,01**, uyarici x glimiis p>0,01**).
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4.8. KATALAZ (KAT) AKTIVITESI

KAT aktivitesi degerleri karanlikta birakilan bitkilerde kontrole gére 6nemli
Olclide azalirken, 50 ve 100 ppm IAA uygulamalarinda Oonemli Olgiide artis
gostermistir. KAT enziminin aktivitesinde uygulama gruplar1 arasinda gézlenen
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). En 6nemli degisim 100
ppm IAA uygulamalarinda bulunmustur. Kontrol érneklerinde 422.4 nmol dk™ olan
KAT aktivitesi 100 ppm IAA uygulamasinda 670.7 nmol dk™ ya yiikselmistir.

AgNO; uygulanmast karanlikta KAT enzim aktivitesini 6nemli Olciide
artirirken, 50 ve 100 ppm [AA uygulamalar1 yapilan bitkilerde KAT aktivitesinde
belirgin oranlarda azalmaya neden olmustur. Kontrol, 50 ve 100 ppm IAA uygulanan
ve karanlik uygulamasi yapilan fidelerde AgNO3; uygulamasi yapilmayanlara gore
aralarindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,01). Karanlik
uygulanan fidelerle karanlikla  birlikte =~ AgNO;z; uygulamasi  yapilanlar
karsilastirildiginda, KAT aktivitesinde yaklasik olarak % 20’11k bir artig goriilmiistiir.
AgNOj3 uygulanmasi 50 ppm IAA uygulanan fidelerde yaklasik olarak % 35’lik bir
azalmaya neden olurken, 100 ppm IAA uygulanan fidelerde yaklasik olarak %
30’luk azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte, en yiiksek KAT aktivitesi 100
ppm’lik IAA uygulamasi yapilan fidelerde goriilmiistiir (sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Senesensin karanlik, IAA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO; uygulamasinin KAT
aktivitesi {izerindeki etkisi (lstatistikler uyaricilar p<0,01**, giimiis p<0,01**,
uyarici x glimis p>0,01*%*).

4.9. SUPEROKSIT DISMUTAZ (SOD) AKTIVITESI

Toplam SOD aktivitesi degerleri karanlikta birakilan bitkilerde kontrole
gore smirlt dlglide azalirken, 50 ve 100 ppm IAA uygulamalarinda énemli dlgiide
artis gostermistir. Bugday yapraklarinda toplam SOD enziminin aktivitesinde
uygulama gruplar1 arasinda gozlenen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,01). En 0&nemli degisim 100 ppm IAA uygulamalarinda
bulunmustur. Kontrol 6rneklerinde 249 {inite olan toplam SOD aktivitesi 100 ppm
IAA uygulamasinda 344.2 iiniteye yiikselmistir (Sekil 4.13). Cu/Zn SOD degerler
toplam SOD degerleri ile benzerlik gosterecek sekilde karanlikta azalirken, 50 ve

100 ppm IAA uygulamalarinda artis gostermistir (Sekil 4.14).

IAA ve karanlikla erken senesense girmesi i¢in uyarilan T. aestivum Giin-91
fidelerinde AgNO; uygulanmasi sonucunda toplam SOD aktivitesi degerleri
bakimindan AgNO;s uygulamasi yapilanlarla yapilmayanlar arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). AgNO;3; uygulanmasi yapilan
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kontrol, 50 ve 100 ppm IAA uygulanan ve karanlik uygulamasi yapilan fidelerde
AgNO3 uygulamasi yapilmayanlara gore aralarindaki farklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05). Karanlik uygulanan fidelerle karanlikla birlikte
AgNOs3 uygulamasi yapilanlar karsilastirildiginda SOD aktivitesinde yaklasik olarak
% 30’11k bir artis goriilmiistiir. AgNO3 uygulanmasi 50 ppm [AA uygulanan fidelerde
yaklagik olarak % 22’lik bir azalmaya neden olurken 100 ppm I[AA uygulanan
fidelerde yaklasik olarak % 15°lik azalmaya neden olmustur. Bununla birlikte, en
yiiksek SOD aktivitesi 100 ppm’lik IAA uygulamasi yapilan fidelerde goriilmiistiir
(sekil 4.13).

AgNOj3 uygulamasi karanlik uygulanan fidelerde Cu/Zn-SOD aktivitesinde
artisa neden olurken IAA uygulanan fidelerde azalmaya neden olmustur. Ayrica
karanlik ve AQgNO; uygulamas:t yapilanlar Kkarsilastirildiginda, Cu/Zn-SOD
aktivitesinde yaklasik olarak % 12°lik bir artis gortilmiistiir. AgNO3 uygulanmasi 50
ppm IAA uygulanan fidelerde yaklasik olarak % 22’lik bir azalmaya neden olurken,
100 ppm IAA uygulanan fidelerde yaklasik olarak % 21’lik azalmaya neden
olmustur. Bununla birlikte, en yliksek SOD aktivitesi 100 ppm’lik IAA uygulamasi
yapilan fidelerde goriilmiistiir (sekil 4.14).
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Sekil 4.13. Senesensin karanlik, IAA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNO; uygulamasinin SOD
aktivitesi tizerindeki etkisi (Istatistikler uyaricilar p<0,05*, glimiis p<0,01**, uyarici

X glimiis p>0,01%*%*).
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Sekil 4.14. Senesensin karanlik, [AA’nin 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkli
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNOs uygulamasinin Cu/Zn-SOD
aktivitesi tizerindeki etkisi (Istatistikler uyaricilar p<0,01**, glimis p<0,01**,

uyarici x p>0,01%%*).
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4.10. Cu/Zn-SOD GENININ IFADESI

4.10.1. RNA Izolasyonu, Miktar ve Kalite Tayini

Izole edilen RNA ornekleri % 1.2°lik agarozda yiiriitiilerek (Sekil 4.15),
Nanodrop ND 1000 cihaz1 ile spektrofotometre Olgtimleri (Cizelge 4.1)
gergeklestirilmistir. Elde edilen jel goriintiileri ve spektrofometrik veriler Real PCR

analizlerinde kullanilacak kadar miktar ve saflikta RNA elde edildigini

gostermektedir.

Sekil 4.15. Izole Edilen Bugdaya ait RNA’larmn agaroz jel goriintiisii (%1.2)
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Cizelge 4.1. Bugdaya Ait RNA’larin Spektrofometrik Olgiimleri

RNA |

N Ornek ng/ul A260 | A280 260/280 | 260/230

0

1 Kontrol 115150 |31.363 | 14.043 |2.23 2.39
Kontrol + 200

2 900.00 40.100 |18.541 |2.22 2.36
ppm AgNOs

3 Karanlik 1036.25 | 25.906 | 11.608 | 2.23 2.32
Karanlik + 200

4 1411.40 |34.038 |15.339 |2.22 2.11
ppm AgNOs

5 50 ppm IAA 683.64 24.135 |10.532 |2.22 1.28
50 ppm IAA +

6 922.63 23.066 | 10.357 |2.23 2.36
200 ppm AgNOs

7 100 ppm IAA 778.70 24.256 |10.884 |2.23 1.35
100 ppm IAA +

8 2624.20 |28.386 |12.785 |2.22 1.99
200 ppm AgNO3

4.10.2. cDNA Sentezi
Triticum aestivum  (Giin-91) ¢esidi  Orneklerine ait cDNA’larin

spektrofometrik olgiimleri siras1 ile Cizelge 4.2.’de sunulmustur. ¢DNA’larin
safliklart (260/280, 260/230) yeterli bulunurken, miktarlar1 (ng/ul) beklenen

oranlarda (yaklasik 2000ng) elde edilmistir.
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Cizelge 4.2. Bugday orneklerine ait cDNA’larin spektrofometrik 6lgiimleri

cDNA | Ornek ng/ul A260 A280 260/280 | 260/230

No

1 Kontrol 1951.50 | 31.363 |14.043 2.23 2.39

2 Kontrol + 200 1900.00 |40.100 | 18.541 2.22 2.36
ppm AgNOs

3 Karanlik 1990.22 | 37.350 | 16.584 2.22 2.38

4 Karanlik +200 | 1988.23 | 34.252 | 15.656 2.23 2.12
ppm AgNOs

5 50 ppm IAA 1934.50 | 22.759 |10.166 2.24 2.28

6 50 ppm IAA + | 1921.89 |23.047 | 10.363 2.22 2.36
200 ppm AgNOs

7 100 ppm IAA 2005.50 |26.619 | 12.022 2.21 2.26

8 100 ppm IAA + | 2024.20 |28.386 | 12.785 2.22 1.99
200 ppm AgNO3

4.10.3. Standart Egri

Kullanilan primerlere ait standart egri grafikleri Sekil 4.16, Sekil 4.17° de

verilmistir. Cizilen standart egri grafiklerinin etkinlik (efficiency) degerleri yaklasik

2 ve slope degerleri ise -3.3’e yakin bulunmustur. Ilgili primerler icin Real Time

PCR reaksiyon kosullarinin ve standart egrilerin uygun oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.16. Real Time PCR cihazindan alinan GAPDH primerine ait standart egri
grafigi, efficiency ve slope degerleri
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Sekil 4.17. Real Time PCR cihazindan alinan Cu/Zn-SOD primerine ait standart egri
grafigi efficiency ve slope degerleri

4.10.4. Gergek Zamanli Amplifikasyon Egrileri

GAPDH, Cu/Zn-SOD primerlerinde standart ve drneklere ait amplifikasyon
egrileri 4.18, Sekil 4.19’da sunulmustur. Amplifikasyon egrilerinde Ct degerleri 21-
29. dongiiler arasinda elde edilmis ve analizlerle bu Ct degerlerinin anlamli degerler

olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Sekil 4.18. GAPDH primerinde standart ve drneklere ait amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.19. Cu/Zn-SOD primerinde standart ve 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

4.10.5. Erime Egrisi (Melting Curve)

Real Time PCR analizlerinde, primerlerde dimer varliginin kontrolii ve
0zglin olmayan amplifikasyon firiinlerinin tespitinde erime egrisi (melting curve)
analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.20, 4.21.). Erime egrisi analizlerinde {ist iiste

cakisan tek pik goriintiileri elde edilmis ve dimer varli§i saptanmamustir.
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Sekil 4.20. GAPDH primerine ait standart ve drneklerin erime egrisi grafigi
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Sekil 4.21. Cu/Zn-SOD primerine ait standart ve drneklerin erime egrisi grafigi

4.10.6. Real Time PCR Normalize Verilerinin Relatif ifade Analizleri

Cu/Zn SOD geninin ifadesi kontrol ile kiyaslandiginda AgNO3 uygulamast
yapilan fidelerde istatistiksel olarak anlamsiz miktarda artis gostermistir. Ayrica

karanlik uygulamasi yapilan fidelerle kiyaslandiginda Cu/Zn SOD geninin ifadesi
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hem karanlik hem de AgNO; uygulamasi yapilan fidelerde istatistik olarak anlamsiz
diizeyde artmistir (Sekil 4.22).

IAA’nin 50 ppm’lik dozu uygulanan fidelerle hem 50 ppm IAA hem de
AgNO;3; uygulamasi yapilan fidelerdeki Cu/Zn SOD geninin ifadesi
karsilastirildiginda AgNO3 uygulamasi Cu/Zn SOD geninin ifadesini istatistiksek
olarak anlamsiz da olsa azaltmaktadir. IAA’nin 100 ppm’lik dozu uygulanan
fidelerle hem 100 ppm IAA hem de AgNO;3; uygulamasi yapilan fidelerdeki Cu/Zn
SOD geninin ifadesi karsilastirildiginda AgNO3 uygulamasi Cu/Zn SOD geninin
ifadesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirmistir (p<0,05) (Sekil 4.22).

Karanlik ve TAA uygulamasi Cu/Zn SOD geninin ifadesini kontrol ile
karsilastirildiginda artirmistir. Cu/Zn SOD geninin en yiiksek ifade diizeye 100 ppm
IAA ve 200 ppm AgNOs’ilin birlikte uygulandigi fidelerde olmustur (Sekil 4.22).

100 — —
90
v % ~ mKONTROL
©
£ 70 —  mAG
4= 60 ——  EKARANLIK
®
2 50 B KARANLIK+Ag
oc
lG 40 H IAA 50 ppm
o] 2 1AA 50 ppm+Ag
'é: 30
) 20 B |AA 100 ppm
E1AA 100 ppm+Ag
10

N

Uygulamalar

Sekil 4.22. Senesensin karanlik, IAA’min 50 ve 100 ppm ‘lik iki farkl
konsantrasyonuyla uyarildigi bugday bitkilerinde AgNOj3 uygulamasinin Cu/Zn SOD
gen ifadesi iizerindeki etkisi (Istatistikler uyaricilar p<0,01**, giimiis p<0,01**,
uyarict x p>0,01*%).
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4.11. BUGDAYIN Cu/Zn-SOD VE GAPDH GEN BOLGELERININ DiZILERININ
CIKARILMASI

4.11.1 DNA Izolasyonu, Miktar ve Kalite Tayini

Izole edilen kontrol DNA o6rnekleri % 1.2°lik agarozda yiiriitiilerek (Sekil
4.23), Nanodrop ND 1000 cihaz ile spektrofotometre dlglimleri gerceklestirilmistir.
Elde edilen jel goriintiilleri ve spektrofometrik veriler sekans analizlerinde

kullanilacak kadar miktar ve saflikta DNA elde edildigini gostermektedir.

Sekil 4.23 Kontrol 6rneklerinden izole edilen DNA’ya ait agaroz jel (%1.2 )
goruntust.

4.11.2. Bugdayin Cu/Zn-SOD ve GAPDH Gen Bélgelerinin Dizileri

CAATTTCCTTTACTTCGATGCGCATATGGTTTCTGGTTTTGGTATTTGGGCCACATACCACCT
ATGAGCAGTATTGATGTGTACTGATCTGATTTTACAGGGAGGAGTCTGAGGGAAACCACA
AGGGCA

GAPDH gen boélgesine ait dizi

CTCGTCGTCGCCGACGCCACCAAGAAGGCAGTCGCGGTGCTCAAGGGCTCCTCCCAGGTC
GAGGGCGTCGTCACGCTCACCCAGGAAGACGACGGTCCTACGACGGTGAACGTTCGTATC
ACTGGACTTGCTCCTGGACT

Cu/Zn-SOD gen bolgesine ait dizi
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4.2. TARTISMA

Yaslanma zararli serbest radikallerin birikmesine neden olur ve senesens
genel olarak siiperoksit, singlet oksijen, hidroksil ve hidrojen peroksit radikallerinin
kontrolsiiz bigimde artisiyla baslar. Senesens siiresince bir¢ok bitkide ROT seviyesi
ve onlarin hasar verdigi triinler artar, bu degisimler bazi1 antioksidan enzimlerin
aktivitelerinde meydana gelen azalma yiiziinden olur. Birgok farkli laboratuvarda
elde edilen sonuglara gore yaprak senesensinin son agsamalarinda antioksidan koruma
azalir [176]. Bitkilerde senesens siiresince ROT’lar oksijen metabolizmasinin yan
iriinii olarak olusurlar ve DNA mutasyonu, lipit peroksidasyonu, protein
denaturasyonu gibi zararlara sebep olurlar [177, 178]. Antioksidan enzimler ve
bilesenler bitki hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirirlar [179]. Ancak,
senesens siiresince bitkilerde ROT yogunlugu artar ve bitkiler oksidatif hasara karsi
hassas hale gelirler [180]. Isik yogunlugunun azalmasi veya karanlik 1s1ga bagli
genlerin ifadelerinin azalmasina ayrica fotosentetik proteinlerin ve Kklorofillerin
yikilmasina yol agar [181]. Karanlik stresi diger ¢evresel streslere benzer sekilde
bitki hiicrelerinde oksidatif hasara neden olan siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil gibi ROT’larin meydana gelmesine neden olur. Karanlik protein kaybiyla

birlikte yaprak senesensini artirir [182].

Dogal (indolasetik asit (IAA), indolbiitirik asit (IBA)) ve sentetik (2,4-
diklorofenoksiasetik asit (2,4-D), 2,4,5-triklorofenoksiasetik asit (2,4,5-T),
naftalenasetik asit (NAA)) 2,4-D diisiikk konsantrasyonda kallus olusumu ve somatik
embriyogenezi uyarmak i¢in kullanilir. Ancak yiiksek konsantrasyonda oksinler
bitkilerde senesensi uyarir. Oksinlerin etilen biyosentez yolaginda yer alan sinirlayict
bir enzim olan 1- aminosiklopropan-1-karboksilik asit (ACC) sentetaz enzimini
kodlayan genin ifadesini artirdigi gosterilmistir [183]. Giimiis (Ag") iyonlarinin
birgok fizyolojik sistemde etilen baglanmasini veya bunu takip eden yanitlarda
etilenin etkisini inhibe ettigi bilinmektedir [184]. Etilen yaprak senesensinin
diizenlenmesinde anahtar hormon olarak goriilmektedir [185]. Giimiis iyonlarnin

uygulanmasi reseptor proteinlerindeki bakir iyonlarinin yerini alabilir. Sonug olarak,
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etilenin algilanmasi1 engellenir ¢iinkii bakir iyonlar1 etilen baglanma reseptorleri
tizerinde kritik role sahiptir [186]. Giimiis iyonlarin etilen iizerindeki bu etkisi
birgok arastirici tarafindan rapor edilmistir [187]. Ouma vd. (2004) [188]’e gore in-
vitro kosullarda giimiis nitrat etilen biyosentezini engeller ve pamuk bitkisinde

hipokotil boliimiinde birden fazla siirgiiniin yenilenmesi saglanir.

4.2.1. Fide Boylar1

Thirupathi Karuppanapandian vd. (2011) [189] tarafindan yapilan
calismaya gore 8 giinliik bakla (Vigna radiata L. Wilczek) bitkisinde yaprak
senesensi 2,4-D ile uyarilmistir daha sonra senesens giimiis nitrat (AgNO3) veya
glimiis nanopartikiilleri (AgNPs) formundaki giimiis iyonlarinin ilavesiyle inhibe
edilmistir. 2,4-D 300 veya 400uM’lik konsantirasyonlarda biliylimeyi zayif oranda
azaltmistir. 400 uM’den yiiksek konsantrasyonlarda ise 2,4-D biiylimeyi azaltarak
senesensi uyarmistir. Baklada 500 uM’lik 2,4-D uygulamasi kontrol ile
karsilastirildiginda taze agirlikta ve govde uzunlugunda azalmaya neden olmustur.
500uM’lik 2,4-D uygulamasiyla birlikte 100uM ‘lik giimiis nitrat uygulamasi
yapildiginda kontrole yakin uzunlukta fide boyu elde edilmistir. Dogal ve sentetik
oksinlerin artan oranlarda uygulanmasi hardal (Brassica juncea), ve bezelye (Pisum
sativum) bitkilerinde kok ve govde boyunun uzamasinda azalmaya sebep olur ve

Klorofil kaybina neden olmustur [190, 191] .

Seif Sahandi M. vd. (2011) [187] tarafindan borage (Borage officinalis)
bitkisinde yapilan c¢aligmaya gore 100 ppm’lik giimiis nitrat uygulanmasi fide
boyunda artisa neden olmustur ancak 100 ppm’den daha yiiksek konsantrasyonlarda
fide boyunda azalma gozlenmistir. Glimiis nitrat uygulamasi senesensi geciktirerek
fide boyunun kontrole goére artmasini saglamis olabilir. 100 ppm’den daha yiiksek
giimiis nitrat konsantrasyonu toksik etki gostermis olabileceginden fide boyunda
azalmaya sebep olmus olabilir. Caligmamizda karanlik uygulamasi ile senesense
girmesi ic¢in tesvik edilen fidelerde 200 ppm AgNO3 uygulamasi fide boyunun

onemli dlgiide artisina neden olmustur (Sekil 4.1).
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Calismamizda senesensi uyaran karanlik uygulamasi fide boylarinda
kontrole kiyasla onemli miktarda azalmaya neden olmustur. Karanlikla birlikte
fotosentez yavaslamistir ve senesens hizlanmistir bu nedenle karanlik uygulamasi
fide boylarinda kontrole gore azalmaya sebep olmus olabilir. Senesensi tesvik edici
olarak yapraklara piiskiirtiilen 50 ve 100 ppm konsantrasyonlarindaki Indol-3 asetik
asit (IAA) uygulamalan fide boyunda artisa neden olmustur (sekil 4.1). Bu artisin
sebebi IAA’nin belirli dozun altinda senesensi geriletici etki yapiyor olmasindan

kaynaklanabilir.

Mervat Sh. Sadak, vd. (2013) [192] tarafindan bakla bitkisinde yapilan
calismada IAA soliisyonu yapraklara piiskiirtme yoluyla uygulanmistir. IAA
uygulamasi bakla bitkisinde kontrol ile karsilastirildiginda fide boyunda artisa neden

olmustur.

4.2.2. Oransal Su Igerigi (OSI)

Mervat Sh. Sadak, vd. (2013) [192] tarafindan yapilan ¢alismada IAA
uygulamasi bakla bitkisinde kontrol ile karsilastirildiginda fide boyu, yas ve kuru

agirligr artirmistir.

Dagmar Prochazkova vd. (2001) [193] tarafindan 80 giinliik ve 100 giinliik
Omiirlii 2 farkli misir ¢esidi ile normal ¢evresel kosullarda yapilan ¢alismada oransal
su igerigi her iki cesitte de tepe piskiilii ¢iktiktan sonra azalmistir ancak oransal su
igerigi 100 giinliik cesitte 80 giinliik ¢esite gore daha yliksek seviyede bulunmustur.
Bunun nedeni senesens ilerledikce oransal su iceriginin azalmasindan dolay1 olabilir
ve bu sebeple 100 giinliik ¢esitte senesens 80 giinliik cesitte gore daha ge¢ baslamis
olabilir.

Calismamizda en yiiksek OSI degeri 1s1kta yetisen ve herhangi bir uygulama

yapilmayan kontrol grubu bitkilerinde 6lgiiliirken, en diisiik deger 50 ppm IAA+200
ppm AgNO; uygulamasi yapilan bitkilerde bulunmustur (Sekil 4.2)
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4.2.3. Klorofil miktarlar1 ve klorofil a/b orani

Klorofil ve protein kaybi yapraklarda senesensin belirlenmesi i¢in kullanilan

onemli biyokimyasal parametrelerdir [194].

Dagmar Prochazkova vd. (2001) [193] tarafindan musir bitkisinde yapilan
caligmada klorofil icerigi baslangigta artmistir ancak tepe puskiilii ¢iktiktan 10 giin
sonra azalmistir. Calisma 100 giinlik ve 80 giinliik 6mre sahip misir cesitleri
kullanilarak yapilmistir. Her iki g¢esitte de klorofil igerigi tepe puskiilii ¢iktiktan 15

giin sonra azalmaya baglamistir.

Hongwei Li vd. (2014) [195] tarafindan yapilan calismada bugdayda
(Triticum aestivum L.), yaprak senesensi siiresince erken yaslanan ve normal
yaslanan hatlarda toplam klorofil i¢erigindeki azalma erken yaslanan hatlarda normal
siirede yaslanan hatlara gore daha fazla olmustur. Toplam klorofil miktar1 erken
yaslanan hatlarda bayrak yaprak gelisiminden 10 giin sonra azalmaya baslarken
normal yaslanan hatlarda bayrak yaprak gelisiminden 20 giin sonrasina kadar artis

gostermis ancak daha sonra azalmaya baslamistir.

Thirupathi Karuppanapandian vd. (2011) [189] tarafindan yapilan
caligmada 8 giinliik bakla (Vigna radiata L. Wilczek) bitkisinde yaprak senesensi
2,4-D ile uyarilmistir daha sonra senesens giimiis nitrat (AgNO3) veya glimiis
nanopartikiilleri (AgNPs) formundaki giimiis iyonlarinin ilavesiyle inhibe edilmistir.
Caligmamizda IAA’nin 50 ve 100 ppm’lik konsantrasyonu uygulanan fidelerde
AgNO; uygulanmasi klorofil-a miktarinda artiga neden olmustur (sekil 4.3). Baklada
500 uM’lik 2,4-D uygulamasi yapilan fideler kontrol ile karsilastirildiginda klorofil
igerigi yaklasik %50 oraninda azalmistir. 2,4-D uygulamasi klorofil igeriginde
azalmaya sebep olmustur [189]. Dogal ve sentetik oksinlerin artan oranlarda
uygulanmasi hardal (Brassica juncea), ve bezelye (Pisum sativum) bitkilerinde kok
ve gévde boyunun uzamasinda azalmaya sebep olmustur ve ayrica klorofil kaybina

neden olmustur [190, 191].
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Mervat Sh. Sadak vd. (2013) [192] tarafindan yapilan ¢alismada bakla
bitkisine 50 mg/l* ve 75 mg/l* konsantrasyonunda IAA piskiirtme yoluyla
uygulanmistir. Calismanin  sonuglarmma gore bakla bitkisine uygulanan IAA
fotosentetik pigmentler klorofil a, b miktarinda kontrolle karsilastirildiginda artisa
neden olmustur. Fotosentetik klorofil a,b pimentlerindeki bu artis IAA’nin pigment

sentezini tesvik etmesinden ve/veya pigment yikilmasini geciktirmesinden dolay1

olabilir [192].

Goren ve Cag (2007) [196] tarafindan yapilan ¢alismada 16 giinlikk
aycicegi fidelerine 0,01 ve 10uM konsantrasyonundaki IAA soliisyonu yapraklara
puskiirtiilerek uygulanmistir. Kontrol kotiledonlariyla karsilastirildiginda 10uM ve
0,01uM TAA soliisyonlar1 uygulanmasi klorofil yikilmasina neden olmustur. IAA
uygulamasi aycicegi kotiledonlarinda klorofil yikimini artirmistir. Calismamizda
Isikta yetisen kontrol bitkileri ile karsilastirildiginda karanlikta ve ITAA

uygulamalarinda toplam klorofil miktar1 6nemli 6l¢iide azalmistir (sekil 4.6).

Karatas vd. (2010) [194] tarafindan yapilan ¢alismada karanlikla uyarilan
senesens siiresince Tropaeolum majus yapraklarinda IAA’nin bazi fizyolojik
parametreler {izerindeki etkisine bakilmistir. Isik yogunlugunun azalmasi veya
karanlik 1518a bagli genlerin ifadelerinin azalmasina ayrica fotosentetik proteinlerin
ve klorofillerin yok olmasma yol agar [181]. Karanlik uygulamasi yapilan
yapraklarda klorofil icerigi kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli derecede daha azdir.
Yiiksek konsantrasyonda IAA uygulamasi marul yaprak disklerinde klorofil kaybinm
hizlandirmigtir  [197]. Calismamizda bugday yapraklarma piiskiirtilen TAA
konsantrasyonu arttik¢a klorofil kaybir da artmistir. Ancak, bugdayda yapilan bir
caligmaya gore hem in vivo hem de in vitro kosullarda IAA uygulamasi
kloroplasttaki klorofil kaybini onlemistir [198] . Toplam klorofil igerigi IAA ve

karanlik uygulanmasiyla kontrole gore azalmigstir.
Mehrnaz ve Mansour (2014) [182]  tarafindan yapilan ¢alismada

Pelargonium zonale saksi bitkisinde karanlikta yetistirilirken (0, 20, 40, 60, ve 80

mg L) konsantrasyonlarinda giimiis nanopartikiilii uygulamas: yapilmistir. Giimiis
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nanopartikiilleri uygulamasiyla birlikte klorofil a, b toplam klorofil ve klorofil a/b
icerigi artis gostermistir. Calismamizda bugday yapraklarmma 200 ppm AgNO;
puskiirtiilmesi tiim gruplarda klorofil kaybini geri ¢evirmistir. Karanlikla birlikte
AgNO;3; uygulanmasit yapilan fidelerde klorofil-a miktar1 sadece karanlik
uygulananlara gore %26 artig gostermistir (Sekil 4.3). Bununla birlikte, en yiliksek
klorofil-a miktari 1sikta tutulup AgNOj3 uygulanan fidelerde goriilmiistiir (Sekil 4.3).
5 giinliik karanlik uygulamasindan sonra klorofil a ve b, toplam klorofil ve klorofil
a/b miktarinda azalma olmustur. Giimiis nanopartikiiliiniin 80 mg/l ve daha iist
konsantrasyonlar1 klorofil a,b, klorofil a/b, toplam klorofil miktarinda azalmaya

neden olmustur.

4.2.4. Karotenoid Miktarlari

Karotenoidler antioksidan bilesenlerdendir bitki hiicrelerinde reaktif oksijen

tirlerini ortadan kaldirirlar [199]

Dagmar Prochazkova vd. (2001) [193] tarafindan musir bitkisinde yapilan
calismada karotenoid igerigi tepe pliskiilii ¢iktiktan 30 gilin sonrasina kadar artarken

daha sonra azalmaya baslamistir.

Mervat Sh. Sadak vd. (2013) [192] tarafindan yapilan c¢alismada bakla
bitkisine IAA soliisyonu yapraklara piiskiirtme yoluyla uygulanmistir. Uygulama

sonrasinda karotenoidlerin miktarlarinda artig goriilmiistiir.

[lhami Karatas vd. (2010) [194] tarafindan yapilan calismada karanlikla
uyarilan senesens siiresince Tropaeolum majus yapraklarinda IAA uygulanmasi
karotenoidlerin kaybini hizlandirmistir. Calismamizda B-Karoten kaybi konrolle
kiyaslandiginda 50 ppm IAA uygulamasinda % 21 ve 100 ppm IAA uygulamasinda
% 25 oraninda gergeklesmistir. (Sekil 4.7). Karanlik uygulamasi yapilan yapraklarda
karotenoid igerigi kontrol ile kiyaslandiginda 6nemli derecede azalmistir. Karanlik
uygulamasi ile B-Karoten kaybi kontrol ile kiyaslandiginda % 27 oranindadir (Sekil
4.7).
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Mehrnaz ve Mansour (2014) [182] tarafindan yapilan calismaya gore
karanlikta tutulan Pelargonium zonale yapraklarina (0, 20, 40, 60, and 80 mg L'l)
konsantrasyonlarinda glimiis nanopartikiilii uygulamasi yapilmistir. Giimiis
nanopartikiillerinin ~ uygulanmasiyla  karotenoid miktar1 artmistir.  Giimiis
nanopartikiiliinin 80 mg/I* ve daha iist konsantrasyonlari karotenoid miktarinda
azalmaya neden olmustur. Bu azalma giimiis nanopartikiillerinin 80 mg/I"* ve daha
fazla konsantrasyonlarda toksik etki yapmasindan dolayr olmus olabilir.
Calismamizda AgNOs; uygulamalar1 tiim gruplarda B-Karoten miktarinda artisa

neden olmustur. (Sekil 4.7).

4.2.5. Toplam Antioksidan Kapasite

Toplam antioksidan kapasite bitki orneklerindeki serbest radikallerin
ortadan kaldirilabilmesi i¢in var olan tiim antioksidanlar ifade etmek icin kullanilir.
Toplam antioksidan kapasite antioksidan kapasiteye katki saglayan kiigiik farkli
molekiiller (askorbat, glutatyon, fenolikler vs) ifade eder [200].

Calismamizda toplam antioksidan kapasite karanlik ile uyarilan senesens
kosullarinda oOnemli Ol¢lide azalmistir. AgNO;s; uygulamasit kontrol ve [AA
uygulamasi yapilan gruplarda toplam antioksidan kapasitenin smirl bir dlgtide
azalmasina sebep olmugstur. Karanlikta tutulup AgNOj3 uygulamasi yapilan fidelerde
antioksidan kapasite karanlikta tutulan kontrol bitkilerine gore %53 gibi 6nemli bir

artig gostermistir (Sekil 4. 9).
4.2.6. Coziiniir Fenol Miktarlar

Fenoller bitkisel dokular1 oksidatif hasara kars1 koruyan antioksidanlardir ve

fenoler senesens siiresince antioksidan 6zellige sahiptir [201].

Seif Sahandi M vd. (2001) [202] tarafindan yapilan ¢alismada Borage
officinalis bitkisinde giimis nitrat uygulamasi (100, 200 ve 300 ppm) dozlarinda %
0,I’lik tween 20 ile birlikte piiskiirtme seklinde yapilmistir. Giimiis nitratin
uygulama dozu arttikga polifenol seviyesinde artis goriilmiistiir. Calismamizda

glimiis nitrat uygulamalarinin ¢dziiniir fenol miktar1 iizerinde énemli oOlgiide etkili
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oldugu goézlenmistir, Isikta yetisen kontrol 6rnekleri ile karanlikta birakilan ve IAA
uygulamasi ile senesense ugrayan bitkilerin timiinde AgNO3; uygulamasi ¢oziiniir
fenol diizeylerini 6nemli Ol¢lide artirmistir. AgQNO3 uygulamalarinin ¢6ziiniir fenol
diizeylerini artiric1 etkisi 1s1kta %21, karanlikta %32, 50 ppm [IAA uygulamasinda
%25 ve 100 ppm IAA uygulamasinda %9 oraninda gerceklesmistir (sekil 4.10).

Mervat Sh. Sadak vd. (2013) [192] tarafindan yapilan ¢ahsmada 50 mg/I™
ve 75 mg/l' konsantrasyonlarinda IAA uygulamasi yapraklara piskiirtiilerek
yapilmistir. IAA uygulamasi kontrole gore toplam fenolik bilesiklerin miktarinda

artisa neden olmustur.

Renuka Desai vd. (2012) [203] Ranunculus asiaticus L. ¢iceginde total
fenol igerigi baslangista ¢igek actiginda artmistir ancak sonra senesens siiresince
azalmigtir [204]. “Raktagangha” giillerinde toplam fenol igerigi ¢igek senesensi
sliresince azalma egilimindedir [205] . Fenolik konsantrasyondaki bu azalma ¢i¢ek
gelisiminin daha sonraki asamalarinda antioksidan savunma sisteminin peroksidaz,
fenolikler ve askorbik asitin rollerini sinirlayabilir ve ¢icek oksidatif strese kars1 daha

hassas hale gelir [206].

Calismamizda bugday bitkilerinde ¢oziiniir fenolik madde icerigi karanlik
ve TAA uygulamalarinda kontrole gore azalma gostermistir. Azalma karanlik
uygulamasinda % 34 iken 50 ppm IAA uygulamasinda %16 ve 100 ppm IAA

uygulamasinda %15 diizeyinde gerceklesmistir.
4.2.7 Cozuniir Protein Miktarlari

Yaprak senesensi total protein iceriinin azalmasiyla karakterize edilir.
Senesens siiresince bir¢ok protein degrede olurken bazilari da bozulmadan kalir.
Bitkilerde senesens siiresince ROT’lar oksijen metabolizmasinin yan {irinii olarak
olusurlar ve. DNA mutasyonu, lipit peroksidasyonu, protein denaturasyonu gibi

yikilmalara sebep olurlar [177, 178].
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Hongwei Li vd. (2014) [195] tarafindan bugday bitkilerinde yapilan
calismadan elde edilen sonuglara gore erken yaslanan hatlarda normal yaslanan
hatlara gore ¢6ziiniir protein miktarindaki azalma daha hizli sekilde gergeklesmistir.
Yani senesensin hizlanmasi ¢0zlniir protein miktarindaki azalma hizin1 da

artirmistir.

Goren ve Cag (2007) [196] tarafindan yapilan ¢alismada 16 giinliik
aycicegi fidelerine 0,01 ve 10uM IAA soliisyonu kotiledonlara piiskiirtiilerek
uygulanmistir. 10uM’lik TAA uygulamasiyla ¢Oziiniir protein igerigi kontrolle

karsilastirildiginda %12 oraninda azalmstir.

Karatas vd. (2010) [194] tarafindan yapilan ¢alismada senesens siiresince
hem karanlik hem de IAA uygulamasi yapilan Tropaeolum majus yapraklarinda
protein igerigi azalmistir. Protein kaybi yapraklarda senesensin belirlenmesi i¢in
kullanilan 6nemli biyokimyasal parametrelerdir [194]. Oksin proteaz inhibitorlerini
uyararak senesens siiresince protein kaybini yavaslatir. Oksinler senesens siiresince
proteaz inhibitor genlerinin ifadelerini artirir[194]. Calismamizda bugday
bitkilerinin yaprak dokularinda toplam ¢oziinlir protein miktarlari bakimindan en
onemli degisim karanlik uygulamalar1 ile gergeklesmistir. Karanlik uygulamasi
altinda ¢6ziiniir protein miktar 1s1kta yetisen bitkilere gére % 45 oraninda azalmistir.
Yapraklara IAA piskirtilmesi durumunda ¢oziiniir protein diizeyinde azalma
goriilmiis olup, bu azalmanin IAA dozuna bagli oldugu goriilmistiir. 50 ppm IAA
uygulamasi ile % 8 olarak ger¢eklesen azalma 100 ppm [AA uygulamast ile %23
olarak gergeklesmistir (Sekil 4.11). TAA uygulamalarinin ¢oziiniir protein miktarin
artirmasit ya da azaltmasi uygulanan konsantrasyonla iliskili olabilir. Yiksek
konsantrasyonlarda uygulanan IAA ¢6ziinlir protein miktarinda azalmaya neden
olurken normal konsantrasyonlarda uygulanan IAA senesens siiresince protein

kaybini azaltabilir.

Yaprak senesensi total protein iceriginin azalmasiyla karakterize edilir.
Glimiis iyonlarinin uygulanmasi reseptor proteinlerindeki bakir iyonlarinin yerini
alabilir. Sonug olarak, etilenin algilanmasi engellenir ve etkisi azalmis olur ¢linkii

bakir iyonlari etilen baglanma reseptorleri tizerinde kritik role sahiptir [202]. Etilen
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hormonu senesens siirecinin yiiriitilmesinde anahtar hormondur ve etkinliginin
azalmasiyla senesens yavaslayabilir. Calismamizda AgNO3uygulamasi 1s1kta yetigen
kontrol bitkilerinin ¢6ziiniir protein diizeyini 6nemli oranda etkilemezken karanlik ve
IAA uygulamasi yapilan gruplarda ¢6ziiniir protein diizeylerindeki azalmay1 6nemli
Ol¢iide geri cevirmistir. Karanlikta tutulan fidelerde giimiis nitrat uygulamasi %17
oraninda ¢oziiniir protein icerigini artirmistir (sekil 4.11). AgNO3 uygulamasi IAA
uygulanan fidelerde daha diisiik diizeyde olmak iizere yaprak ¢6ziiniir protein

miktarini artirmistir.
4.2.8 Katalaz (KAT) Aktivitesi

Katalaz enzimi H,0,’yi oksijen (O;) ve suya (H,O) geviren hem igeren

tetramerik bir enzimdir. Biitiin enzimler i¢inde en yiiksek devir hizina sahiptir [207].

Farkli bitki tiirlerinde yapilan ¢alismalara gore; KAT enzimi aktivitesi
salatalik ve fasulye kotiledonlarinda senesensin baslangicindan itibaren devaml
olarak azalmistir [47]. KAT aktivitesi misir ve soya fasulyesi yapraklarinda

senesensin baglangicinda artmis ancak daha sonra azalmigtir [208].

Dagmar Prochazkova vd. (2001) [193] tarafindan musir bitkisinde yapilan
calisgmada KAT enziminin aktivitesi tepe pliskiilii ¢iktiktan 25 giin sonrasina kadar
artmistir ancak daha sonra azalmistir. Senesensin baslangicinda KAT aktivitesi

artmustir ancak senesensin ilerlemesiyle KAT enzimi aktivitesinde azalma olmustur.

Hongwei Li vd. (2014) [195] tarafindan bugday (Triticum aestivum L.)
bitkisinde yapilan ¢alismada KAT enziminin aktivitesi erken yaslanan hatlarda
normal yaglanan hatlara gore ¢esitli zaman araliklarinda yapilan 6rneklemelerde daha
diisiik bulunmustur. Senesens siiresince KAT aktivitesi erken yaslanan hatlarda
bayrak yaprak gelisiminden 11. giine kadar artmis daha sonra Onemli diizeyde
azalmistir, ancak normal yaslanan hatlarda bayrak yaprak gelisiminin 18. giine kadar

artmis ve 18. giinden sonra diisiik miktarda azalmistir.

Thirupathi Karuppanapandian vd. (2011) [189] tarafindan bakla (Vigna
radiata L. Wilczek) bitkisinde yapilan ¢alismada 8 giinliik bakla (Vigna radiata L.
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Wilczek) bitkisinde yaprak senesensi 2,4-D ile uyarilmistir daha sonra senesens
giimiis nitrat (AgNQO3) ve ya glimiis nanopartikiilleri (AgNPs) formundaki giimiis
iyonlarmin ilavesiyle inhibe edilmistir. 2,4-D ile uyarilan yaprak senesensinde
katalaz enzimi aktivitesi azalmistir. 2,4-D uygulanmasi KAT, SOD gibi bir¢ok
antioksidan enzimin aktivitesini diizenler [15, 16]. KAT enzimi hidrojen peroksit
radikaline kars1 hassastir aktivitesinin azalmasiyla hiicrede hidrojen peroksit seviyesi

artmustir. 2,4-D ile birlikte giimiis nitrat uygulamasi KAT enzimi aktivitesi artmistir.

Lamiaa F. El-Gaied vd. (2013) [209] tarafindan yapilan galismada IAA
uygulanan domates fidelerinde kontrol ile karsilagtirildiginda protein igerigi ve
katalaz aktivitesi artmistir. Oksin uygulanmasi bugdaylarda biiylime diizenleyici
oldugundan katalaz enzimi aktivitesini ve katalaz transkriptlerinin aktivitesini
artirmigtir.  Calismamizda KAT enzimi aktivitesi 50 ve 100 ppm IAA
uygulamalarinda 6nemli dlgiide artis gostermistir (Sekil 4.12). Acak bu artis [AA nin
uygulama dozuna bagli olarak degisebilir yiiksek konsantrasyondaki IAA senesensi
uyararak KAT enzimi aktivitesinde azalmaya neden olabilirken optimum
konsantrasyonlarda TAA wuygulamasi senesensin azalmasina neden olarak KAT

aktivitesinde artisa neden olabilir.

[lhami Karatas vd. (2010) [194] tarafindan yapilan calismada karanlikla
uyarilan senesens siiresince Tropaeolum majus yapraklarinda IAA uygulanmasi KAT

enziminin aktivitesinde azalmaya neden olmustur.

Mehrnaz ve Mansour (2014) [182] tarafindan yapilan ¢alismada karanlikta
tutulan Pelargonium zonale yapraklarina giimiis nanopartikiilii uygulamasi
yapimistir. KAT aktivitesi 20 ve 40 mg/l* konsantrasyonundaki giimiis
nanopartikiili uygulamalarinda artarken daha yiliksek glimiis nanopartikiilii
uygulamalarinda azalmistir. Calismamizda Karanlik uygulanan fidelerle karanlikla
birlikte AgNO3 uygulamas1 yapilanlar karsilagtirildiginda giimiis nitrat uygulamasi
KAT aktivitesinde yaklasik olarak % 20’lik bir artis goriilmistiir (Sekil 4.12). KAT
aktivitesindeki artis glimiis nitratin etilen etkisini azaltarak bitkilerin senesense

girmesini yavaslatmasindan dolay1 olabilir. 200 ppm konsantrasyonunda AgNO3
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uygulanmasi, 50 ve 100 ppm IAA uygulamalari yapilan bitkilerde KAT aktivitesinde
ciddi oranlarda azalmaya neden olmustur (Sekil 4.12). KAT aktivitesindeki bu
azalmanin nedeni AgNQO3’tin 200 ppm’lik dozunun enzim aktivitesini inhibe etmesi

olabilir.

Bitkilerde karanlikla uyarilan senesenste hidrojen peroksit birikimi artar.
Calismamizda KAT aktivitesi degerleri karanlikta birakilan bitkilerde kontrole gore
onemli 6l¢iide azalmistir. SOD ve KAT aktivitelerinde meydana gelen artigla
oksidatif hasarin istesinden gelinir [182]. Lei vd. (2008)’e [210] gore ispanak
yapraklarinda giimiis nanopartikiillerinin uygulanmasiyla kloroplastlarda APX
(askorbat peroksidaz), SOD, POD (Guaiacol peroxidase) ve KAT aktivitesi artar ve
oksidatif hasar azalir. SOD ve KAT aktivitelerindeki azalma ile birlikte hiicrede
ROT konsantrasyonu artar boylece lipid peroksidasyonu, senesens ve hiicre dliimii

artar [211] .

4.2.9 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Bir metaloenzim olan SOD; reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi
oksidatif stresle basa ¢ikmak i¢in hiicrelerde bulunan hiicre i¢i enzimatik
antioksidandir. Stperoksit (O, ") radikalini H,O,’ye indirger ve O, ~ ortadan
kaldirildig1 i¢in Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla "OH radikalinin olugma riskini
azaltir. SOD enzimi ROT seviyesini azaltarak toksik etkilerine karsi ilk savunma
hattini olusturur [212, 213].

Farkli bitkilerde yapilan bazi caligmalara gore toplam SOD aktivitesi tiitiin
bitkisi yapraklarinda Dertinger vd. (2003)’e [214] gore senesensin baglangicinda
artmis daha sonra senesensin ilerlemesiyle azalmistir, misir bitkisi yapraklarinda
Prochazkova vd. (2001)’e [193] gore SOD aktivitesi baglangicta artmis ancak daha
sonra azalmistir, bugday bitkisi yapraklarinda Srivalli and Khanna-Chopra (2001)’e

[215] gore SOD enzimi aktivitesi devamli olarak azalis gdstermistir.

Cu/Zn SOD aktivitesi fasulye bitkisi kotiledonlarinda Prochazkova ve

Wilhelmova (2007)’ya [176] gore senesensin baslangicinda artmis ancak daha sonra

72



Oktem, M. 2015. Bugday (Triticum aestivum L.) Bitkilerinde Uyarilmis Senesens Siirecinin Ag"
Iyonlart Ile Kontrolii, Yiikslek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

senesensin  ilerlemesiyle azalmigtir. MnSOD  aktivitesi  fasulye  bitkisi
kotiledonlarinda senesensin baslangicinda artmis daha sonra azalmistir. MnSOD
aktivitesi bezelye yapraklarinda Jimenéz vd. (1998)’e¢ [216] goére senesensin

baslangicindan itibaren devamli olarak azalmistir.

Romero-Puertas vd. (2004) [178] tarafindan yapilan ¢alismada 2,4-D’nin
bezelye (Pisum sativum L.) bitkisi tizerindeki etkileri rapor edilmistir. Bitkilerde 2,4-
D uygulamas: siiperoksit ve hidrojen peroksit radikallerinin artmasina sebep
olmustur ve bu da proteinlerin yikilmasina yol agarak oksidatif stresin meydana
gelmesine yol agmistir. Piiskiirtme ile 2,4-D uygulanan bezelye yapraklarinda SOD

enzimi aktivitesi 6nemli diizeyde artmistir.

Hongwei Li vd. (2014) [195] tarafindan bugday (Triticum aestivum L.)
bitkisinde yapilan ¢alismada SOD ve KAT enzimlerinin aktiviteleri erken yaslanan
hatlarda normal yaslanan hatlara gore ¢esitli zaman araliklarinda yapilan
orneklemelerde daha diisiik bulunmustur. Erken yaslanan hatlarda senesens etkileri
normal yaglanan hatlara gére daha erken ortaya ¢ikmistir bu nedenle SOD aktivitesi

erken yaslanan hatlarda normal yaslanan hatlara gore daha diisiik olmus olabilir.

Thirupathi Karuppanapandian vd. (2011) [189] tarafindan yapilan
caligmada 8 giinliik bakla (Vigna radiata L. Wilczek) bitkisinde yaprak senesensi
2,4-D ile uyarilmistir daha sonra senesens AgNO; veya giimiis AgNPs formundaki
glimiis iyonlariin ilavesiyle inhibe edilmistir. 2,4-D uygulanmas1 KAT, SOD gibi
birgok antioksidan enzimin aktivitesini diizenler [190, 191]. 2,4-D uygulanmas1 SOD
enziminin aktivitesini kontrol ile karsilastirildiginda artirmistir. Calismamizda
toplam SOD aktivitesi degerleri karanlikta birakilan bitkilerde kontrole gore sinirh
Olclide azalirken, 50 ve 100 ppm IAA uygulamalarinda 6nemli Olgiide artis
gostermistir (Sekil 4.13). Cu/Zn SOD degerler toplam SOD degerleri ile benzerlik
gosterecek sekilde karanlikta azalirken, 50 ve 100 ppm IAA uygulamalarinda artis
gostermistir (sekil 4.14). Belirli doza kadar IAA uygulamasi bitkilerde senesensi
geciktirici etki yapmaktadir. IAA uygulamasi ile birlikte SOD aktivitesinin artmasi

IAA uygulamasinin senesensi geciktirici etkisinden kaynaklanmis olabilir. 2,4-D ile
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birlikte glimiis nitrat uygulamasi ile SOD enzimi aktivitesi azalirken KAT enzimi

aktivitesi artmistir.

Mehrnaz ve Mansour (2014) [182] tarafindan yapilan ¢aligmada
karanliktatutulan Pelargonium zonale glimiis nanopartikiilii uygulamasi yapilmustir.
SOD enzimi aktivitesi 60 mg/L™ye kadarki giimiis nanopartikiilii
konsantrasyonlarinda artis gostermistir. Ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda
azalmaya baglamistir. Calismamizda Karanlik uygulanan fidelerle karanlikla birlikte
AgNOj3 uygulamasi yapilanlar karsilagtirildiginda SOD aktivitesinde yaklasik olarak
% 30’lik bir artig goriilmiistiir (sekil 4.13). Bu artigin sebebi AgNO3 “lin karanlikla
uyarilan senesensin etkilerini geciktirmesi olabilir. AgNO3 uygulanmasi 50 ppm IAA
uygulanan fidelerde SOD aktivitesinde yaklasik olarak % 22’lik bir azalmaya neden
olurken 100 ppm IAA uygulanan fidelerde yaklasik olarak % 15’lik azalmaya neden
olmustur. (sekil 4.13). AQNO;3 uygulamasiyla birlikte SOD aktivitesinde ortaya ¢ikan
bu azalmanin nedeni 200 ppm konsantrasyonunda uygulanan AgNO3’iin toksik etki
yapmasindan dolay1 olabilir. AgNO; uygulamasi karanlik uygulanan fidelerde
Cu/Zn-SOD aktivitesinde artisa neden olurken IAA uygulanan fidelerde azalmaya
neden olmustur (sekil 4.14.). Cu/Zn-SOD aktivitesinde ortaya ¢ikan bu azalma 200
ppm AgNO3’iin Cu/Zn-SOD iizerindeki inhibitor etkisinden kaynaklanmis olabilir.

4.2.10 Cu/Zn-SOD Transkriptine Ait Gen Ifadesi

Casano vd. (1994) [217] tarafindan yapilan ¢alismada Barley (Hordeum
vurgare L.) bitkisinin geng ve yaslanan yapraklar1 karanlik, 151k ve fotooksidatif stres
kosullarinda bekletilerek mitokondriyal Mn-SOD, kloroplastik FeSOD ve
sitoplazmik Cu/Zn SOD enzimlerinin transkript seviyesi ve aktiviteleri belirlenmistir.
Karanlikta 6 saatlik inkiibasyondan sonra SOD’larin mRNA transkript seviyesi
diismiistiir. Karanlikta 20 saatlik inkiibasyondan sonra SOD transkriptlerinin ifadesi

hem yasl hem de genc¢ yapraklarda azalmistir.

Romero-Puertas vd. (2014) [178] tarafindan yapilan calismada 2,4-D
bezelye (Pisum sativum L.) bitkisinde biiyiime ve ROT metabolizmasi tizerindeki
etkileri rapor edilmistir. 2,4-D 6zellikle ksantin oksidaz ve siiperoksit dismutaz

aktivitelerini ve transkript diizeylerini etkiler. 2,4-D uygulamas: ile birlikte Mn-SOD
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transkript diizeyi artarken Cu/Zn-SOD transkript diizeyi azalmistir. Calismamizda
IAA’nin 100 ppm’lik dozu uygulanan fidelerle hem 100 ppm IAA hem de AgNO3
uygulamasi yapilan fidelerdeki Cu/Zn SOD geninin ifadesi karsilastirildiginda
AgNO;3; uygulamast Cu/Zn SOD geninin ifadesini artirmistir. Ayrica IAA
uygulamasiyla birlikte de Cu/Zn SOD geninin ifadesinde artis goriilmistiir (Sekil
4.22). IAA ve AgNOg3’1n belli dozda uygulanmasi bitkilerde senesensi geciktirici etki
yapabileceginden dolay1 antioksidan kapasitede artis meydana gelmis olabilir ve bu

nedenle Cu/Zn SOD geninin ifadesi artmis olabilir.

Hongwei Li vd. (2014) [195] tarafindan bugdayda (Triticum aestivum L.)
bitkisi kullanilarak yapilan g¢alismada Cu/ZnSOD gen ifadesi bayrak yaprak
gelisiminden hemen sonra erken ve gec yaslanan hatlarda ayni seviyededir, bayrak
yaprak gelisiminden 11 giin sonra Cu/ZnSOD geninin ifadesi erken yaslanan hatlarda
normal yaslanan hatlara gore yaklasik %50 daha azdir. Cu/ZnSOD geninin ifadesi
bayrak yaprak gelisiminden 11, 18 ve 24 giin sonra erken yaslanan hatlarda normal
yaglanan hatlara gore daha diistiktiir. Erken yaslanan hatlardaki Cu/ZnSOD geninin
ifadesinin normal yaslanan hatlardan daha diisiik olmasi erken yaslanan hatlarda
senesens belirtilerinin normal yaslanan hatlardan daha erken ortaya ¢ikmasindan

dolay1 olabilir.

Lamiaa F. EI-Gaied vd. (2013) [208] tarafindan domates bitkisinde yapilan
calismada IAA uygulamas: yapilan domates yapraklarinda SOD geninin ifadesi

kontrole gore artmustir.

Calismamizda Cu/Zn SOD geninin ifadesi kontrol ile kiyaslandiginda
AgNQO;3 uygulamasi yapilan fidelerde artis gostermistir. Ayrica karanlik uygulamasi
yapilan fidelerle kiyaslandiginda Cu/Zn SOD geninin ifadesi hem karanlik hem de
AgNO;3 uygulamas: yapilan fidelerde artmistir (Sekil 4.22). Cu/Zn SOD geninin
ifadesindeki bu artis AgNO; uygulamasmin etilen etkisini azaltarak senesensi

geciktirmesine bagli olabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

% Triticum aestivum L. (Giin-91) bitkilerinde karanlik uygulamasi fide boylari,
oransal su igerigi, klorofil-a, klorofil-b, toplam klorofil, 3-karoten, ksantofil,
toplam antioksidan kapasite, ¢oziiniir fenol, toplam ¢6ziiniir protein, katalaz,
stiperoksit dismutaz, Cu/Zn-SOD enzimi aktivite diizeyleri azaltirken Cu/Zn-
SOD geninin ifade diizeyi artirmistir.

% Triticum aestivum L. (Giin-91) bitkilerinde IAA uygulanmasiyla fide boylari,
oransal su igerigi, klorofil-a, klorofil-b, toplam klorofil, B-karoten, ksantofil,
toplam antioksidan kapasite, ¢oziiniir fenol, toplam ¢dziiniir protein diizeyleri
azalirken, katalaz, siiperoksit dismutaz, Cu/Zn-SOD enzimleri ve Cu/Zn-SOD
geninin ifade diizeyleri artmistir.

< Triticum aestivum L. (Giin-91) bitkilerinde 200 ppm konsantrasyonundaki
glimiis nitrat fide boylari, oransal su igerigi, klorofil-a, klorofil-b, toplam
klorofil, B-karoten, ksantofil, toplam antioksidan kapasite, ¢Ozliniir fenol,
toplam ¢oziiniir protein, Cu/Zn-SOD geninin ifade diizeyi parametrelerinde
artisa yol agarken katalaz, stiperoksit dismutaz, Cu/Zn-SOD enzim aktivitesi
parametrelerinin kontrole gére azalmasina neden olmustur.

% Bu arastirmadan elde edilen bulgular senesens siirecinin antioksidan bilesik
ve enzimlerin diizeyindeki degismelerle iliskili oldugunu gostermistir. [AA
ve karanlik uygulamalari senesens siirecini  hizlandirmistir.  AgNOs
uygulamasi senesens siirecini geciktirici etki yapmuigstir.

% Ancak yapilan bu calismanin IAA ve AgNOgz’iin daha farkli dozlar
uygulanarak ve hasat ile birlikte analizlerin zamana bagli olarak (6rnegin
senesensin 7, 14, 21. giinlerinde) yapilmasi senesens siirecinde IAA ve
AgNOQ3; iyonlarinin etkilerinin belirlenmesinde daha ayrintili bulgular elde
edilmesini saglayabilir.

s AgNO;iyonlarmin toksik etkisinden ve stomalardan gegmek i¢in daha biiyiik
partikiillere sahip olmasindan dolay:1 toksik etkisi nispeten daha az olan ve
daha kiiclik partikiillere sahip oldugundan stomalardan daha kolay gecerek
daha diisik konsantrasyonlarda ayni etkiyi yapabilecek AgNps’ler (giimiis

nanopartikiilleri) uygulanmasi ¢calismay1 daha verimli hale getirebilir.
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¢ Gen ifadesi analizleri sonuglarinin daha verimli olabilmesi i¢in 1slah
stirecinde bitki genomlarinda meydana gelen degisimlerden dolayr ¢alismada
kullanilan T. aestivum (Giin-91) ¢esidine 6zel gen bolgelerinin dizilerinin
cikartilip bu dizilere yonelik primerler tasarlanmasi ve daha fazla genin
ifadesine bakilarak IAA ve Ag” iyonlarinin senesens siirecindeki etkileri daha

etkili bir sekilde arastirilabilir.
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EKLER

Ek 1. T. aestivum L. (Giin-91) ¢esidinin yapilan uygulamalar sonrasindaki
fide boylarina ait varyans analizi sonuglari

ftablo | ftablo

Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. deg.
Kaynagi derecesi |sapma |ortalamasi|F oran1 |0,05 0,01
Gimis ** |1 130,7 |130,7 30,8 4,49 8,53
Uyarict * 3 42,8 14,3 3,4 3,24 5,59
Etkilesim ** |3 292,3 (974 22,9 3,24 5,59
Hata 16 68 4,25

Toplam 23 533,8

Ek 2. Yapilan uygulamalar sonrasindaki Oransal Su Igerigi (RWC) ait
analizi sonuglar1

ftablo | ftablo

Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. deg.
Kaynagi |derecesi |sapma |ortalamasi|F oran1 |0,05 0,01
Giimiis 1 1,9 1,9 0,1 4,49 8,53
Uyarici 3 128,9 43,0 1,8 3,24 5,59
Etkilesim |3 95,8 31,9 1,3 3,24 5,59
Hata 16 3917 |24,48125

Toplam |23 618,3

varyans

Ek 3. Yapilan uygulamalar sonrasindaki Klorofil-a miktarina ait varyans analizi

sonuglari

ftablo | ftablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. deg.
Kaynagi derecesi |sapma |ortalamasi|F oran1 |0,05 0,01
Gilimiig ** |1 50848,4 |50848,4 |14,4 4,49 8,53
Uyaric1 ** |3 300749,1|100249,7 |28,4 3,24 5,59
Etkilesim * |3 51615 17205,0 [4,9 3,24 5,59
Hata 16 56577,6 |3536,1
Toplam 23 459790,1

* [statistiksel olarak % 5 diizeyinde 6nemli (p<0,05)
** [statistiksel olarak % 1 diizeyinde 6nemli (p<0,01)
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Ek 4. Yapilan uygulamalar sonrasindaki Klorofil-b miktarina ait varyans analizi

sonuglari

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo
Kaynag1 |derecesi [sapma |ortalamasi|F oran1 |0,05 deg. 0,01
Glimiis 1 163597,6 | 163597,6 |0,4 4,49 8,53
Uyarict 3 2223852 |741284,1 |1,7 3,24 5,59
Etkilesim |3 104050,5 | 34683,5 |0,1 3,24 5,59
Hata 16 56577,6 |444476,1
Toplam |23 2935976

Ek 5. Yapilan uygulamalar sonrasindaki Klorofil-a/b miktarina ait varyans analizi

sonugclari

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo
Kaynagi |derecesi |sapma |ortalamasi|F oram1 |0,05 deg. 0,01
Giimiis ** |1 0,0 0,0 0,0 4,49 8,53
Uyarici 3 0,8 0,3 7,1 3,24 5,59
Etkilesim |3 0,1 0,0 0,9 3,24 5,59
Hata 16 0,6 0,04
Toplam |23 1,5

Ek 6. Yapilan uygulamalar sonrasindaki toplam klorofil miktarina ait varyans analizi

sonuglari

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo
Kaynagi derecesi |sapma |ortalamasi | F oran1 |0,05 deg. 0,01
Gilimiig ** |1 396833,91396833,9 17,4 4,49 8,53
Uyaric1 ** |3 4142185 |1380728,2 | 60,6 3,24 5,99
Etkilesim |3 80537,9 |26846,0 |1,2 3,24 5,59
Hata 16 364726,5|22795,41
Toplam 23 4984283

* [statistiksel olarak % 5 diizeyinde 6nemli (p<0,05)
** [statistiksel olarak % 1 diizeyinde 6nemli (p<0,01)
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Ek 7. Yapilan uygulamalar sonrasindaki B-karoten miktarina ait varyans analizi

sonugclari

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo
Kaynagi |derecesi |sapma |ortalamasi|F oran1 |0,05 deg. 0,01
Glimiis ** | 1 400,2 |400,2 3,0 4,49 8,53
Uyarict |3 2672,5 |890,8 6,6 3,24 5,59
Etkilesim |3 1125 [37,5 0,3 3,24 5,59
Hata 16 2162,7 |135,1688
Toplam |23 5347,8

Ek 8. Yapilan uygulamalar sonrasindaki ksantofil miktarina

ait varyans analizi

sonugclari

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo
Kaynagi |derecesi |sapma |ortalamasi|F oram1 |0,05 deg. 0,01
Glimiis 1 4056,0 |4056,0 1,0 4,49 8,53
Uyarict 3 14316 |4772,0 1,1 3,24 5,59
Etkilesim |3 244 81,3 0,0 3,24 5,59
Hata 16 67248 |4203
Toplam |23 85864

Ek 9. Yapilan uygulamalar sonrasindaki toplam antioksidan kapasiteye ait varyans
analizi sonuglari

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo
Kaynagi derecesi |sapma |ortalamasi|F oran1 |0,05 deg. 0,01
Gimiis*™* |1 20533,5 |20533,5 |10,6 4,49 8,53
Uyaric1 ** |3 95385,8 |31795,3 16,4 3,24 5,59
Etkilesim * | 3 25129,8 |8376,6 4,3 3,24 5,59
Hata 16 31006,7 |1937,919
Toplam 23 183555,8

* [statistiksel olarak % 5 diizeyinde 6nemli (p<0,05)
** [statistiksel olarak % 1 diizeyinde 6nemli (p<0,01)
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Ek 10. Yapilan uygulamalar sonrasindaki toplam ¢Oziiniir fenol miktarlarina ait
varyans analizi sonuglari

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo
Kaynagi derecesi |sapma ortalamasi | F oran1 | 0,05 deg. 0,01
Gimiig ** |1 1450416,7 | 1450416,7 | 155,4 4,49 8,53
Uyaric1 ** |3 2603333 |867777,8 |93,0 3,24 5,59
Etkilesim * | 3 151250 |50416,7 |54 3,24 5,59
Hata 16 149333,3 |9333,331
Toplam 23 5698333

Ek 11. Yapilan uygulamalar sonrasindaki toplam ¢Oziiniir protein miktarlarina ait
varyans analizi sonuglari

Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler f tablo f tablo
Kaynagi derecesi |sapma ortalamasi | F oran1 |deg. 0,05 | deg. 0,01
Giimiig ** |1 451552,7 |451552,7 |29,8 4,49 8,53
Uyaric** |3 4329815,3|1443271,8|95,3 3,24 5,59
Etkilegim** | 3 305410 |101803,3 [6,7 3,24 5,59
Hata 16 242187,3 |15136,71

Toplam 23 7508655,3

Ek 12. Yapilan uygulamalar sonrasindaki Katalaz enzimi aktivitesine ait varyans
analizi sonuglari

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo deg.
Kaynagi derecesi |sapma ortalamasi | F oran1 | 0,05 0,01
Glmis ** 1 29120,0 [29120,0 |23,9 4,49 8,53
Uyaric1 ** |3 113344,7|37781,6 |31,0 3,24 5,59
Etkilesim ** |3 128301,3|42767,1 |35,1 3,24 5,59
Hata 16 194929 |1218,306
Toplam 23 290259,6

* [statistiksel olarak % 5 diizeyinde 6nemli (p<0,05)
** [statistiksel olarak % 1 diizeyinde 6nemli (p<0,01)
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Ek 13. Yapilan uygulamalar sonrasindaki SOD enzimi aktivitesine ait varyans
analizi sonuglar1

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. ftablo deg.
Kaynagi derecesi |sapma |ortalamasi |F oran1 |0,05 0,01
Gimiig ** |1 1263,3 |1262,3 5,0 4,49 8,53
Uyaric1 ** |3 19301 |6433,7 25,4 3,24 5,59
Etkilesim** | 3 19840,1 | 6613,4 26,2 3,24 5,59
Hata 16 12046 |252,875
Toplam 23 52451

Ek 14. Yapilan uygulamalar sonrasindaki Cu/Zn SOD enzimi aktivitesine ait varyans
analizi sonuglar1

f tablo
Degisiklik | Serbestlik | Standart | Kareler deg. f tablo deg.
Kaynagi derecesi [sapma |ortalamasi|F oran1 | 0,05 0,01
Gumis ** |1 1782,5 |17825 35,7 4,49 8,53
Uyaric1 ** |3 5831 1943,7 39,0 3,24 5,59
Etkilegim ** |3 6790,6 |2263,5 45,4 3,24 5,59
Hata 16 797,8 49,8625
Toplam 23 22374,8

Ek 15. Yapilan uygulamalar sonrasindaki Cu/Zn SOD geninin ifadesine ait varyans
analizi sonuglari

27ddCT Relatif Reaction

Ekspresyon Uygulamalar | Expression | Type Efficiency Std. Error 95% C.I. P(H1)
KONTROL 1

AG ** 2,049114 1,035 TRG 1 0.443 - 3.385 0.432-3.449 ]0,998
KARANLIK 8,299359 3,053 TRG 1 1.320 - 8.928 1.106 - 12.294 | 0,084
KARANLIK+Ag** | 8,938297 3,16 TRG 1 1.424 - 10.033 1.167 -11.879 | 0,075
I1AA 50 ppm 9,031715 3,175 TRG 1 1.396 - 9.854 1.189-11.944 | 0,08
IAA 50 ppm+Ag 3,6782 1,879 TRG 1 0.879 - 6.256 0.691 - 6.917 0,573
IAA 100 ppm ** 50,91433 5,67 TRG 1 2.423 - 18.083 2.298 - 19.629 | 0,088
IAA 100 ppm+Ag

*x 89,44941 6,483 TRG 1 2.942 - 21.324 2.471-23.235 | 0,084

* [statistiksel olarak % 5 diizeyinde 6nemli (p<0,05)
** [statistiksel olarak % 1 diizeyinde 6nemli (p<0,01)
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