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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SODYUM DODESIL SI"JLFATIN ARPA Bi_TKistiN GELiSiMj_ I"J_ZERiNDE NEDEN
OLDUGU FiZYOLOJIK VE BiYOKIMYASAL DEGiSIMLER
Tez Damsmam: Dog. Dr. Mucip GENISEL
2017, 86 sayfa
Jiiri: Prof. Dr. Rahmi DUMLUPINAR
Do¢. Dr. Mucip GENISEL
Do¢.Dr. Murat SENTURK

Sodyum dodesil siilfat (SDS) deterjan ve temizlik {iriinlerinin en 6nemli bilesenidir. Temizlik
maddelerinin kullanim siklig1 ile evsel ve endiistriyel atithm yolu dikkate alindiginda SDS’nin
akarsulara, yeralti sularina ve sonunda tarimsal alanlara bulagsmamasi olanaksiz géziikkmektedir. Bu
aragtirmada SDS tarafindan arpa (Hordeum vulgare L) bitki metabolizmasinda indiiklenen fizyolojik
ve biyokimyasal degisimler arastirilmigtir. Bu amagla arpa fideleri 9 giin siire ile hidroponik
sistemlerde ve optimal sartlar altinda yetistirildikten sonra yetisme ortamlarina on calismalarla
belirlenen bes farkli dozda (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mM) SDS ilavesi yapildi. SDS uygulamasindan 72
saat sonra fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki degisimlerin belirlenmesi igin bitkiler hasat
edildi. Kok- govde uzunlugunun kontrol fidelerine gére SDS uygulamalariyla ciddi derecede
inhibisyona ugradigi belirlendi. Ayni zamanda SDS’nin etkisiyle arpa yapraklarinin ¢oziilebilir
protein miktar1 ve klorofil a,, klorofil b, toplam klorofil igerigi ile karotenoid miktarinin azaldig
belirlendi. Ayrica protein sentezi iizerinde SDS’nin olumsuz etkileri elektroforetik yol ile belirlenen
protein profilinde de agik¢a goriildii. Diger taraftan SDS uygulamasimin antioksidan enzimlerden
stiperoksid dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz ve glutatyon reduktaz aktivitesinde diisiise,
peroksidaz aktivitesinde ise artisa neden oldugu tespit edildi. Ayrica reaktif oksijen tiirlerinden
stiperoksit anyonu ve hidrojen peroksit olusumunun SDS’nin etkisiyle tetiklendigi belirlendi.
Bunlarin dogal bir sonucu olarak hiicre zarar1 hasarinin indikatorii olan lipid peroksidasyon diizeyinin
SDS uygulamalari ile ciddi derecede artis gosterdigi tespit edildi. Sonug olarak arastirma bulgularimiz
SDS’nin arpa bitkisinin biiylime, bazi biyokimyasal sentez olaylar1 ve antioksidan savunma
mekanizmalar1 {izerinde olumsuz etkiler gosterdigini agikg¢a ortaya koymaktadir. Bundan dolay1
arastirma sonuglarimiz 1s18inda, bu bilesigin tarimsal alanlara saliverilmemesi i¢in daha siki 6nlemler
alinmasinin, bitkilerin saglikli gelisimi ve ekolojik dengenin korunmasi agisindan bir zorunluluk

oldugunu diisiinmekteyiz.

2017, 86 sayfa

Anahtar sozciikler: antioksidan enzimler, arpa, fotosentetik pigment igerigi hiicre zar1 hasari, protein

profili, reaktif oksijen tiirleri, sodyum dodesil siilfat



ABSTRACT
Msc Thesis

SODIUM DODECYL SULPHATE iNDUCED PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
CHANGES ON THE DEVELOPMENT OF BARLEY SEEDLINGS

Thesis advisor: Assoc. Prof. Mucip GENISEL
2017, 86 pages
Jury: Prof. Rahmi DUMLUPINAR
Assoc. Prof. Mucip GENISEL
Assoc. Prof. Murat SENTURK

Sodium dodecyl sulphate (SDS) is the most important component of detergent and cleaning
products. When considered usage frequency of cleaning matters and the excretion shape of domestic
and industrial wastes, it is impossible that sodium dodecyl sulphate does not contaminate to rivers,
ground waters and finally to agricultural areas. In this study, it was investigated SDS-induced
physiological and biochemical changes on barley (Hordeum vulgare L) plant metabolism. For this
purpose, barley seedlings were cultivated for 9 days at optimal conditions in hydroponical systems
and then SDS at five different concentrations (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mM) determined by preliminary
studies was added to their growing media. After 72 hours from SDS application, barley seedlings were
harvested for determination of changes at physiological and biochemical parameters. It was
determinated that root- shoot lenghts were seriously reduced in SDS applications compared to control
seedlings. Also, SDS decreased soluble protein amounts and chlorophyll a, chlorophyll b, total
chlorophyll content, and carotenoid levels of barley leaves. By the way, it was clearly observed the
negative effects of SDS on protein synthesis in protein profiles determined by electrophoretic method.
On the other hand, SDS applications decreased the activities of antioxidant enztymes including
superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase and glutathione reductase, and increase the
peroxidase activities. Besides, formation of reactive oxygen species including superoxide anion and
hydrogen peroxide was induced by SDS. As a natural consequence of these, SDS applications

severely increased the levels of lipid peroxidation, indicator of cell memmbrane damage.

In conclucion, our research findings clearly revealed that SDS has negative effects on
growth, some biochemical synthesis and antioxidant defence mechanisms at barley. Therefore we
also think that taking precaution for avoid contamination of agricultural areas by this compound is

essantial in terms of healthy plant growth and protection of ecological balance.

2017, 86 pages

Key Words: antioxidant enzymes, barley, cell memrane damage, photosynthetic pigment

contents, proteine profile, reactive oxygen species, sodium dodecyl sulfate
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1. GIRIS

Biyoloji Terimleri Soézliigiine gore ¢evre; organizma ya da bir pargasi
tizerinde etkili olan dis etkenlerin biitiinii olarak tanimlanabilir (Karol vd. 1998).
Cevre kirliligini de cevrenin ana fiziksel 6geleri olan hava, toprak ve suyun
dogrudan ya da dolayli olarak insan faaliyetleri sonucu zarar gérmesi seklinde
tarif edebiliriz. Niifus artigi, sanayilesme ve sehirlesme cevre kirliliginin ana
sebepleridir. Canli  yasaminin devam edebilmesi i¢in ¢evresel 0Ogelerin
kirlenmemesi yani ekolojik dengenin bozulmamasi gerekmektedir (Feyzioglu
2011). Cevre problemlerine ilk defa 1869 yilinda Massachussetts Halk Sagligi
Komitesinde dikkat ¢ekilmis hatta ¢evre problemleri ile ilgili yazili bir agiklama
da yapilmistir. Bu teblig de biitiin bireylerin temiz bir c¢evreye gereksinim
duydugu, cevrenin fiziksel etmenlerini olusturan hava, toprak ve suyun
kirletilmemesi gerektigi bildirilmis ve bunlarin biitiin insanligin ortak mirasi
oldugu, bireylerin bilmeyerek de olsa gevreye zarar veremeyecegi belirtilmistir.
Ne yazik ki bu teblig de yer alan hususlar devletler tarafindan eksiksiz bir sekilde
hayata gecirilmemistir (Gilindiiz 1994). Cevresel problemlerin hem meydana
gelmesinde hem de cevrenin korunmasinda, sahislarin ve hiikiimetlerin ortak
mesuliyetleri vardir. Bu mesuliyetlerin bilinmesi ve ¢evrenin korunmasi i¢in ¢evre
ile ilgili egitimler zaruridir (Dimiski ve Unal 1999). Cevrenin ana fiziksel 6geleri

hava, toprak ve sudur.

Hava kirliligi dis havada kiikiirt dioksit (SO2), partikiiler madde (PM),
nitrojen oksitleri (NOx) ve ozon (Os) gibi zararli maddelerin ¢evre ve saglk
tizerine olumsuz etki yapacak seviyede olmasi seklinde tanimlayabiliriz. Kirlilik
durumu atmosferde dogal siireglere zarar vermekte ve biitiin canlilarin sagligimni

olumsuz yonde etkilemektedir (Bayram vd. 2006).

Toprak kirligi ¢cevrenin bilingsizce ve hor bir sekilde kullanilmasi sonucu
meydana gelmektedir. Ekolojik tahribatin artmasi ile de toprak kirliligi giderek
hiz kazanmaktadir. Insan niifusunun artmasi, kdyden kente gd¢ ve sanayilesme
sonucu oOzellikle evsel ve endiistriyel atiklar topraga ya dogrudan verilmekte ya da
tasiyict kanallar vasitasiyla dolayli olarak topraga bulagsmaktadir. Bunun

sonucunda toprak ekosistemi tahrip olmakta hatta tamamen yok olabilmektedir



(Giiler ve Cobanoglu 1997). Evsel ve endiistriyel atiklari genel bir tasnifle kati
atiklar, siv1 atiklar ve gaz atiklari olarak smiflandirabiliriz. Evsel kati1 atiklar
genelde organik atiklar olup endiistriyel kati atiklar ise hem organik hem de

anorganik nitelikteki ¢ok ¢esitli atiklar olabilmektedir (Behget vd. 2014).

Cevrenin bir diger fiziksel 6gesi de biitiin canlilar i¢i elzem olan sudur. Su,
canli agirligiin ve diinyanin yaklasik %75’ini olusturmaktadir. Diinya genelinde
yapilan arastirmalar su kullanim miktarinin her yil arttigin1 gostermistir (Zeyrek
1996). Yeryliziinde Tatli su kaynaklar1 % 2’nin de altinda olup geri kalan suyu
okyanuslar, tortul kayaglar ve buzullar olusturmaktadir. En gelismis canli
organizma olan insandan tek hiicreli canlilara kadar biitiin organizmalar igin
gerekli olan kullanilabilir su, sonsuz olmayip kisithdir (Kuleli 1989; Kocatas
1992). Tathh su kaynaklarinin ekolojik dengeli kullanimi canlilarin yasamsal
faaliyetleri ile siirdiiriilebilir kalkinmanin ana unsurunu olusturmaktadir. Su
kaynaklari, uzun vadede dikkatli ve diizenli olarak kullanilmasi gereken gevresel
bir mirastir. Halihazirda biitiin su varliklarimiz ekolojik kirlenme tehdidiyle kars1
karsiyadir. Suyun kirlenmesi biitlin canlilarin sagligini tehdit eder. Bu bozulmaya
dogrudan ya da dolayli yonden insan faaliyetleri sebep olmaktadir. Suyu Kirleten
etmenleri kabaca, hayvansal atiklar, toprak erozyonu, kimyasal Kirlilikler,
biyolojik kirlilikler, atmosferde olusan kirlilikler ve yerlesim alanlarindaki
kirlilikler olarak siniflandirabiliriz. Atik sular tatli su kaynaklarinda ciddi ekolojik
tahribatlar meydana getirmektedir. Atik sularda hem endiistri hem de evsel
kaynakli kimyasal kirlilik alt grubunda deterjanlar yiiksek miktarda bulunur
(Toroglu vd. 2006). Ayrica atik sularda bulunan deterjanlarin topraga bulagsmasi
nedeniyle topragin biyolojik ve kimyasal yapist da bozulur. Bunun sonucunda
toprakta toksik element birikmesi olur (Kristensen and Hansen 1994; Dodson et
al. 2000; Boyraz ve Cangir 2008).

Kisaca ozetlemek gerekirse ¢esitli faaliyetlerden dolayr su kaynaklarimi
tehdit eden baslica ana unsurlar sunlardir: organik ve anorganik maddeler, zararh
mikroorganizmalar, tarimsal amagli kullanilan ilaglar, toksik maddeler ve agir
metaller. Bu zararli 6geler nedeniyle kullanilabilir su varliklar1 ciddi anlamda

azalmakta ve ekolojik olarak zarar gormektedir. Bundan dolay: bitki, hayvan ve



insan sagligi ciddi manada tehdit altindadir. Tiim bunlarin yaninda kullanim
genigligi ve miktar1 da dikkate alindiginda sanayi ve evsel dezenfektanlar ve

deterjanlar bu kirletici 6gelerin ana unsurlar1 arasindadir (Barlas ve Dirican 2005).

Deterjan bulasan sularin basta toprak olmak iizere deniz gol ve nehirlere
karismasi ¢evre lzerinde telafisi zor hasarlar meydana getirmektedir. Sucul
ortamlarda ¢esitli endiistri atiklari, tarimsal faaliyetler ve 6zellikle deterjan ve
dezenfektanlarin neden oldugu siilfat artis1 kirliligin bir gostergesidir (Nisbet and
Verneaux 1970; Oztiirk ve Tiirkan 1989). Deterjanlarin sudaki miktari ile ilgili
Bozkurt vd (2004) tarafindan yapilan Yarseli baraj goliindeki kirlilik 6l¢iimiinde,
deterjan seviyesinin 10,2 mg/l ye kadar ¢iktigi bildirilmistir. Bu deger, canli
saghgini tehdit edebilen bir deger olup Diinya Saglik Orgiitiiniin belirttigi kabul
edilebilir diizeyin neredeyse 50 katidir.

Buna ek olarak sulardaki deterjan orani da giin gectikce artmaktadir.
1997-2004 yillar1 arasinda Istanbul bogazinda farkli noktalardan yapilan Slgiimler
bu durumu desteklemektedir. Ornegin istanbul Biiyiiksehir Belediyesine ait K1
istasyonundan alinan su numunesinde 1997 yilinda ki deterjan miktar1 yaklasik 20
ng/l iken bu oran 2004 yilinda 40 pg/l'yi ge¢mistir. Yine ayni calismada MS
istasyonundan alinan numunede 1997 yilindan 2004 yilina kadar artig oranmin %
350’lere yaklastig1 bildirilmistir (Peker 2007). Deterjanlar canlilara dogrudan
zarar verdigi gibi dolayli olaraktan da zarar vermektedir. Mesela deterjanlarin
¢oziinmesi sonucu meydana gelen kimyasal reaksiyonlarla zehirli gazlar da agiga
cikarabilmektedir. Ayrica, atik sularda deterjanlarin neden oldugu kopiiklerin
icerisine mikroorganizmalarin yerleserek cevreye yayildiklart da bildirilmistir
(Yaramaz 1992). Deterjanlar sadece su ekosistemine degil ayn1 zamanda toprak
gecirgenligine de zarar vermektedir. Ornegin kanalizasyon alt yapisi diizgiin
olmayan yerlesim yerlerinde deterjan igeren evsel ve endiistriyel atik sulari,

fosseptik ya da birikinti sularindan topragin i¢ katmanlarina kadar sizabilmektedir.

Merkezi Londra’da olan “Sentetik Deterjanlar Daimi Teknik Komitesi”’nin
4. Gelisim Raporu deterjanlarin kirlilik gostergesi oldugu, mikroorganizma yiikii
ve fiziksel agidan temiz olan sularda deterjan oranmnin 0,5 mg/l den fazla

olmamas1 gerektigi, eger deterjan bu orandan fazla ise kirli kabul edilmesi
3



gerektigini 6nermistir. Ozellikle Birlesik Devletler ve Avrupa’nin ¢ogu iilkesinde
suda deterjanlarin bulunma orani yasal olarak 0.5mg/l olmasina ragmen Diinya
Saglik Orgiitiiniin onerisi ile bu seviye 0,2 mg/l de tutulmaktadir. Tiirk
Standartlar1 Enstitiisti de bu sinir1 0,2 mg/1 olarak 6nermektedir (Dogan vd. 1986;
Anonim 2010).

Canli sagh@ Tlzerine yapilan arastirmalar deterjanlarin, alerjik
reaksiyonlara sebep oldugu ve kanser olusumuna neden olabilecegi bildirilmistir
(Ozkalp ve Ozcelik 1988). Deterjanlarin giivenli kabul edilen dozun altinda bile
suda yasayan canlilar iizerine, patolojik, fizyolojik, iireme, embriyolojik ve
biyokimyasal yonden; bitki g¢esitleri tizerine de sararma, kolorofil-protein
kompleksini pargalama, hiicre membranlarina zarar verme, metabolizma da
yavaglama, biiylimede gecikme, patomorfolojik degisimler, biyokiitle artisinda
azalma, protein ve DNA sentezin de yavaslama gibi olumsuz durumlara neden
oldugu belirtilmistir (Oztiirk ve Tiirkan 1989). Anyonik deterjanlarin uygulandig1
domates orneklerinde 180 ppm dozu bile domates meyvesinin kuru agirlik oranini
yaklagik % 50 oraninda azalttigi ve dozun artmasina bagl olarak gittik¢e artan
oranda kuru agirlikta azalma meydana geldigi bildirilmistir (Yurdakul vd. 2014).
Deterjanlarin insan sagligi tizerine etkileride ciddi boyutlara varabilmektedir.
Deterjanin deriye niifuz edip deri yaglarini ¢ozdiigii ve bu durumda egzamadan
cesitli mantar ve bakterilerin deri tabakasinda c¢ogalmalarmma kadar insan ig¢in

zararli olan durumlar meydana geldigi bildirilmistir (Ayaz ve Yurttagiil 2008).

Deterjanlar baglica 4 ana bilesenden meydana gelmektedir. Bunlar; Yiizey
Aktif Maddeler, kopiik diizenleyiciler, yardimeilar ve katki maddeleridir (Wolkoff
et al. 1998). Ekolojik siiregleri bozan, gittikge kullanim alani genisleyen ylizey
aktif maddeler ¢evreye zarar verici unsurlar igerisindedir. Yiizey Aktif Madde;
suda, sulu bir ¢6zeltide veya susuz ortamda ¢oziindiiklerinde s1v1 yiizeyini genelde
kiiciilten, yani yiizey gerilimini azaltan maddeler olarak tanimlanabilir (Atict
2006). Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) hemen hemen biitiin deterjan, dezenfektan
ve temizlik triinlerinde kullanilan ana ylizey aktif maddedir. Yiizey aktif
maddeler, bas ve kuyruk olmak iizere iki ug¢lu bir yapidan olusurlar. Kuyruk

kisminda hidrofobik grup bulunurken bas kisminda hidrofilik grup bulunur.



Surfaktanlarin yapisinda bulunan hidrofobik yapi genellikle uzun hidrokarbon,
florokarbon veya siloksan zincilerinden meydana gelirken suyu seven hidrofilik
bas kisim ise iyonik veya yiiksek polaritedeki gruplardan meydana gelmektedir.
Hidrofobik ya da hidrofilik isimlendirmesi ise yiizey aktif maddenin iginde
bulunan uglarin suyla yaptiklar1 degme agisina gore yapilmaktadir. Deterjanlar
farkli oranlarda hidrofob ve hidrofil grup igerirler. Bu gruplarin bilesimi,
deterjanin ve yiizey aktif maddenin 6zelliklerini belirler (Erbil 2006). Deterjanlar,
yiizey aktif madde (YAM)’nin hidrofilik kisminin su igerisindeki elektrik yiikii
Ozelliklerine gore anyonik, katyonik, noniyonik ve amfoterik deterjan olarak
simiflandirilir.  Katyonik Deterjanlar:  Organik bazlarin  tuzlaridir. Diger
deterjanlara gore antiseptik 6zelligi daha yiiksek oldugu ve kopilik olusturma
yetenekleri de anyonik deterjanlardan daha az oldugu i¢in lokanta, otel gibi
yerlerde genelde kullanilirlar. Katyonik deterjanlarin hidrofilik kismi hiicre
membraninda bulunan fosfolipidlerin yapisindaki eksi yiikli fosfat koki ile
tepkimeye girerken; hidrofobik kismi da hiicre zarmin hidrofobik kisimlarinin
icine girer. Boylece hiicre zarinin biitlinliigli bozulur. Buna ek olarak deterjanlar

hiicrede bulunan énemli enzimlere de etki eder (Sultan ve Sipahi 2007).

Noniyonik deterjanlar da suda tamamen iyonize olmazlar ve renk agma
ozelliklerinden dolayr tekstil sanayinde kullanilirlar. Polietilen oksitler, alkil

glukozitler, sorbitan esterler, polioksietilen sorbitan esterler bu gruba dahildir.

Amfoterik deterjanlarin net elektrik yiikii sifirdir; ¢iinkdi ayn1 molekiilde
hem pozitif hem de negatif yiik bulunur. Bulunduklar1 ortama pH’sina gore
anyonik ya da katyonik ozellik sergileyebilirler. Cift yilik tasidiklarindan
adsorblandiklar yilizeyde yiik degisimine neden olmazlar (Doganci vd. 2010).

Anyonik deterjanlar ise en c¢ok tiiketilen, genelde evlerde kullanilan
deterjanlar grubunu olusturur. Anyonik Deterjanlar primer veya sekonder alkil
stilfatlar ile sodyum alkil benzen siilfonatlar olarak kabaca ikiye ayrilir. Anyonik
Deterjanlar sulu ¢ozeltilerinde negatif yiiklii bir grup veya anyon verirler. Sodyum
dodesil siilfat (SDS) ve yag asitlerinin Na/K tuzlar1 olan sabunlar bunlarin

arasindadir (Sultan ve Sipahi 2007).



Deterjanlara anyonik 6zelligi kazandiran SDS, yapisindaki sodyum
atomunu oda sicaklig1 ve ndtral pH’da verir ve kalan kisim anyonik duruma geger.
SDS'nin molekiil formiilii NaC12H25SO4 olup molekiil agirligi 288,379 g/mol diir.
206 °C 'de eriyen bilesik 1,01 g/cm?® yogunluguna sahiptir. SDS’yi olusturan;
karbon-hidrojen (C-H) kiikiirt-oksijen (S-O) ve karbon-oksijen (C-O) atomlari
arasinda kovalent yapili baglar bulunmaktadir. Sodyum atomu ile oksijen arasinda
ise iyonik yapili bir bag mevcuttur (Haliki 2011). SDS Sivi-gaz ara yiizeyine
adsorblanir ve sivinin yiizey geriliminin diismesini saglar (Fainerman et al.
2010). SDS'nin molekiil formiilii sekil 1.1. deki gibi 3 boyutlu yapist da sekil 1.2.
deki gibidir.

o
CH3(CHz)10CH20-S—ONa
o

Sekil.1.1. SDS’nin molekiil formiilii

Sekil 1.2. SDS’nin ii¢ boyutlu yapisi

SDS nin bag (hidrofilik ) kismmi yiikli siilfat grubu olustururken
hidrofobik olan kuyruk kismimni ise dodesil hidrokarbon grubu olusturur. SDS,
aminoasitlerin peptit baglarin1 parcalar. Ek olarak, (-) yiik tasidigindan dolay
peptitleri (-) yiik ile yiikler (Fainerman et al. 2010). Giiniimiizde siirfaktanlar
igerisinde istenilen oOzellikleri en iyi karsilayan bilesik SDS dir. Bundan dolay1

SDS'nin ¢ok genis bir kullanim alani bulunmaktadir ve giin gegtikce kullanim



miktar1 da artmaktadir. Tiiketilen ylizey aktif maddelerin % 73’iinii anyonik kisim
olusturur. Bu YAM’lerde en ¢ok kullanilan ise SDS dir. Diinya genelinde 1990
yilinda 9.840.000 ton, 1995 yilinda 10.262.000 ton olan YAM tiiketimi, 2000
yilinda 12.616.000 ton olarak belirlenmistir. Tiim bu veriler SDS kullanim
miktarinin da her yil arttigini gostermektedir (Atict 2006).

SDS kati1 ilag formiilasyonlarindan dis macunlarina, sampuanlardan dus
jellerine, tiras kopiiklerinden zemin temizleyicilere, araba yikama sabunlarindan
losyonlara ve de 6zellikle camasir deterjanlarinda, bulasik deterjanlarinda ve sivi
el sabunlarinda kullanilmaktadir. SDS yalnizca temizlik endiistrisinde degil ayni
zamanda dis hekimliginde, deri yumusatmada, ylin temizlemede, metal islemede,
boya ve kagit endiistrisinde kullanilmaktadir. Ayrica gida endiistrisinde yumurta
aki, meyve suyu, bitkisel yag ve krema gibi baz1 gida maddelerinde katki maddesi
olarak kullanilmaktadir (Kelly et al. 1997; Kumar et al. 2014). Bu kadar fazla
kullanilan bir bilesigin canlilar iizerine maalesef ki yiiksek diizeyde olumsuz
etkileri bulunmaktadir. SDS bakteriler de protein denatiirasyona ve hiicre
membraninin par¢alanmasinda etkili olup bakteri dldiirticii etkisi, pH 1.5 ve 3
araliginda daha da artmaktadir. SDS’nin Levulinik Asit ile beraber Et ve Marul da
bulunan patojenler ile E. coli ve Salmonella gibi gida kaynakli patojenlerin yok
edilmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Bu durum SDS’nin yararh
mikroorganizmalar lizerine de kaginilmaz olarak etki ettigini gosterir. Nitekim
SDS’nin suda yasayan farkli tiirdeki mikroorganizmalar iizerine de etki ettigi

bildirilmistir (Demirel 2013).

SDS’nin Gram Negatif bakterileri ilizerine olumsuz etkilerinin oldugu
rapor edilmistir. SDS sitoplazma i¢inde yanlis katlanan ve denatiire olan protein
miktarlarinda artisa yol agmakta olup, ayrica hiicrede diger birtakim farkli toksik
etkileri de olabilir (Rajagopalet al. 2002). SDS farkli hiicre organellerinde ¢esitli
etkilere sahiptir. Saccharomy cerevisiae’da hormon seviyesine gore hedef hiicre
reseptorlerin miktarin1 azaltan ya da arttiran genlerde up- down regiilasyon
genlerinde degisime neden olmustur. Up-down regiilasyon {iireten genler
sitoplazmada, mitokondride, niikleusta peroksizom ve plazma membraninda
lokalize olmuslardir (Abboud et al. 2007).



SDS’nin su ekolojisi lizerine toksik etkilerini aragtirmak i¢in bir bakteri
tird olan Vibriofischeri, bir alg olan Dunaliellatertiolecta, kabuklular smifinin
tiyesi olan Tigriopusfulvus, derisi dikenliler su hayvani grubuna ait
Paracentrotuslividus ve Avupa Deniz Levregi (Dicentrarchuslabrax) {izerinde
yapilan caligmalara gore s6z konusu maddenin bu canlilar iizerindeki EC50
degerleri sirasiyla 2.6, 4.8, 7.4, 3.2, 7.3 mg.LYoldugu tespit edilmistir Bu degerler
SDS’nin ¢ok diisiik diizeyde bile organizmalar i¢in zararli oldugunu

gostermektedir. (Mariani et al. 2006).

SDS'nin 0-15 mg/l konsantrasyon araligi Cipuramin (Sparus aurata L.)
bobrek ve dalaginin morfolojik yapisinin bozulmasina neden oldugu bildirilmistir
(Carrasco et al. 2001). SDS'nin farkli konsantrasyonlarina maruz kalan 20 kalkan
yavrusunda %50 6liim oran1 goriilmiistiir. Centropomus parallelus larda SDS'nin
biiylime ve metabolizma ile ilgili subletal kronik etkilerinin oldugu bildirilmistir

(Rocha et al. 2007 ).

SDS'nin Cyprinus carpio L'min metabolizma ve yiizme kapasitesini
etkiledigi belirtilmistir (Bantseev et al. 2003). SDS, Su Piresinde akut toksisite
oranimi arttirmistir (Ahlers et al. 2006 ). Kobay farelerin SDS ile muamele
edilmesi sonucu giinliik 1200 mg’nin goz ve deri i¢in toksik olabilecegi ayrica
siganlarda bu degerden daha diisiik SDS dozlarinin bile kolesterol esterleri ve
fosfolipitleri arttirdig1 ve trigliserit seviyesini azalttigi bildirilmistir (Boeije et al.
2006).

SDS’nin sadece mikroorganizmlar ve hayvanlar lizerinde degil insanlar
tizerinde de olumsuz etkileri bulunmaktadir. Egzamali bireylerde cilt duyarlilig
ve tahrisini arttirdig1 ayrica bu duyarliligin mevsimsel olarak degisebilecegi ifade

edilmistir (Lofler and Effendy 1999).

Status Cosmeticus, hicbir sekilde kozmetik iiriinii  kullanamayan
hastalardir. SDS’nin “StatusCosmeticus”a neden olan kimyasal maddeler i¢inde
yer aldigr tespit edilmistir (Utas 2003). SDS’nin Dentin Hassasiyetine yol agtigi
belirtilmistir. (Haciogullar1 vd. 2014). Dis macunlarina temizlik giicli artmasi i¢in

ilave edilen kopiik arttirict dzelligine sahip SDS’nin mukoza hiicrelerinin yikimini
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arttirtp tahris edici etki gosterdigi ve Akut alerjik diseti iltihabi ile aftoz lezyon
olusumunda dogrudan etkili oldugu belirtilirmistir (Baran ve Nalgac1 2007).

Dirilgen and Ince (1995) SDS’nin farkli konsantrasyonlarda bitki gelisimi
tizerine etkisini aragtirmiglardir. Ekip yaptigi ¢aligmada su mercimegi (Lemna
minor L.) iizerine SDS’nin etkilerini 1-300 ppm arasi arastirmistir ve
caligmalarinda 1-40 ppm SDS seviyelerinin bitkinin gelisimini arttirdigi bu
degerden sonra inhibisyonun basladigini bildirmisleridir. SDS’nin konsantrasyona
bagli olarak yapraklarda birikiminin arttigi ve ayrica biyodegredasyonu

neticesinde ortamda alkalin ara maddelerinin olustugunu gézlemlemislerdir.

Ayni calisgmada 40 ppm degerine kadar kuru taze agirligin kontrolden
disik oldugu fakat bu degerden sonra artig oldugu; Yapraklarda

biyoakiimiilasyonun da konsantrasyonla arttig1 bildirilmistir.

Su Mercimegi (Lemna minor L.) ve su kadifesi (Azolla filiculoides L.)
tizerine SDS’nin toksikolojik etkilerini arastiran bir baska ¢alismada da SDS’nin
her iki su bitkisine de olumsuz olarak etki ettigi rapor edilmistir. Bu aragtirmada
2.5, 10, 25, 50 ve 100 ppm uygulanan SDS su mercimeginde 50 ppm’ye kadar
morfolojik olarak etkisini gostermezken 50 ve 100 ppm de 3. giinden itibaren
bitkide bolgesel sararmalar ve dehidrasyon meydana geldigi; 7. giin de ise 50 ppm
ve 100 ppm dozlarinda yapraklarda sirasiyla % 50 ve %80 sararmanin oldugu
bildirilmistir. Su Kadifesi bitkisinde ise 2.5 ppm de etki goriilmezken 10 ppm ve
tizeri dozlarda yapraklarda kademeli olarak kiiciilme ve kahverengilesmenin
meydana geldigi rapor edilmistir. 7. giin de ise yapraklarda 50 ppm ve 100 ppm
dozlarinda sirasiyla % 70 ve % 80 dehidrasyonun meydana geldigi bildirilmistir

(Forni et al. 2012)

SDS’nin  hormonlar {izerine de etkisinin oldugu bildirilmistir. Ayni
calismada su mercimegi bitkisinde etilen {iretiminin 50 ve 100 ppm de 36. saatte
tamamen durdugu ve daha sonra bu konsantrasyonlarda etilen iiretiminin tekrar
kontrol degerlerine yaklastigi rapor edilmistir. Su kadifesi bitkisinde ise 50 ve 100

ppm degerlerinde etilen iiretiminin artt1ig1 ve daha sonra azalip kontrol degerlerine



yaklastig1 bildirilmistir. Bunun nedeninin bitki hormonlarinin SDS’ye erken tepki

vermelerinden kaynaklanabilecegi seklinde yorumlanmistir (Forni et al. 2012).

Ay calismaya gore, bitkinin antioksidan maddelerinden olan fenolik
maddelerin igeriginde, 3. giiniin sonunda su mercimeginde 50 ppm’ye kadar artis
oldugu; 100 ppm uygulanan 6rnegin fenolik madde miktarinin ise kontrolden daha
diisiik seviyede oldugu rapor edilmistir. 7. giiniin sonunda ise 2.5, 10 ve 25 ppm
uygulanan numunelerde fenolik madde miktarinin kontrol grubuna gore artig
gosterdigi; 50 ve 100 ppm dozlarinda ise diger dozlara gore azalma oldugu
bildirilmistir. Su kadifesi bitkisinde ise ilk 3 giin 100 ppm uygulanan 6rnek harig,
fenolik madde miktarinda 6nemli bir degisimin olmadigi, 100 ppm de kontrole
gore artig oldugu bildirilmistir. 7. glinde 100 ppm uygulanan bitkinin fenolik
madde igerigi kontrolden diisiik iken diger dozlarda kontrole gore artis oldugu
rapor edilmistir. (Forni et al. 2012). Forni et al. (2008) bildirdigine goére SDS su
mercimeginin biiylime oranlarim1 ve klorofil icerigini de olumsuz yonde

etkilemektedir.

SDS bitkilerin yapisinda cereyan eden farkli biyokimyasal sentez
olaylarina ve enzim aktivitelerine farkli sekillerde etki etmektedir. Bugday ile
yapilan bir calisgmada; SDS'nin c¢imlenme yiizdesine, biyokiitleye, CAT
aktivitesine, protein igerigine olumsuz etkileri varken GR aktivitesini, ¢oziilebilir
seker igerigini ve prolin igerigini arttirdigini bildiren c¢alismalar bulunmaktadir
(Chang et al. 2015). Bu g¢alismada ¢imlenme yiizdesi kontrol grubunda % 96
iken, 800 mg/L dozunun ¢imlenmeyi tamamen inhibe ettigi bildirilmistir. 320
mg/L. SDS uygulamasina kadar da ¢imlenme yiizdesinde belirgin bir diisiisiin
olmadig1; ama 400 ppm ve lizeri dozlarda inhibisyon etkisinin goriildiigli rapor
edilmistir. Yine kok uzunlugu SDS konsantrasyonu ile ters bir iligki gostermis
olup 50 ppm’nin kdk uzunlugunda ortalama 0,6 cm'lik bir azalma meydana
getirdigi rapor edilmistir. Hem kokte hem de govde de biyokiitle SDS

konsantrasyonu ile negatif bir korelasyon gostermistir.

SDS’nin etkisi bitkinin organlar1 arasinda da farklilik gdstermektedir.
Nitekim Chang ve arkadaglarinin (2015) yaptig1 arastirmada, protein igerigi, SDS

uygulama dozunun artmasi ile kokte artarken gévdede azalmigtir. Koklerde SDS
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dozunun artmasiyla beraber ¢oziinlir seker igerigi 320 ppm'ye kadar ¢ok hafif
azalirken, daha sonraki seviyelerde Onemli bir artis gostermistir. Govde de ise
¢ozinir seker icerigi 100 ppm'ye kadar stabil iken daha sonra ciddi bir artis
gOstermistir. Prolin ise 6nemli miktarda artma gostermistir. 6rnegin ¢oziiniir seker
yiizdesi govde de, 720 ppm de kontrol grubuna gore % 80 artarken; koklerde,
prolin igerigi 720 mg/L'de kontrol grubuna goére % 90 artarak ortalama 159.63

mikrogram/gram olmustur.

SDS canlilarin enzimleri lzerine de etki etmektedir. SDS’nin farklhi
konsntrasyonlarinin Anoxybacillus flavithermus HBB 134 lipazinda inhibisyona

ve aktivitede azalisa neden oldugu bildirilmistir (Bakir Ateslier 2009).

SDS, Pseudomonas sp. KWI-56, Bacillus sp, Pseudomonas aeruginosa,
Yarrowia lipolytica, Bacillus thermocatenulatus, Aspergilluscarneu, Bacillus
thermoleovorans gibi ¢ok farkli mikroorganizmlara ait lipaz enzimini inhibe ettigi
bildirilmistir (Iizumi et al 1990; Rua et al 1997; Nawani et al.,1998; Saxena et al
2003; Ochoa et al 2005; Singh and Banerjee, 2007; Yu et al 2007).

SDS’nin yalnizca mikroorganizma enzimleri iizerine degil bitki enzimleri
tizerine de etkileri oldugu rapor edilmistir. SDS’nin fasiilye iireaz enzimi
tizerindeki etkisini arastiran bir ¢alismada SDS’nin ¢ok diisiik konsantrasyonlar da
bile hiicrede tasiyict gorevi goren p-glikoproteinlerin ATPaz enziminin
inhibisyonuna neden oldugu, iireaz enziminin yapisini bozdugu ve aktivitesinde

degisime neden oldugu bildirilmistir (Doige et al . 1993; Hirai et al. 1993).

Bugday bitkisine uygulanan SDS’nin, bazi antioksidant enzimler {izerinde
etkili oldugu belirlenmistir. CAT enziminin 400 mg/L SDS uygulama dozuna
kadar gorece stabil iken bu seviyeden sonra diislis gosterdigi; GR aktivitesinin ise
100 ppm’ye kadar artmis oldugu, daha sonra biraz diistiigli ve sonrasinda stabil
kaldig1 rapor edilmistir (Chang et al 2015 ).

Birkag istisna disinda birgok enzim SDS tarafindan inhibe edilir. Bazi
istisnai enzimlerde SDS tarafindan aktive edilirler. Ornegin: Pankreatik Lipaz,

Piruvat Oksidaz, Tirozinaz, ve Polifenol Oksidaz (Moore and Flurkey1990).
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SDS’nin bakladan izole edilmis PPO enzimi aktivitesi iizerine, belli bir
doza kadar artisa neden oldugu, buna ek olarak boyutunda da az da olsa bir
degisimin oldugu bildirilmistir. Bu degisimin nedeninin SDS nin enzime
baglanmasi sonucu oldugu seklinde yorumlanmistir. SDS' nin varliginda
Dihidroksifenil alanin'nin baglayiciliginda da artis meydana geldigi ve enzim
termostabilitesinin de distiigi bildirilmistir (Moore and Flurkey 1990).

SDS’nin su mercimegi ve su kadifesinin enzimleri lizerine etkisini
aragtiran diger bir caligmada, su mercimeginde Fenilalanin Amonyum Liyaz
(PAL) enzimi aktivitesinde 10 ppm’ye kadar artis goriildiigii, 25 ve 50 ppm
dozlarinda aktivitede azalisin meydana geldigi ve 100 ppm de ise enzim

aktivitesinin kontrol grubundan da az oldugu rapor edilmistir (Forni et al. 2012).

Ayni ¢alismada 6nemli bir antioksidan enzim olan Guaikol Peroksidaz (G-
POD) aktivitesinde 50 ve 100 ppm dozlarmin uygulandigi su mercimegi
orneklerinde azalma meydana geldigi bildirilmistir. Su kadifesi bitkisinde ise hem
PAL aktivitesinde hem de G-POD aktivesinde sadece 100 ppm uygulanan bitkide
yiiksek diizeyde artis meydana geldigi rapor edilmistir (Forni et al. 2012).

Yapilan mevcut ¢alismalar, net olarak SDS’nin biitlin canlilar i¢in toksik
oldugunu ortaya koymaktadir. Yine de SDS’nin etkilerinin ¢ok daha fazla ve
detayli parametrelerle agiklanmasi gerekmektedir. Bildigimiz kadariyla SDS’nin
bitkiler lizerine etkilerini aciklayan c¢alisma sayisi ¢ok azdir. SDS’nin bitkiler ve
diger biitlin canlilar icin hayatiyet derecesinde 6nemli olan klorofil pigmentine
etkisi, hiicre hasarinin en O6nemli gostergelerinden biri olan Malondialdehit
seviyesine etkisi gibi farkli parametrelerin degisimini ortaya koyan calismalar
bildigimiz kadariyla mevcut degildir. Ayrica SDS’nin oksidan savunma
mekanizmalar1 ve antioksidant enzim aktiviteleri tizerine yaptig1 etkileri belirten

calismalar da yeterli diizeyde degildir.
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2. MATERYAL-METOT

2.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolab1

Derin dondurucu (-80°C)
Elektroforez

Hassas terazi
Homojenizator
Karistirict

Manyetik karistiric
Masa santrifiijii

pH metre

Sogutmali santrifiij

Spektrofotometre

. Argelik

: Harris, Ingiltere

: Owl Separation Systems P10DS
: Shimadzu AY220

: Wiggen Hauser D- 500

: Fisons Whirlimixer

: Chiltern HS31

: Hettich EBA 21

: WTW unilab pH metre

: Hettich Micro 22 R

: Shimadzu UVmini—1240
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2.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanig sekilleri
asagida belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Fluka

sirketlerinden temin edilmistir.

1. Arnon ve Hoagland bitki besleme c¢ozeltisi: 0,505 g KNOs, 1,18 ¢
Ca(NO3)2.4H20, 0,493 g MgS04.7H20, 0,08 g NH4NO3 2,86 g H3BOs, 1,81 g
MnCl,.4H,0, 0,08 mg CuSO4.5H,0, 0,22 mg ZnS04.7H.0, 0,6 mg FeSO4, 0,6

mg tartarik asit saf su igerisinde ¢6ziilerek hacmi 1 litreye tamamlanmustir.

2. 0,1 M KH2PO4, % 0,3 Polyvinylpyrrolidone (PVP) , 1 mM EDTA Tamponu
(Protein tayini ve antioksidan enzimlerin homojenizsayon tamponu) : 1,361 g
KH2PO4 bir miktar saf suda ¢oziilmiis ve hacmi saf su ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. 1 N KOH kullanilarak pH 6,75’¢ ayarlandiktan sonra tizerine 0,3

g PVP ve 0,029 g EDTA ilave edilmistir.

3. 103,5 mM KH2PO4 (Katalaz aktivitesi 6lgiimiinde kullanilan tampon): 1,41 g
KH2POy4, 70 ml saf suda ¢6ziilmiis, 1 N KOH ile pH: 7,5’¢ ayarlanmis ve hacim

saf su ile 100 ml'ye tamamlanmuistir.

4. 40 mM HO2 c¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi Ol¢imiinde kullanilan substrat
cozeltisi): 346 ul %35°lik H202 alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak

hazirlanmastir.

5. 5 mM H;0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi dl¢limiinde standart grafik hazirlamak
icin kullanilan): 43 ul %35’luk H202 almip hacmi saf su ile 100 ml'ye

tamamlanarak hazirlanmstir.

6. 0,1 M NaxHPOg4, pH: 5,5 (Peroksidazin aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan tampon
¢ozeltisi): 3,55 g NapHPO4 alinarak 200 ml saf suda ¢oziilmiis ve pH: 5,5’

ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml'ye tamamlanmustir.

14



7. Peroksidaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi (SmM guaikol +
5mM H;02): 54 ul quaikol ve 15 ul H202'dan (d: 1,13 g/mol) 5 mM olacak
sekilde 100 ml 0,1 M fosfat tamponu (pH: 5,5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmastir.

8. 50 mM KH2POs (pH: 7,8) (SOD i¢in tampon ¢ozelti): 1,7 g KH2PO4 200 ml
saf suda ¢oziilmiis, pH: 7,8’e ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 ml’ye

tamamlanmaistir.

9. 13 mM metionin ¢ozeltisi (SOD reaksiyon karisimi igin): 0,586 g metionin
alinir, 250 ml 50 mM KH2PO4 (8. Madde’de hazirlanan ¢6zelti) tamponu igerisine

ilave edilerek ¢oziiliir.

10. 63 uM NBT (Nitroblue Tetrazolium Kloriir-SOD reaksiyon karigimi igin):
0,0128 g NBT alinir, 250 ml 50 mM KH2PO4 (8. Madde’de hazirlanan ¢6zelti)

tamponu igerisine ilave edilerek ¢oziiliir.

11. 0,1 mM EDTA (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0,073 g EDTA 8. maddede
hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH2PO4 tamponu igerisine ilave edilerek

¢Ozilmiistiir.

12. 13 uM Riboflavin (SOD aktivitesi i¢in 2. ¢dzelti): 0,019 g riboflavin, 500 ml
saf suda ¢6ziilmiis, 3 ml’lik reaksiyon karigiminin 13 pM riboflavin i¢ermesi igin

390 pL riboflavin alinmistir.

13. %0,1 lik Trikloroasetik asit (TCA-Lipid peroksidasyon i¢in homojenizasyon

¢ozeltisi) : 100 ml saf su igerisine 0,1 g TCA ilave edilerek ¢oziiliir.

14. %0,5 lik Tiobarbutirik asit (TBA- Lipid peroksidasyon i¢in reaksiyon
¢oOzeltisi): 100 ml saf su icine 20 gram TCA ¢oziiliir ve daha sonra igerisine %0,5

TBA ilave edilerek iyice ¢oziinmesi saglanir.

15. Monomer (akrilamid/bis) ¢ozeltisi (%30 akrilamid, %2,7 bis) : 29,2 ml
akrilamid 75 ml saf suda ¢oziiliir, ¢ozeltiye 0,8 g bis katilip ¢oziiliir. Son hacim

100 mI’ye tamamlanur.
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16. Ayirma jeli tamponu (1,5 M Tris, pH: 8,8) : 18,15g tris 50 ml saf suda

¢oziiliir. HCl ile pH: 8,8’ e ayarlanir. Saf su ile 100 ml’ ye tamamlanur.

17. Yikleme jeli tamponu (0,5 M Tris, pH: 6,8) : 3 g tris 40 ml saf suda ¢oziiliir.

HCl ile pH 6,8’ e ayarlanir. Saf su ile 50 ml’ye tamamlanir.

18. %10 Sodyum Dodesil Siilfat (CH3(CH2)1:0SOsNa): 1g SDS son hacim 10 ml

olacak sekilde saf suda ¢oziiliir.

19. %10 Amonyum Persiilfat (NH4)2S20s: 1 g amonyum persiilfat son hacim 10

ml olacak sekilde saf suda ¢oziiliir. (Polimerizasyon baslatici)

20. Ornek uygulama tamponu (0,125 M Tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-
merkaptoetanol, %0,2 bromfenol mavisi pH: 6,8): 2,5 ml yiikleme jeli tamponu, 4
ml %10 SDS, 2 ml gliserol, 1 ml 2-merkaptoetanol alinip son hacim 10 ml olacak
sekilde saf su ile tamamlanir, pH: 6,8’¢ ayarlanir. Karisima 0,02 g bromfenol

mavisi katilarak karigtirilir.

21. Tank tamponu ( 0,025 M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH: 6,8) : 3g Tris,
14,4 g Glisin, 1 g SDS alinir. 900 ml saf suda ¢oziilerek pH 6,8’e ayarlanir. Son

hacim 1000 m1’ye saf su ile tamamlanur.

22. 0,25 mM NADPH c¢ozeltisi hazirlamak i¢in (GR aktivitesi i¢in) : 0,0022 g
NADPH 10 ml saf su igersinde ¢oziiliir.

23. 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) (GR aktivitesi i¢in) 0,0061 g GSSG, 10

ml saf su igerisinde ¢oziiliir.

24. 0,5 mM EDTA ( GR aktivitesi i¢in) 0,0014 g EDTA 10 ml saf su igerisinde

¢Oziiliir.

25. 50 mM Tris-HCI ( GR aktivitesi igin) 0,06 g Tris bir miktar saf su igerisinde

¢oziiliir, sonra pH:7,8” e ayarlanir ve son hacim 10ml’ye tamamlanur.
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26. %5’lik TCA (Hidrojen Peroksit igerigi homojenizasyonu i¢in) 1 g TCA 10 ml

saf su igerisinde ¢oziiliir.

27. 60 mM KH,PO4 ( Siiperoksit Anyon miktar1 tespiti i¢in homojenizasyon
cozeltisi) 0,081 g KH,PO4 bir miktar suda ¢oziilir. pH 7,8’e ayarlanir ve son

hacim 10 ml’ye tamamlanur.

28. 10 mM hidroksilamin (Siiperoksit icerigi i¢in) 0,0069 g hidroksilamin 10 ml

saf su icerisinde ¢Oziliir.

29. 17 mM Aminobenzen Siilfonik Asit (Siiperoksit anyonu miktar1 tayini igin)

0,029 g Siilfonik Asit 10 ml saf suda ¢oziliir.

30. 7 mM 1- Naptalamine (Siiperoksit anyonu miktar1 tayini i¢in) 0,01 g 1-

Naptalamine 10 ml saf su igerisinde ¢oziiliir.

31. Commasie Brillant Blue ¢ozeltisi (Bradford yontemi ile protein tayini) 15 mg
(miligram) G-250 boyas1 7.5 ml etanolde ¢oziildii 15 ml fosforik asit ilave edildi.

285 ml saf su ilave edilir.

32. 250 pM askorbik asit, 5 mM H202, 50 mM K2HPO4 (APX aktivite tayini
igin): 0,00044 g askorbit asit ve 0,85 g KH2PO4 90 ml saf suda ¢oziilir ve
pH:7,00'a ayarlandiktan sonra tizerine 25 pl %35 H20: katilip iyice karigtirilir ve

hacmi 100 ml'ye tamamlanir.

2.3. Kullanilan Yontemler
2.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Bu ¢alismada arpa (Hordeum vulgare L.) bitkisi kullanilmigtir. Tohumlar
Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilmistir. Tohumlar
ekilmeden once %96’lik alkol ile hizlica yikanmis ve %5’lik sodyum hipoklorit
igerisinde 5 dakika sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra 5 kez saf su ile

yikanmis ve steril kurutma kagitlarinda kurutulmustur. Bitkiler oksijen pompalari
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ile siirekli havalandirilan ve Hoagland besi yeri i¢eren hidroponik sistemde 20-23
°C sicaklikta, 16 saat 151k ve 8 saat karanlik periyodunda, % 70 nem ortaminda
biyiitilmustiir. Ekimin ardindan dokuzuncu giinde 5 farkli arpa grubundan biri
kontrol grubu olarak se¢ilmis ve geri kalan her bir gruba 4 farkli doz (0.5 mM, 1
mM, 1.5 mM, 2 mM) sodyum dodesil siilfat uygulanmistir.

Bu deney diizeneginde 0.5 mM grubundan yiiksek konsantrasyonlarda
SDS’nin benzer etkiler gosterdigi belirlenmistir. Bu deneyin ardindan ayni sekilde
yeni bir diizenek kurularak 0.5 mM ve daha alt, toplamda 5 farkli konsantrasyon
(0.1 mM, 0,2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM) uygulamasi ile deneye devam
edilmistir. ~ Bitkilerin su seviyeleri, ortamin nem diizeyi ve sicaklik seviyesi

giinliik olarak takip edilip, bitkiler 72 saat sonra hasat edilmistir.

2.3.2. Protein miktarinin tayini

Bitkilerin yapraklarindan alinan 0,2 g’lik 6rnekler kullanilarak Bradford
(1976) metoduna gore protein tayini yapildi. Sonuglar “mg protein/g taze doku
cinsinden hesap edildi. Her bir uygulama dozuna ait bitkinin yaprak kisminin
tamami si1vi azotta havan ile parcalandiktan sonra 0.2 g alinarak 800 pl 0.1 M
fosfat tamponunda (pH:6.75) homojenizator ile 10 dakika 30 Hertz’ te (Hz)
homojenizasyon yapildi. Homojenat 15.000 rpm’de 20 dakika ve 4 °C’de santrifiij
edildikten sonra tiiplerin iist kismindaki sivi kisim (siipernatant) protein tayini i¢in

kullanildi.

Spektrofotometerik yontemde kullanilacak grafigin hazirlanmasi ise su
sekilde yapilir; 1 ml saf su i¢inde 1 mg protein icerek sekilde sigir serum alblimin
¢ozeltisi hazirlanir ve bu ¢ozeltiden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pg
proteine denk gelecek hacimler tiiplere aktarildiktan sonra distile su ile tiiplerdeki
hacimler 0,2 ml’ye tamamlanir. Tiipler vortekslenir ve her bir tiip lizerine 3 ml
Coomassie Brilliant Blue reaktifi ilave edildikten sonra tekrar vortekslenir. Sahit
numune i¢in ise 0,1 M fosfat tamponu ile 3 ml Coomassie reaktifi karistirilir.
Standart grafik ise spektrofotometre de 595 dalga boyundaki absorbans
degerlerine karsilik gelen protein degerleri araciligi ile elde edilir. Bitki

yapraklarindaki protein miktarinin belirlenmesi igin ise her bir farkli uygulama
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dozuna ve kontrole ait siipernatanttan 0,2 ml tiiplere alinir ve iizerine 3 ml de
Coomassie Brilliant Blue ilave edilir. Karigim vortekslendikten sonra 595 nm deki
absorbans degerleri Slgiiliir ve standart grafik araciligi ile orneklerdeki protein
miktar: belirlenir. Gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra numunelerdeki protein

miktar1 mg protein/g doku olarak tayin edilir.

0,8 -
0,7 4
0,6 -
0,9 1
0,4 -

0.3 4

Absorbans (595 nm)

0,2 -

0,1 1

0 T T v v )
0 10 20 30 40

png protein

i
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Sekil.3.1. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik
2.3.3. Katalaz (CAT) aktivitesinin tayini

0,2 gram yaprak ornekleri 0,1 M 1 ml fosfat tamponunda (pH: 6,75)
homojenizator ile 10 dakika 30 Hz.de homojenize edildi. 15.000 rpm de 15
dakika ve 4°C de santrifiij edilen orneklerde sivi iist faz enzim kaynagi olarak
kullanild1. Katalaz (CAT) ortamdaki H20> yi oksijen ve suya doniistiiriir. Bu
caligmada kullanilan metot Gong et al. (2001)’iin buldugu metot kullanilmistir.
Bu metot H2O2’nin parcalanmasi esnasinda 240 nm de meydana gelen absorbans

farkinin 6l¢iilmesi ilkesini esas alir.

Orneklerdeki CAT aktivitesinin tespit edilmesi igin standart grafigin
hazirlandi. Standart grafik su sekilde hazirlanir; 3 ml’lik quartz spektrofotmetre
kiivetlerine 5 mM H2O, ¢ozeltisinden 0,15, 0,3, 0,45, 0,6, 0,75, 0,9, 1,05, 1,2,

1,35 ve 1,5 ml konulur daha sonra hacimler deiyonize su ile 1.5 ml’ ye
19



tamamlanir ve her bir quartz kiivete 103.5 mM 1.47 ml KH2PO4 tamponu ile 30 pl
saf su ilave edilir. Spektrofotometrede 240 dalga boyunda absorbans sahit
numuneye karsi okunur ve absorbans degerlerine karsilik gelen uM cinsinden

H20- degerleri kullanilarak standart grafik elde edilir.

Orneklerdeki CAT aktivitesinin belirlenmesi igin quartz kiivetlere 103 mM
1.47 ml KH2PO4 tamponu ile 40 mM H202 substrat ¢ozeltisinden 1,5 ml
konulduktan sonra 25 pl siipernatant ilave edildi. Spektrofotometrede 1 dakika
araliklarla 3 dakika boyunca kore karst absorbans degeri tespit edildi.
Absorbansin dogrusal bir sekilde diistiigii araliktan dakika basina absorbans
azalmas1 hesaplandi. Bu degerler hazirlanan standart grafik yardimi ile pumol
olarak H202 miktarina doniistiiriildi. 1 dakikada 25 °C’de absorbans degerini 1

umol diisiiren enzim miktar1 1 enzim {initesi (U.mg™ protein) olarak kabul edildi.
0.12 -
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Sekil.3.2. Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan standart grafik
2.3.4. Peroksidaz (POD) aktivitesinin tayini

0,2 gram yaprak ornekleri 0,1 M 0,9 ml Na,HPO4 tamponunda (pH: 5,5)
homojenizator ile 10 dakika 30 Hz.de homojenize edildi. 15.000 rpm de 15

dakika ve 4°C de santrifiij edilen 6rneklerde stipernatant enzim kaynagi olarak
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kullanildi. Peroksidaz enzim aktivitiesinin ilkesi, substrat olarak guaikol ve
H202’nin kullanilmasi sonucu olusan bilesigin sebep oldugu absorbans artiginin

470 nm’de izlenmesine dayanir (Yee et al. 2002).

Enzim aktivitesi tayini i¢in quartz 3 ml’lik kiivete; 100 ml 0,1 M NazHPOg4
iceren substrat ¢ozeltisinden (5SmM guaikol + SmM H202) 3 ml alind1 ve iizerine
40 pl stipernatant ilave edildi. 1’er dakika araliklarla 5 dakika boyunca absorbans
degerindeki artis kaydedildi ve absorbans degerinin dogrusal sekilde arttigi
kisimdaki artis 1 dakika ile oranlandi. 1 dakikada, 25°C’de absorbans degerini
0.01 arttiran enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul edildi. Sonuglar, g yaprak

lizerine diisen enzim iinitesi (U.mg* protein) olarak belirlendi.
2.3.5. Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi tayinini siiperoksit radikali ile Nitro Blue Tetrazolium
(NBT) arasindaki redoks reaksiyonunun engellenmesi esasinin spektrofotometrik
olarak oOlciilmesidir. Superoksit anyonu Nitro Blue Tetrazolium’u (NBT) mavi
renkli formazan’a indirger ve bu fotokimyasal bir reaksiyondur. Bu asamada
Siiperoksit radikalinden NBT’ye elektron transfer edilir. SOD enzimi bu

reaksiyonu engeller.

0,2 gram yaprak ornekleri 0,1 M 0.9 ml KoHPO, tamponunda (pH: 7,8)
homojenizator ile 10 dakika 30 Hz.de homojenize edildi. 15.000 rpm de 15
dakika ve 4°C de santrifiij edilen 6rneklerde stipernatant enzim kaynagi olarak
kullanildi. Stiperoksit dismutaz aktivitesi i¢in 3 ml hacmindeki spektrofotometre
kiivetine 2,58 ml reaksiyon c¢ozeltisi ilave edildi. Reaksiyon ¢ozeltisi; 50 mM
KH2PO4 (pH: 7,8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT, 13uM riboflavin ve 0,1 mM
EDTA igermektedir. Daha sonra iizerine 30 pl siipernatanttan alinip kiivete ilave
edildikten sonra riboflavin c¢ozeltisinden (13 uM) 390 pl alindi, karisim
bekletilmeksizin vortekslendikten sonra beyaz 1sik kaynagi oniine yerlestirildi. 15
dakika boyunca 1sik kaynagmin oniinde bekletildi ve 151k kaynagi kapatilarak
reaksiyonun durmasi saglandi. Burada NBT'in 15 dakika boyunca renk
acilmasindaki yogunluk sahit numuneye karsi okundu. Sahit (koér) numune

karisimdaki biitlin ¢ozeltileri siipernatant (enzim kaynagi) hari¢ igerir. 1 enzim
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tinitesi, 560 nm'de NBT rediiksiyonunu % 50 inhibisyona ugratan enzim miktari
olarak kabul edilip degerler U.mg™ protein olarak sunuldu (Agarwal and Pandey
2004; Yordanova et al. 2004).

2.3.6. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin tayini

0,25 gram yaprak ornekleri 0,1 M 1 ml K2HPO4 tamponunda (pH: 7,0)
homojenizator ile 10 dakika 30 Hz.de homojenize edildi. 15.000 rpm de 15
dakika ve 4°C de santrifiij edilen 6rneklerde siipernatant enzim kaynagi olarak
kullanildi. Askorbat peroksidaz aktivitesi, APX enziminin 290 nm'de ki absorbans
azalis1 esasina dayanir (Nakano and Asada 1981). Enzim aktivitesinin tayini i¢in
50 mM KzHPO4 250 askorbik asit ve 5 mM H20. (pH: 7,0) tamponu ile 20ul
siipernatant iceren karistm 1 ml'lik spektrofotomtrik kiivetlerde 290 nm de
Olciildii. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de askorbik asit i¢in 2,8 mM~

lem™ epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi. Sonuglar U.mg™ protein

olarak ifade edildi.
2.3.7. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin tayini

0,2 gram yaprak ornekleri 0,1 M 1 ml K>HPO4 tamponunda (pH: 7,8)
homojenizator ile 10 dakika 30 Hz.de homojenize edildi. 15.000 rpm de 15
dakika ve 4°C de santrifiij edilen 6rneklerde siipernatant enzim kaynagi olarak
kullanildi. Aktivite 6l¢timii, Foyer and Halliwel (1976) metoduna goére yapildi. Bu
metodun esast disiilfit bagi igeren oksitlenmis glutatyonun (GSSG), elektron
vericisi olarak NADPH kullanan glutatyon rediiktaz tarafindan siilfidril grubu
iceren Glutatyon'a (GSH) déniistiiriilmesi esnasinda NADPH oksidasyonunun

spektrofotometrik olarak dl¢lilmesine dayanir.

Enzim aktivitesi tayini i¢in; 200 pl EDTA (0,5 mM) hazirland1 ve {izerine
50 mM Tris-HCI (pH: 7,8), 250 ul GSSG ile 500 ul NADPH eklendi ve karigim
vortekslendikten sonra c¢ozeltiye 50 pl silipernatant ilave edildi. NADPH
oksidasyonu 5 dakika boyunca 340 nm de azalmanin Slgiilmesiyle belirlendi. GR

aktivitesi U.mg™ protein olarak ifade edildi.
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2.3.8. Lipit peroksidasyon (LPO) miktarinin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi Heath and Packer (1968)
metodunda ufak bir degisiklik yapildi. LPO i¢in 0,2 g yaprak dokusu alinarak %
0,1'ik 1,2 ml TCA (Trikloro asetik asit) icinde homojenizatorde 10 dakika 30 Hz.
de homojenize edildikten sonra homojenat santrifiijde 12500 rpm’ de 15 dakika
santrifiij edildi.  Siipernatanttan 500 pl alindi ve iizerine 1 ml %0,5’lik
thiobariturik asit (TBA) ¢ozeltisi ilave edildi. Tiipler 40 dakika boyunca kaynar
suda inkiibasyona birakildiktan sonra buz alinip reaksiyon durduruldu. Ornekler
12.000 rpm'de 5 dakika ve 4° 'de santrifiij edildikten sonra mikroplaka kiivet
spektrofotometresi ile 532 nm'de absorbans degeri ve 600 nm de spesifik olmayan
absorbans i¢in absorbans degeri okundu. Lipid peroksidasyonunun 6l¢iilmesi; 532
nm de okunan absorbans degerinden 600 nm'de okunan absorbans degeri ¢ikarildi
ve 1 ml ¢ozeltideki Malondialdehit (MDA) (nmol/ul): [(A532-A600)/155000] X
108 formiiliiyle hesaplandi. Sonuglar MDA (nmol. g doku) seklinde verildi.

2.3.9. Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi

Bitki yapraklarinda H2O> miktar1 tespiti i¢in Velikova et al.(2000)’{in
metodu az modifiye edilerek kullanilmistir. 0,2 g yaprak ornekleri alindi ve 1,2 ml
4°C % 0,1 TCA i¢inde 10 dakika ve 30 hz. de homojenize edildikten sonra
karisgtm 12.500 rpm de 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Tiiplerden alinan
stipernatantin 500 pl’sine 0,5 ml 10 mM KH2PO4 (pH: 7,0) tamponundan ve 1 ml
KI ¢ozeltisi ilave edildi. Absorbans degerlerinin tespiti i¢in mikroplaka kiivet
spektrofotometresi kullanildi ve 6lgiim 390 nm’de yapildi. Elde edilen sonuglar
standart grafik ile oranlanip gram doku basma diisen H20O, miktar1 (ug.g™* doku)
olarak hesaplandi Absorbans degerleri 390 nm’de ol¢iiliip kaydedildi. Sonuglar
standart grafikle oranlanarak g doku basina diisen H.O, miktar1 (ug.g? doku)

olarak hesaplandi.

H202 ‘nin standart grafigini hazirlamak i¢in, Hidrojen peroksit
¢ozeltisinden farkl tiiplere sirasiyla 0, 3, 6, 7.2, 10.8, 14.4, ve 18 mikrogram H.O>
olacak sekilde hesaplama yapilip aktarim yapildi. Son hacim 10 mM KH2POq4
(pH: 7,0) tamponu ilel ml’ye tamamlandi. Daha sonra tiiplere 1 ml KI eklenip
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390 nm’de absorbans degerleri sahit numuneye karst okundu. Absorbans
degerlerine karsilik gelen mikrogram H202 degerleri kullanarak standart grafik
elde edildi.
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1.2 -
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Sekil 3.3. H20: 6l¢iimiinde kullanilan standart grafik
2.3.10. Siiperoksit (O2") miktarmin belirlenmesi

Superoksit anyon icerigi Elnster and Heupel (1976) tarafindan belirtilen
metota kiiciik degisiklikler yapilarak belirlenmistir. Arpa bitkisi yapraklarindan
0.2 g alind1 ve 0,9 ml K2HPOg4 (pH: 7.8) tamponu ile homojenizatérde 10 dakika
boyunca 30 hz. de homojenize edildi. Homojenat 12 dakika 12500 rpm ‘de ve 4°C
‘de santrifiij edildikten sonra 350 pl siipernatant igeren ependorf tiiplerine 35 pl

10 mM Hidroksilamin Hidroklorit eklendi.

Vorteks ile karigtirilan tiiplere daha sonra 315 pl KoHPOs tamponu
eklendi (pH: 7,8). 60 dakika boyunca 25°C’de inkiibasyona birakilan 6rneklerden
350 pl alinip sirastyla 350 pul 17 mM Aminobenzen Siilfonik Asit ve 17 mM 350
ul a-naftilamin eklendi. Bu islemden sonra ¢ozelti oda sicaklifinda 20 dakika

inkiibasyona birakildi ve 530 nm’de mikroplaka kiivet spektrofotometresi ile
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spesifik absorbans degerleri belirlendi. Siiperoksit anyonu icerigini hesaplamak
icin NaNO; kullanilarak standart grafik hazirlandi. Sonuglar nmol. min™.g™ doku

olarak belirlendi.

0,8 A
0,6 -

04 -

Absorbans (530 nm)

0,2 -

NaNO, ng

Sekil.3.4.  Siiperoksit anyon (O2:") miktarin1 belirlemede kullanilan standart

grafik
2.3.11. Fotosentetik Pigment miktarmmin belirlenmesi

Bitkideki klorofil a, klorofil b, karotenoid ve toplam pigment miktarlarini
belirlemek i¢in Withem et al. (1971) tarafindan belirlenen metot kullanildi. Arpa
yapraklarindan alman 0,2 gram ornek % 80’lik 4°C’de 1.5 ml asetonda
¢oziindiikten sonra homojenizatérde 10 dakika 30 hz. de homojenize edildi ve son
hacmi % 80’lik aseton ile 8 ml’ye tamamlandi. Homojenat 3500 rpm de, 7 dakika
ve 4°C’de santrifiij edildikten sonra slipernatant alinip mikroplaka kiivet
spektrofotometresi kullanilarak 450, 645 ve 663 nm ‘de absorbans degerleri

okundu.

Ug farkli dalga boyundan elde edilen sonuglar asagida belirtilen esitlikler
araciligr ile bitki yaprak dokusunun 1 g’da bulunan klorofil a, klorofil b, total

klorofil ve karotenoid miktarlart mg/doku olarak hesaplandi.
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mg/klorofil a/g doku=((12,7*(D663)-2,69*(D645)).(V/1000*W)

mg klorofil b/g doku=((22,9(D645)-4,68*(D663)). (V/1000*W)

mg toplam klorofil/g doku=((20,2*(D645)+8,02(D663)). (V/1000*W)

mg toplam karotenoid / g doku=(4,07*D450)-(0,0435*kl a miktar1 +0,367*kl b
miktar)

Esitliklerde;

D: Klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini,

V: %80’lik asetonun son hacmini,

W: Ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirligin1 gostermektedir.

2.3.12. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE)

0,2 gram yaprak ornekleri 0,1 M 0,8 ml KoHPO4 tamponunda (pH: 6,75)
homojenizator ile 10 dakika 30 Hz.de homojenize edildi. 15.000 rpm de 15
dakika ve 4°C de santrifiij edilen 6rneklerde stipernatant enzim kaynagi olarak
kullanildi. Bitki yapraklarindaki protein profilinin tespiti i¢in sodyum
dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE) Laemmli (1970)
yontemi kullanildi. Elektroforezin cam plakalari sirastyla saf su ve alkol ile iyice
yikandi. Cam plakalar tamamen kuruduktan sonra bir birlerinin istiine konuldu ve
jel hazirlama cihazina kiskaglari yardimiyla yerlestirildi. Iki cam plaka arasina
ince uglu bir pipet yardimi ile ayirma jeli aktarildiktan sonra jel {ist yilizeyinin

diizgiin olmasi i¢in birka¢ ml izopropanol ilave edildi ve jelin polimerlesmesi

beklenildi.

Yaklasik 30 dakika sonra polimerlesme reaksiyonu gergeklesen ayirma
jelinin tizerindeki izopropil alkol saf su ile jele zarar verilmeden yikanip
uzaklagmasi saglandi ve suyun kurumas iginde steril kurutma kagitlari yine jele
zarar vermeden iki cam plaka arasina yerlestirildi. Daha sonra yigma jeli st
yiizeye kadar ilave edildi ve elektrforez cihazina ait taraklar hassas bir sekilde
yerlestirildi. 45 dakika sonra taraklar jele zarar vermeden ¢ok hassas bir sekilde
cikarildi ve cam plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Jel kuyucuklaria 35 pl
1:1 oraninda hazirlanan siipernatant ve Ornek uygulama tamponundan olusan
karisim ilave edildi jelin st kism1 tank tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin
i¢c kismi tamamen dis kism1 da tankta isaretli olan seviyeye kadar tank yliriitme
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tamponu ile dolduruldu. Tank kapagi kapatilarak (+) kablo (Anot) ve (-) kablo
(katot) yerlestirildi. Once 77 voltluk akim yarim saat gegirildi. Daha sonra akim
115 volta ayarlanarak yaklasik 2 saat 4°C’de tatbik edildi. Akim kesilerek, cam
plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Yigma jeli hazirlanmasi sirasinda 1
M’lik  Tris-HCI  (pH: 6,8)’den 380 pl, 9%30’luk akrilamid-%0,8’1ik
bisakrilamid’den 400 pl, %10’luk SDS’den 30 pl, %5’lik TEMED’den 3 pl, ve
saf sudan 2,2 ml alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik hazirlanmis %10’ luk
amonyum persiilfat (NH4)2S20g (PER)’den 30 ul ilave edildi. Ayirma jeli soyle
hazirlandi: 2,03 ml 1M Tris-HCI (pH: 8,8), 2,67 ml %30’luk akrilamid, %0,8lik
bisakrilamid, 80 pul %10 SDS, 3,2 ul %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil etilen
diamin) ve 3,15 ml su karistirildi. Bu karigimin {izerine en son olarak 80 pl %
10’luk PER ilave edildi. Burada kullanilan PER kullanilmadan hemen 6nce taze

olarak hazirlandi.

2.3.13. istatistiksel analiz

Tez igerisinde sunulan sonuglar (+SE), her bir uygulamadan ii¢ 6rnek (3
paralel) ve her bir 6rnekten 2 tekerriir yapildiktan sonra elde edilen 6 degerin
ortalamasidir. Sonuglarin karsilastirilmasi, SPSS 15 paket programi kullanilarak
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmis p<0.05 6nem seviyesinde

Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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3. KURAMSAL TEMELLER
3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Elektronlar atomlarda orbital ad1 verilen bolgede ¢iftler halinde bulunurlar.
Molekiillerin biiyiik bir ¢ogunlugu ¢ift elektronludur; fakat az miktarda da olsa
atomik ya da molekiiler yapilarda ciftlenmemis bir veya daha fazla elektron
tastyan molekiiller de vardir ve bunlara serbest radikal denilir. Molekiil agirlig
diisiik ve kararsiz olan bu molekiiller diger molekiillerle ¢ok kolay bir sekilde
elektron alis verigi yapabilir. Diger molekiiliin yiik durumuna goére ondan ya
elektron alir ya da elektron vererek kararli hale gegcmeye ¢alisan bu molekiiller
organizma i¢in zararli etkilere sahip olabilir. Bu radikallere reaktif oksijen
partikiilleri (ROP) de denilmektedir (Halliwel 1995). Yiiksek aktivite gdsteren
serbest radikaller, kirli havalarda, radyasyonla, bitki koruma ilaglar1 nedeniyle
veya normal metabolik faaliyetler sonucu da olusabilir (Mehdy 1994). Serbest
radikaller oksidatif fosforilasyon sonucu canli hiicrelerinde {iretilerek; hiicre
oliimlerine, DNA ve protein hasarma ve lipit peroksidasyonuna neden olurlar
(Caylak 2011).

3.2. Bitkilerdeki Baslhica Serbest Radikaller

Serbest Radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron Transferi, enerji tiretimi
ve bir¢ok farkli metabolik faktorlerde rol alirlar. Fakat reaksiyon kontrolsiiz bir
sekilde olusur ve devam ederse hiicrede ¢ok ¢esitli sekillerde hasarlar hatta hiicre
olimleri meydana gelebilir (Coffey et al. 1995). Reaktif Oksijen Partikiilleri
(ROP) yiikseltgenme-indirgenme olaylar1 sirasinda kloroplast, mitokondri gibi
hiicre organellerinde elektron taginimi sonucu meydana gelmektedirler (Mittler
2002). Biiylik ROP kaynaklari; peroksidazlar, aminooksidazlar, NADP oksidazlar,
mitokondri, kloroplast gibi ¢ok farkli kaynaklar olabilir. Serbest radikaller genel
bir tasnifle ile Radikaller, Radikal Olmayanlar ve Singlet Oksijen olarak
siiflandirilabilir (Wright et al. 2002).
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3.3. Serbest Radikallerin Siniflandirilmasi

Organizmada birgok ROP olusabilir (Cizelge 3.1.). Bu parcaciklar ¢ok
cesitli sekillerde meydana gelebilir. Doymamis yag asitlerinden bir hidrojen
kopmast sonucu lipid radikali meydana gelir. Oksijen’in lipit radikaliyle
reaksiyona girmesi sonucu Lipit Peroksi radikalleri olusur. Lipit Peroksi
radikalleri de diger lipitlerle zincir reaksiyonlaria girerek Lipit Hidroperoksitleri
olusturur. Demir ve Bakir gibi iyonlarda bu siireci hizlandirir. Hidrojen peroksit
membrandan kolayca gecip fizyolojik etkiler gosterebilir fakat yapisinda
ciftlenmemis elektrondan yoksun oldugu i¢in radikal olarak siniflandirilmaz.
Oksijen molekiilii, orbitalinde ¢iftlenmemis elektron tasiyorsa siiperoksit radikali
olarak adlandirilir. Diger ROP grubunda ise normal oksijenden ¢ok daha hizli bir
biyolojik molekiil olan Singlet Oksijen (102) bulunmaktadir (Krause 1994).

Cizelge 3.1. Reaktif Oksijen Partikiillerinin Siniflandirilmas:

Radikaller Radikal Olmayanlar Singlet Oksijen

Siiperoksit radikal ( O2 ") Hidrojen peroksit (H202) | Singlet oksijen (*O2)

Hidroksil radikal (OH ") | Lipid hidroperoksit (LOOH)

Alkoksi radikal (RO ") Hipoklorik asit  (HCIO")

Peroksil radikal (LOO)

3.3.1 Siiper Oksit radikali (02"

Siiperoksit radikali (O2”) tiim oksijenli solunum yapan organizmalarda
yiiksliz oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile olusan bir anyon olup
enzimatik ve nonenzimatik yollarla olusabilir. Bitkilerde Fotosistem | ve Il de
aktif olan Ferrodoksin oksijen molekiiliine bir elektron vererek oksijenin
indirgenmesine neden olur. Ayrica mitokondri de elektron sizintilar1 sonucunda da
tiretilebilir. Siiperoksit, hiicre i¢inde farkli radikallerin olusum mekanizmalarini da
tetikleyebilir. (Alscher et al. 1997; Arasimowicz et al 2009). Siiperoksit radikali
hiicre icerisinde hem yiikseltgen hem de indirgen gibi davranabilir; elektron

vererek molekiiler oksijene donebilecegi gibi bir elektron daha alarak peroksit
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anyonu da olabilir. (Halliwell 1981). Siiperoksit anyonu yiiksek reaktiviteye
sahiptir ve bundan dolay1 lipit peroksidasyonundan hiicre zar1 hasarina, hiicrede
toksik etkilerden DNA molekiiliinde zincir kiriklarima kadar genis bir olumsuz
etki alan1 oldugu rapor edilmistir. Aslinda radikalin dogrudan zarar1 yok denilecek
kadar azdir; ama hidrojen peroksit kaynagidir ve gecis metallerine elektron
verebilir. Siiper oksit radikali hidrojen peroksitle demir ve bakir gibi elementlerin
katalizorliigiinde reaksiyona girerek hiicresel diizeyde toksisitesi oldukg¢a fazla
olan Hidroksil radikal (OH ") iiretilmesine sebep olabilir ki bu reaksiyon ayni

zamanda -Weiss reaksiyonu olarakta bilinir (Halliwell 1981; Fridovich 1995).
3.3.2 Hidrojen Peroksit (H20>)

Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin iki elektron alarak rediikte
olmastyla veya siiperoksitin parcalanmasiyla olusur ve demir bakir gibi metal
varhginda OH radikalinin 6nciil maddesidir. Ozellikle proteinlerdeki hem
grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon aktivitesine
sahip demir formlarimi olusturur. Bu yapidaki demirin oksitleyici 6zelligi yiiksek
diizeyde olup hiicre membraninda lipit hidroperoksidasyon tepkimelerini
baslatabilir. Yiiksek diizeyde toksisiteye sahip olan reaktif, DNA hasarlarina,
proteinlerin tersiyer yapilarinin bozunmasina ve tiyol igeren tiyoerodoksin gibi
yapilarin  bozunmasina neden olur. Tiyol oksidatif stres olusumunun
engellenmesinde ¢ok 6nemli bir gorev lstlenen siilfidril grubu iceren organik
yapilt bir bilesiktir. (Hagar et al. 1996; Becker et al 1999; Chianeh and Prabhu
2014). Siiperoksit anyonu hem enzimatik hem de enzimatik olmayan yolla
parcalanip H2O2 olusturur. Siiperoksit Dismutaz enzimi, anyonu enzimatik
yollarla parcalarken; hafif asidik ve notral pH'larda ise siiperoksitin yikimi
kendiliginden gerceklesir. Ayrica peroksizomlar, elektron transport sistemi,
plazma membran1 gibi siiperoksit anyonunun 6nemli Sl¢lide meydana geldigi
yerlerde hidrojen peroksitte tiretilir. Radikalin 6nemli miktarda {iretildigi bir
diger yerde fotorespirasyon esnasinda glikolik asidin bir alfa-keto asit olan
glioksilik aside doniigmesi sirasinda peroksizomlarda meydana gelir. (Mittler et
al. 2004; Slesak et al. 2007). Yiiksiiz bir molekiil olan hidrojen peroksit zayif bir

asittir; ama oksidasyon oOzelligine sahiptir ve diflizyonla yer degistirebilir.
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Hidrojen peroksitin paylasilmamis elektronu olmadigindan radikal olmayan bir
bilesiktir; fakat cesitli metal iyonlarinin varliginda hidroksil radikalinin Onciilii
olarak gorev yapar ki serbest oksijen radikalleri icersinde en yiiksek diizeyde
toksik etkiye sahip olan bilesik hidroksil radikalidir. (Halliwell 1981). H20: 'nin
pargalanma {iriinleri HoO ve O; olup parcalanma g¢esitli enzimler tarafindan

ortamdan uzaklastirilmasi gergeklestirilebilir (Gechev et al. 2002).
3.3.3 Lipid hidroperoksit ( LOOH)

Reaktif oksijen partikiilleri hiicrenin lipit, protein, karbohidrat gibi makro
ve temel bilesenleri iizerinde negatif etkilere sahiptir. ROP lar ¢oklu doymamis
yag asitleriyle kolayca tepkimeye girebilirler. Lipit peroksidasyonu aktif oksijen
tiirleriyle doymamis yaglarin agil grubu arasinda meydana gelen reaksiyonlardir.
Bu esnada serbest bir radikalde olusmaktadir. Peroksidayonda hiicre ve organel
membranlarinin fosfolipidlerinin yapisinda bulunan poliansatiire yag asitleri
okside olur ve bu nedenle hiicrenin yap1 ve fonksiyonu da degisir  (Thomasow
1999; Dervis 2011). Lipit hidroperoksidasyonu organizma igin risk teskil eder;
¢linkii zincir reaksiyon seklinde kendiliginden devam edebilen bir yapiya sahiptir.
Lipit peroksidasyonu (LPO) nedeniyle olusan hiicre zar1 hasar1 tersinmez olup
organizmada peroksidasyonu baslatan serbest radikallerin siiperoksit anyonu ile
hidroksil radikali oldugu kabul edilir. Serbest radikaller poliansantiire yag asidi
zincirindeki a- metilen gruplarindan bir hidrojen koparmasi ile lipit
peroksidasyonu baglar. Bu yeni olusan yag asidi radikal 6zelligi kazanir. Yag asidi
radikali aktif molekiiler oksijenle tepkimeye girerek kararsiz lipit peroksit
radikalini olusturur. Bilesik kararli yapiya gelmek i¢in reaksiyon esnasinda agiga
¢ikan hidrojen atomlar ile reaksiyona girer ve lipit hidroperoksitleri olusturur.
Ayrica lipit peroksit radikali, hiicre ve organellerin yapisinda bulunan zardaki
diger ¢coklu doymamis yag asidi zincilerini etkiler (Akkus 1995; Spiteller 2000).
Lipit hidroperoksitlerin degredasyonu sonucu biyoreaktif alehitler meydana gelir.
Aldehitler hiicre igerisinde metabolize olabilecekleri gibi diflizyon yoluyla
hiicrenin farkl1 organellerinede zarar verebilirler. Ug ve daha fazla ¢ift bag iceren
yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu malondialdehit (MDA) bilesigi meydana

gelir. MDA sadece lipit hidroperoksidasyonuna 6zgii olusan bir bilesik degildir;
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fakat LPO ile arasinda dogru bir oranti sz konusudur. Bundan o6tiiri LPO
seviyesini 6lgmek icin MDA diizeyi genelde kullanilir. Bilesik ayni zamanda
membran bilesenlerinin polimerizasyonuna ve c¢apraz baglanmasina neden
olabilir. Malondialdehit tiyobarbutirik asit ile pembe renkli yapilar meydana
getirir ve MDA diizeyi ile renk koyulugu arasinda dogru orant1 s6z konusudur.
Olusan ¢ozeltinin absorbans degerinin 6l¢iilmesi ile organizamada meydana gelen

LPO'nun derecesi saptanabilmektedir (Aebi 1984; Dascher et al. 1996).
3.4. Antioksidan Enzimler
3.4.1. Superoksit Dismutaz (SOD) (EC 1. 15. 1. 1)

SOD bir oksido-rediiktazdir. Uluslararasi Enzim Komisyonu numarasi
(EC) 1.15.1.1 dir. SOD organizmanin oksidanlara karst savasan ilk enzimidir ve
yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir ve yapisinda bir veya daha fazla metal
bulundurabilir. Siiperoksit radikalinin Hidrojen Peroksit’e dismutasyonunu

gerceklestirirler.
20"+ 2H" SOD H20. + O
—

Yukaridaki reaksiyon biitiin aerobik canlilarda ve bazi anaeorobik
canlilarda gerceklesir. Enzim, aktif metal iyonunun pozisyonuna, aminoasit
initelerinin formlarina, alt {initelerinin sayisina ve kofaktorlerine bagli olarak
farkli izoformlara sahiptir. SOD igerdigi metal iyonuna gore farkli gruplara ayrilir.
Bunlar Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe SOD olmak iizere ii¢ farkli gruptur. Cu/Zn-
SOD sitoplazma ve kloroplastlarda, Fe-SOD kloroplast ile stromalarda ve Mn-
SOD mitokondrilerde bulunur. SOD Bazi anaerobik canlilardan da izole
edilmistir. SOD’un tiim formlar1 ¢ekirdek tarafindan kodlanir ve amino grup
ucunun isaretlenmesi ile de gidecegi hiicre kompartimani belirlenir (Marklund
1982; Moller 2001; Blokhina et al 2003). SOD, Mann and Keilin (1938)
tarafindan izole edilmistir. Katalizleme 6zelligi ise McCord and Fridovich (1969)
tarafindan kesfedilmistir. Bu siirece kadar indofenoloksidaz, tetrazoliumoksidaz,

eritrocuprein gibi farkli isimlerle anilmustir.
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Haber-Weiss reaksiyonlarinda siiperoksit iyonu hidrojenperoksit ile reaksiyona
girerek hidroksil radikalinin olusmasima neden olur, SOD, siiperoksit iyonunu
bertaraf ederek bu reaksiyonun olusma riskini azaltir. SOD'un organizmadaki
diizeyi genelde oksidan stresine karsi artis seklindedir (Bowler et al. 1991;
Bowler et al. 1994).

3.4.2. L- Askorbat Peroksidaz (APX) (EC 1. 11. 1. 11)

L- APX bir oksido-rediiktaz enzimi olup EC numarast 1. 11. 1. 11 dir.
yiiksek bitkilerden alglere kadar pek cok farkli tiirde bulunur. Kloroplastlarda
stromatal sAPX, tilakoid membrana bagli tAPX, peroksizom membranina bagh
mAPX, sitozolik cAPx ve mitokondri membranina bagli olarak mitAPX
bulunmustur. APX iki molekiil askorbat ile beraber hidrojen peroksiti suya
dondistiirlir ve reaksiyon sonucunda monodehidro askorbat (MDHA) agiga ¢ikar.
Askorbatin diginda bazi aromatik subsratlarinda oksidasyonunu katalizler; ama

enzimin fizyolojik substrati askorbattir (Chen and Asada 1989).
2 CeHgOs + H202 APX 2 MDHA + 2 H20
—_—

Askorbatin  MDHA'ya  donilisimii  reversible  bir  olaydir ve
monodehidroaskorbat rediiktaz enzimi MDHA'y1 yeniden askorbata doniistiiriir.
(Kumar et al 2011) Sitoplazmada bulunan cAPX, sAPX'e benzer; ancak askorbik
asit eksikliginde kararlilik seviyesi daha yiiksektir ve farkli elektron vericilerini de
kullanabilir. (Ranieri et al. 1996). APX ler guaikol peroksidazlara benzer; ama H*
vericisi olarak askorbik aside kars1 yiiksek afinite gostermelerinden dolayr guaikol

peroksidazlardan farklilik gosterirler (Nakano and Asada 1981).

3.4.3. Katalaz (CAT) (EC1.11.1.6)

CAT enzimi oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalizleyen oksido-
rediiktaz grubuna ait olup EC numarasi EC 1. 11. 1. 6 dir. Enzim, aerobik
mikrorganizmlarin tamaminda, omurgali ve omurgasiz canlilarda, bitki ve
mantarlardan da izole edilmistir. H2O>' yi bir ara iiriine doniistiirdiikten sonra H,O
ve Oy’ ye parcalayan 6nemli bir enzimdir. ilk basamakta ara iiriin olarak katalaz-

H202 olugmakta daha sonra da Hidrojen Peroksit, su ve molekiiler oksijene
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par¢alanmaktadir CAT enziminin aktif bolgesindeki hem (demir + porfirin grubu)
grubunda hem grubu Fe*® atomu igerir. Reaksiyon hiz1 oldukca yiiksek olan
CAT yaklasik her birinde 500 aminoasit olan 4 polipeptit zincirinden olusur
(Bergmeyer et al. 1983; Baskin and Salem 1997). Katalaz enziminin en 6nemli
fonksiyonu hiicre ve organel membraninda olusabilecek tersinmez hasarlar
minimize etmektir. Bunu da hidrojen peroksit ve lipit hidroperoksit gibi
bilesenlerin radikalligine giderme etkisiyle yapar. Hidrojen peroksit, singlet
oksijen ve hidroksil radikalinin potansiyel kaynagidir (Scandalios 1993;
Chaudiere and Ferrari 1999). Katalaz, kararli bir yapiya sahip degildir. Cesitli
stres faktorlerine maruz kalan organizmada olusan yiliksek konsantrasyonaki
hidrojen peroksit ile inibe edilebilir. (Streb et al.1993). CAT'in sadece peroksizom
ve ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunmasi ve hidrojen peroksite
olan zayif ilgisi nedeniyle etkinlik diizeyi disiiktlir. Askorbat, glutatyon, vitamin

E ve K CAT"n koruyucu 6zelligini arttirirlar (Asada 1992; Scandalios 1993).
3.4.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) EC 1. 6. 4.2

GR oksido-rediiktaz grubu enzimlerinden olup EC numarasi 1.6.4.2 dir.
Glutatyon peroksidaz (GPX), Glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG,)
oksidasyonunu katalize eder. Glutatyon rediiktaz (GR) ise okside glutatyonun
(GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini katalizleyen bir enzimdir (Bozdemir
2007). GR askorbat dongiisiinde onemli bir enzim olup, indirgenmis hiicresel
GSH’1n hiicrede yeterli seviyede kalmasini saglar. Enzim, bu islemi yaparken

NADPH'" elektron verici olarak kullanir (Ranieri et al. 2005; Maher et al 2008).
GSSG + NADPH + H* GR 2 GSH + NADP*
—_—

GR farkli enzimlerle beraber H202 'nin zarar verici etkilerinin ortadan
kaldirilmasinda gorev alirken, dehidroaskorbatin (oksitlenmis askorbik asit)
askorbata indirgenmesi esnasinda aciga c¢ikan GSSG'nin tekrar GSH'a
indirgenmesini katalizler. Boylece hiicresel GSH/GSSG oraninin yiiksek diizeyde

kalmasin1 saglar.
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Bunun yaninda GR, elektron verici olarak NADPH" kullandigindan
dolay1 CO; fiksasyonu azaldigi zamanlarda NADPH/NADP" oraninin dengede
kalmasina katkida bulunur (Aono et al. 1995; Creissen et al. 1996).

3.4.5. Peroksidaz (POD) (EC 1.11.1.7)

Oksido-rediiktaz enzim ailesine mensup olan Peroksidaz (POD) 'n EC
numarast 1.11.1.7 dir. POD enzimi, Siiperoksit dismutaz ve Katalaz ile beraber
koordineli calisarak radikal oksijen parcaciklarinin temizlenmesinde Onemli
gorevler tistlenen, HEM prostetik grubuna sahip bir enzimdir (Banci 1997; Kim
et al. 2000). POD H20> 'yi suya pargalarken bu esnadan hidrojen verici olarak
fenoller ve hidrokinonlar gibi aromatik bilesenlerin dehidrojenizasyonunu saglar,
ayrica inorganik substratlari da kullanabilir (Bergmeyer et al. 1983). Bitki
peroksidazlarinda, enzim kararliligina protein kisma baglanan glikoproteinler
onemli derecede rol alir ve glikoproteinlerin karakterize edilmesini saglayan
unsurda oligosakkarit zincirleridir ~ (Hu and Huystee 1989). Fizyolojik bir¢ok
olayda rol alan peroksidazlarin organizmada Onemli ve aktif gorevleri oldugu
belirtilmis olup genel olarak stres faktorlerine maruz kalan bitkilerde POD
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Asada 1992; Durmus ve Kadioglu 2005). POD,
kotii gevresel sartlardan 6tiirii olusan reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel seviyesinin
minimize edilmesinde ¢ok onemli gorev alir. Molekiil agirliklart 35 ile 100 kDa
arasinda degisen enzimin hidrojen vericisi olarak asagida sematize edildigi gibi
organik veya anorganik substratlar1 kullandig1 bilinmektedir (Bakardjieva et al.
1996).

AH2 + H20» POD A + 2H,0
—_—

POD izoenzimlerinin mekanizmlar1 tam olarak aydinlatilamasa da oksin
yikiminda, hiicre membrani proteinlerinin baglanmas1 ve pektinin c¢apraz
baglanmas1 gibi birgok metabolik reaksiyonda goérev aldigi bilinmektedir

(Whetten et al. 1998; Amaya et al. 1999; Rout et al. 2000).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismamizda uygulama yapilacak olan SDS’nin  en uygun
konsantrasyonlarin1 bulmak igin literatiir verilerinden yararlanarak 6n c¢aligmalar
yapilmistir. On ¢alismalar da ilk olarak 0.5, 1, 1.5 ve 2 mM SDS uygulanmistir. 4
farkli SDS dozu igeren gruplar oksijen pompalar1 ile siirekli havalandirilan
Hoagland besi yerinde yetistirilmistir. Sekil 4.1 ve 4.2 de gorildigi gibi 1 mM,
1.5 mM ve 2 mM SDS dozlarinin k6k ve koleptil uzunluklarinda benzer etkiler
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica 0.5 mM SDS dozunun arpa bitkisinin kok ve
koleptil uzunluklarina ciddi anlamda zararlar verdigi tespit edilmesiyle beraber
0.5 mM SDS dozundan daha diisiik dozlarinda arpa bitkisine zarar verebilecegi
diisiiniilmtstiir. 0.5 mM SDS dozundan daha diisiik dozlarin bitkiye
uygulanmasinin nedeni arpa bitkisine zarar veren en diisik SDS dozunun tespit

edilmesidir.

Oksijen pompalart ile siirekli havalandirilan Hoagland besi yeri igeren arpa
bitkisinin gelisme ortamina 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM SDS
uygulanmistir. 12 giin boyunca yetistirilen bitkilerin {izerinde SDS kaynakl1 kok-

govde indirgenmesi sonuglarina bakilarak en diisitk doz tespit edilmistir.

On calismalar neticesinde 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM
SDS konsantrasyonlariin bitki lizerinde meydana getirmis oldugu degisim
fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle belirlenmeye ¢alisilmigtir (Sekil 4.3 ve
4.4).

36



—

Sekil 4.2. Hasat sonrasi (0.5, 1, 1.5 ve 2 mM SDS uygulamalar1)
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Cizelge 4.1. Konsantrasyon aralif1 belirlemek i¢in yapilan 6n denemelerin kok

uzunlugu sonuglart

Uygulamalar Kok Uzunlugu (cm)
Kontrol 14.91 + 0.2149%
0.5 mM SDS 12,41 + 0.5252bc
1 mM SDS 12,79 +0.3396b
1.5 mM SDS 12,85 +0.3134b
2 mM SDS 11,39 +£ 0.3695¢

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P <

0.05 6nem seviyesine gore anlamsizdir.
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Kontrol 0.5mM 1 mM 1.5mM 2mM

Uygulama (SDS)

Sekil 4.3. Konsantrasyon araligi belirlemek icin yapilan 6n denemelerin kok

uzunlugu iizerine etkisi
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Cizelge 4.2. Konsantrasyon araligi belirlemek i¢in yapilan 6n denemelerin

koleptil uzunlugu sonuglari

Uygulamalar Koleptil Uzunlugu (cm)
Kontrol 23.29 +£0.4202a
0.5 mM SDS 18.50 £0.3535b
1 mM SDS 17.04 £0.4902c
1.5 mM SDS 17.32+0.3131c¢
2 mM SDS 17.29+0.3831¢c

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P <

0.05 6nem seviyesine gore anlamsizdir.

N
ol
)

Hi

N
o
1

H
H

= =
o ol
1 1

Koleptil Uzunlugu (cm)
ol

o
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Sekil 4.4. Konsantrasyon aralig1 belirlemek i¢in yapilan 6n denemelerin koleptil

uzunlugu iizerine etkisi
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Sekil 4.6. Hasat sonrasi (0.1, 0.2, 0.3 0.4 ve 0.5 mM uygulamalart)
4.1. Ortalama Kok-Gévde Uzunlugu Sonuglar:

SDS’nin arpa bitkisinde meydana getirmis oldugu fizyolojik degisimi
belirlemek igin kok-govde uzunluklarina bakilmistir. 0.1 mM SDS uygulanan
grupta kok uzunlugu kontrol grubuna gore % 0.2 artarken istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. 0.2 mM SDS uygulanan gruptaki kok uzunlugu ise % 5.48

oraninda indirgenmistir.
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0.3 mM SDS, 0.4 mM SDS ve 0.5 mM SDS uygulanan gruplarda kontrol
grubuna gore kok indirgemesi sirasiyla % 8.41, %13.76 ve % 18.77 oldugu
yapilan ol¢timlerle tespit edilmistir (Cizelge 4.1), (Sekil 4.5), (P<0.05).

Cizelge 4.3. SDS uygulamalariyla ortalama kok uzunlugundaki degisim.

Uygulamalar Kok Uzunlugu (cm)
Kontrol 14.96 + 0.1973a
0.1 mM SDS 14.99 + 0.2146a
0.2 mM SDS 14.14 + 0.1954b
0.3 mM SDS 13.71£0.1718b
0.4 mM SDS 12.91 + 0.1620c
0.5 mM SDS 12.16 + 0.1926d

* Bir siitun i¢inde aynmi harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P <

0.05 6nem seviyesine gore anlamsizdir.
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Kontrol 0.1mM 02mM 03mM 04mM 05mM
Uygulama (SDS)

Sekil 4.7. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde k6k uzunlugu tizerindeki degisimi

SDS arpanin koleptil uzunlugunda da degisimler meydana getirmistir. 0.1
mM SDS uygulanan grup, kontrol grubuna goére % 5.34 oraninda azalma
gosterirken, 0.2 mM SDS uygulanan arpa bitkisinde koleptil uzunlugundaki
indirgenme kontrol grubuna goére % 11.47 olmustur (P<0.05). 0.3 mM, 0.4 mM ve
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0.5 mM SDS uygulanan gruplardaki koleptil uzunluklar1 kontrol grubuna gore
sirastyla % 13.99, % 18.37 ve % 19.06 indirgenmistir. 0.3 mM uygulanan grup ile
0.2 mM uygulanan grup arasindaki fark anlamsizdir. 0.4 mM ve 0.5 mM
gruplarininin koleptil uzunlugundaki farklar bir birlerine gore istatistiksel olarak
anlamsiz iken kontrol grubuna ve 0.1 mM, 0.2 mM ile 0.3 mM SDS uygulanan
gruplara gore fark anlamlidir. (Cizelge 4.2), (Sekil 4.6), (P<0.05).

Cizelge 4.4. SDS uygulamalariyla koleptil uzunlugundaki degisim

Uygulamalar Koleptil Uzunlugu (cm)
Kontrol 23.44 +0.2721a
0.1 mM SDS 22.22 +0.2660b
0.2 mM SDS 20.78 = 0.2023c
0.3 mM SDS 20.19 +0.2283c
0.4 mM SDS 19.16 +0.1903d
0.5 mM SDS 19.00 + 0.1693d

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farklhiliklar P <

0.05 6nem seviyesine gore anlamsizdir.
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Sekil 4.8. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde koleptil uzunlugu iizerindeki
degisim
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4.2. Coziilebilir Protein icerigi Sonuglar

Arpa bitkisinin kontrol grubunda protein miktar1 6.92 mg protein.g™* doku
bulunurken; 0.1 mM SDS uygulanan grupta % 3.61 azalma ile 6.67 mg protein.g™
doku olarak bulunmustur. 0.2 mM SDS, 0.3 mM SDS, 0.4 mM SDS ve 0.5 mM
SDS uygulanan gruplarda ise protein miktarlar1 sirasiyla % 6.65 oraninda
azalmayla 6.46 mg protein.g? doku,
protein.g™ doku, %7.66 oraninda azalmayla 6.39 mg protein.g™ doku ve % 7.80
oraninda azalmayla 6.38 mg protein.g? doku olarak bulunmustur. Biitiin

gruplarda kontrol grubuna gore farklar 6nemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3),

(Sekil 4.7), (Sekil 4.8), (P<0,05).

Cizelge 4.5. SDS uygulamalariyla protein miktarindaki degisim

Uygulamalar Protein miktar1 (mg.g™* doku)
Kontrol 15.52 + 0.0115a
0.1 mM SDS 14.96 + 0.03180b
0.2 mM SDS 14.50 + 0.01252c
0.3 mM SDS 14.40 + 0.01395d
0.4 mM SDS 14.33 + 0.02646e
0.5 mM SDS 14.32 + 0.02028e

Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Oonem seviyesine gore anlamsizdir
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Sekil 4.9. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde ¢oziilebilir protein miktarlar

iizerindeki degisimi

Markir Kontrol 0.ImM SDS 0.2mM SDS 0.3mM SDS  0.4mM SDS 0.5mM SDS

(PR O —— ———— W———
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Sekil 4.10. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde protein profili {izerine etkisi
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4.3. Fotosentetik Pigment Icerigi Sonuclar
4.3.1. Klorofil a pigmenti sonuclari

Arpa bitkisinin kontrol grubunda klorofil a miktar: 6.078 mg.g™ doku
olarak bulunurken 0.1 mM SDS uygulanan grupta % 18.75 azalma ile 4.938 mg.g*
doku bulunmustur. Klorofil a pigment sonuglar1, 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5
mM SDS uygulamalarinda sirasiyla % 19.28 azalma ile 4.906 mg.g? doku,
% 10.36 azalma ile 5.448 mg.g* doku, %15.37 azalma ile 5.144 mg.g* doku ve
%26.21 azalma ile 4.485 mg.g? doku oldugu tespit edilmistir. Klorofil a
sonuclar1 diger gruplarda kontrol grubuna gore anlamli degisiklik gdstermislerdir

(Cizelge 4.4), (Sekil 4.9), (P<0.05).

Cizelge 4.6. SDS uygulamalariyla klorofil a miktarindaki degisim

Uygulamalar klorofil a miktar1 (mg.g* doku)
Kontrol 6.078 + 0.034a
0.1 mM SDS 4,938 +0.017d
0.2 mM SDS 4.906 + 0.037d
0.3 mM SDS 5.448 + 0.037b
0.4 mM SDS 5.144 + 0.059c
0.5 mM SDS 4.485 + 0.046e

Oonem seviyesine gore anlamsizdir

Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05
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Klorofil a miktar: (mg.g* doku)

O P N W~ 01O N
1

Kontrol 01mM 02mM 03mM 04mM 05mM
Uygulama (SDS)

Sekil 4.11. SDS uygulamalariin arpa bitkisinde klorofil a miktarlar iizerindeki

degisimi
4.3.2. Klorofil b pigmenti sonuglari

Arpa bitkisinde yapilan analiz sonuglarina gore en yiiksek klorofil b igerigi
2.472 mg.g* doku ile kontrol grubunda bulunmustur. 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM,
0.4 mM ve 0.5 mM SDS uygulanan gruplarinda ise sirasiyla %21.19 azalma ile
1.948 mg.g* doku, % 15.66 azalma ile 2.085 mg.g™* doku, % 10.64 azalma ile
2.209 mg.g* doku, % 14.40 azalma ile 2.116 mg.g™* doku ve % 21.81 azalma ile
1.933 mg.g? doku olarak tespit edilmistir. Kontrol grubuna gére SDS uygulanan
biitiin gruplarda fark 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.5), (Sekil 4.10), (P<0.05).
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Cizelge 4.7. SDS uygulamalariyla klorofil b miktarindaki degisim

Uygulamalar klorofil b miktar1 (mg.g™* doku)
Kontrol 2.472 +0.022a
0.1 mM SDS 1.948 + 0.083d
0.2 mM SDS 2.085 +0.033c
0.3 mM SDS 2.209 + 0.049b
0.4 mM SDS 2.116 £ 0.030c
0.5 mM SDS 1.933 +0.024d

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Onem seviyesine gore anlamsizdir
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Sekil 4.12

degisimi

Kontrol

0.1 mM

0.2mM

0.3mM

Uygulama (SDS)

4.3.3. Toplam klorofil icerigi sonuglari

0.4 mM

0.5mM

. SDS uygulamalariin arpa bitkisinde klorofil b miktarlar1 tizerindeki

Yapilan Sl¢iimler sonucunda toplam klorofil miktar1 en yiiksek kontrol

grubunda 8.54 mg.g? doku olarak tespit edilmistir. 0.1 mM SDS uygulanan

grupta toplam klorofil igerigi % 19.43 azalarak 6.88 mg.g™ doku olarak tespit

edilmistir. 0.2 mM SDS uygulanan grupta ise bu azalis % 18.22 ile 6.99 mg.g*!

doku olarak tespit edilmistir. 0.1 mM ve 0.2 mM SDS uygulanan gruplarda
47



toplam klorofil icerigindeki fark kendi aralarinda kiyasla anlamsizdir; fakat

kontrol grubuna gore fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. 0.3 mM SDS,

0.4 mM SDS ve 0.5 mM SDS uygulanan gruplarda ise toplam klorofil miktar1

sirasiyla 7.65 mg.g*t doku, 7.25 mg.g? doku ve 6.41 mg.g? doku olarak

bulunmustur. Bu gruplardaki azalis sirasiyla % 10.49, % 15.18 ve % 25 olarak

bulunmustur. Biitiin gruplarda fark kontrol grubuna gore anlamli bulunmustur

(Cizelge 4.6), (Sekil 4.11), (P<0.05).

Cizelge 4.8. SDS uygulamalariyla toplam klorofil miktarindaki degisim

Uygulamalar | Toplam klorofil miktar: (mg.g* doku)
Kontrol 8.54 + 0.057a
0.1 mM SDS 6.88 + 0.018d
0.2 mM SDS 6.99 + 0.068d
0.3 mM SDS 7.65 £ 0.049b
0.4 mM SDS 7.25+0.089c
0.5 mM SDS 6.41 + 0.062e

Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Oonem seviyesine gore anlamsizdir

Toplam Klorofil miktari (mg.g* doku)
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Kontrol

0.1mM
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0.3mM

Uygulama (SDS)

0.4 mM

0.5mM

Sekil 4.13. SDS uygulamalarimin arpa bitkisinde toplam klorofil miktarlar:

tizerindeki degisimi
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4.3.4. Karotenoid icerigi sonuglari

Arpa bitkisinde yapilan dlglimler neticesinde en yiiksek karotenoid miktar1
5.57 mg.g* doku ile kontrol grubunda bulunurken 0.1 mM SDS uygulanan grupta
% 18.32 azalma 4.55 mg.g? doku, 0.2 mM SDS uygulanan grupta % 25.69
azalma ile 4.14 mg.g* doku olarak bulunmustur. Her iki grupta hem kontrole hem
de bir birlerine gore aradaki fark 6nemli bulunmustur (P < 0.05). Toplam
karotenoid miktar1 0.3 mM SDS, 0.4 mM SDS ve 0.5 mM SDS uygulanan
gruplarda ise sirasiyla 4.78 mg.g™ doku, 4.49 mg.g? doku ve 3.74 mg.g*! doku
olarak tespit edilmistir. Bu gruplarda azalmalar ise sirastyla % 14.20, % 19.40 ve
% 32,87 olarak gerceklesmistir. Bu uygulamalardaki farklar ise hem kontrole goére
hem de bir birlerine gore énemli bulunmustur (Cizelge 4.7), (Sekil 4.12), (P <
0.05).

Cizelge 4.9. SDS uygulamalariyla karotenoid miktarindaki degisim

Uygulamalar Karotenoid miktar1 (mg.g™ doku)
Kontrol 5.57 + 0.034a
0.1 mM SDS 4.55 +0.010c
0.2 mM SDS 4.14 +0.028d
0.3 mM SDS 4.78 £ 0.033b
0.4 mM SDS 4.49 + 0.051c
0.5 mM SDS 3.74 £ 0.042e

Onem seviyesine gore anlamsizdir
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Sekil 4.14. SDS uygulamalariin arpa bitkisinde karotenoid miktarlar: izerindeki

degisimi
4.4, Reaktif Oksijen Tiirlerinin Sonuc¢lar
4.4.1. H202 icerigi sonuclari

Arpa bitkisinde yapilan 6lgiimler neticesinde kontrol grubunun H20:
miktar1 22.52 pg.g* bulunurken 0.1 mM SDS uygulanan grupta bu miktar % 5.81
artisla 23.83 pug.gt, 0.2 mM SDS uygulanan grupta ise %19.48 artisla 26.91 pg.g*
bulunmustur. 0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM SDS uygulanan gruplarda ise sirasiyla
% 24.76 artisla 28.10 pg.gt, % 94.33 artisla 43.77 pg.g?t ve % 127.10 artisla
51.15 pg.g? olarak bulunmustur. Biitiin sonuglar kontrol grubuna ve kendi

aralarinda kiyasla anlamhidir (Cizelge 4.8), (Sekil 4.13), (P < 0.05).

50



Cizelge 4.10. SDS uygulamalariyla H2O2 miktarindaki degisim

Uygulamalar H20, miktar1 (pg.g?)
Kontrol 22.52+0.2841f
0.1 mM SDS 23.83 +£0.1765¢
0.2 mM SDS 26.91 +0.0739d
0.3 mM SDS 28.10 £ 0.1155c¢
0.4 mM SDS 43.77 + 0.6893b
0.5 mM SDS 51.15+0.2821a

Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Oonem seviyesine gore anlamsizdir
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Sekil 4.15. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde H202 miktar1 miktarlar
tizerindeki degisimi
4.4.2. Siiperoksit anyonu (O2") icerigi sonuclari

Arpa bitkisinde yapilan ol¢limler sonucu Oz miktar1 kontrol grubunda

24.27 ng.gt olarak bulunurken, bu miktar 0.1 mM SDS uygulanan grupta kontrol
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grubuna gére % 17.62 artisla 28.55 pg.g, 0.2 mM SDS uygulanan grupta ise %
35.34 artisla 32.85 pg.gtbulunmustur.

0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM SDS uygulanan gruplarda O2" miktarlar
sirastyla kontrol grubuna gére % 33.16 artisla 32.32 pg.g, % 35.55 artisla 32.90
ng.gtve % 29.08 artisla 31.33 pg.glolarak bulunmustur. (Cizelge 4.9), (Sekil
4.14), (P <0.05).

Cizelge 4.11. SDS uygulamalartyla Oz~ miktarindaki degisim

Uygulamalar O~ miktar1 (ug.g* doku)
Kontrol 24.27 +0.7679¢
0.1 mM SDS 28.55 + 0.4073b
0.2 mM SDS 32.85 +0.6132a
0.3 mM SDS 32.32 £ 0.5067a
0.4 mM SDS 32.90 + 0.3660a
0.5 mM SDS 31.33+0.2812a

Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Onem seviyesine gore anlamsizdir.
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Sekil 4.16. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde O2" miktar1 miktarlari iizerindeki
degisimi
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4.5. Antioksidan Enzim Aktivite Sonuclari

4.5.1. SOD enzimi sonucl

Arpa bitkisinin kontrol grubunda SOD aktivitesi 5.2257 U.mgprotein

olarak bulunurken 0.1 mM SDS

5.6986 U.mg? protein olarak bulunmustur. Daha sonra diisiise gecen SOD
aktivitesi 0.2 mM SDS uygulanan grupta kontrol grubuna gore % 2.036 artigla
5.3648 U.mgprotein olarak bulunmustur; fakat fark anlamsizdir (P> 0.05). 0.3

mM, 0.4 mM ve 0.5 mM SDS
sirasiyla % 5.23 azalisla 4.9521
protein ve % 29.34 azalisla 3.69

grubuna kiyasla 0.3 mM SDS uygulanan gruptaki fark énemsiz bulunurken (P>

0.05), 0.4 mM ve 0.5 mM SDS u

arl

uygulanan grupta SOD aktivitesi % 9.04 artisla

uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna gore
U.mg™ protein, % 16.04 azalisla 4.872 U.mg™*

23 U.mg? protein olarak bulunmustur. Kontrol

ygulan gruplardaki degisim 6nemli bulunmustur

(Cizelge 4.10), (Sekil 4.15), (P < 0.05).

Cizelge 4.12 SDS uygulamalariyla SOD aktivitesi degisimi

Uygulamalar SOD aktivitesi (U.mg protein™)
Kontrol 5.2257 + 0.0846bc
0.1 mM SDS 5.6986 + 0.2328a
0.2 mM SDS 5.3648 + 0.0491ab
0.3 mM SDS 49521 +£0.0471c
0.4 mM SDS 4.3872 + 0.0295d
0.5 mM SDS 3.6923 + 0.0849¢

Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bu

Oonem seviyesine gore anlamsizdir

lundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05
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Sekil 4.17. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde SOD aktivitesi iizerindeki

degisimi
4.5.2. POD enzimi sonuclari

Arpa bitkisinin kontrol grubunda POD aktivitesi 1580.217 U.mg™* protein
olarak bulunurken 0.1 mM SDS uygulanan grupta % 16.29 artisla 1837.606 U.mg"
! protein, 0.2 mM SDS uygulanan grupta ise % 31.078 artisla 2071.319 U.mg?
protein olarak bulunmustur. 0.3 mM SDS uygulanan gruptaki POD aktivitesi %
41.18 artis orani ile 2230.921 U.mg™* protein olarak hesaplanirken 0.4 mM SDS
ve 0.5 mM SDS uygulanan gruplarda ise enzim aktivitesi sirasiyla %56.91 artisla
2479.510 U.mg? protein ve % 93.28 artisla 3054.209 U.mg! protein oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.11), (Sekil 4.16), (P < 0.05).
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Cizelge 4.13. SDS uygulamalartyla POD aktivitesi degisimi

Uygulamalar POD aktivitesi (U.mg protein™?)
Kontrol 1580.217 + 32.2127f
0.1 mM SDS 1837.606 + 32.7805e
0.2 mM SDS 2071.319 + 26.6936d
0.3 mM SDS 2230.921 + 35.4767c
0.4 mM SDS 2479.510 + 42.1366b
0.5 mM SDS 3054.209 + 59.6539a

Bir siitun iginde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Onem seviyesine gore anlamsizdir
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Sekil 4.18. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde POD aktivitesi iizerindeki

degisimi

4.5.3. CAT enzimi sonuclari

Arpa bitkisinin kontrol grubunda CAT enzimi aktivitesi 39.062 U.mg*

protein olarak bulunurken bu miktar 0,1 mM SDS grubunda % 47.24 azalma ile

20.61 U.mg?! protein olarak bulunmustur (P< 0,05). CAT enzimi aktivitesi,
kontrol grubuna goére 0.2 mM, 0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM SDS gruplarinda

sirastyla % 69.48 azalarak 11.92 U.mg? protein,
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13.75 U.mgprotein, % 76.19 azalarak 9.30 U.mg™ protein ve % 67.59 azalarak
12.66 U.mg protein olarak bulunmustur (Cizelge 4.12), (Sekil 4.17), (P < 0.05).

Cizelge 4.14. SDS uygulamalariyla CAT aktivitesi degisimi

Uygulamalar CAT aktivitesi (U.mgprotein)
Kontrol 39.062 +2.6191a
0.1 mM SDS 20.61 + 0.5296b
0.2 mM SDS 11.92 +0.3835¢C
0.3 mM SDS 13.75+ 0.3810c
0.4 mM SDS 9.30 + 1.2025c¢
0.5 mM SDS 12.66 + 2.4228c

Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Oonem seviyesine gore anlamsizdir
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Sekil 4.19. SDS uygulamalarinin arpa bitkisinde CAT aktivitesi tizerindeki

degisimi

4.5.4. APX enzimi sonuglari

Kontrol grubunun APX aktivitesi 5.22 U.mg™? protein olarak bulunurken

0.1 mM SDS uygulanan grupta % 27.97 azalma ile 3.76 U.mg* protein, 0,2 mM

SDS uygulanan grupta ise % 27 azalma ile 3.81 U.mg! protein olarak

bulunmustur (P < 0.05). 0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM SDS uygulanan gruplar ise
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kontrol grubuna gore % 26.04 azalma ile 3.86 U.mg™ protein, %30.64 azalma ile

3.62 U.mg™ protein ve % 32.17 azalarak 3.54 U.mg* protein olarak bulunmustur.

0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM gruplarindaki degisim kontrol grubuna gore
anlamlhidir (Cizelge 4.13), (Sekil 4.18), (P < 0.05).

Cizelge 4.15. SDS uygulamalariyla APX aktivitesi degisimi

Uygulamalar APX aktivitesi U.mg™protein
Kontrol 5.23+£0.0407a
0.1 mM SDS 3.76 £ 0.0311bc
0.2 mM SDS 3.81+0.04517b
0.3 mM SDS 3.86 +0.1093b
0.4 mM SDS 3.62 + 0.0480bc
0.5 mM SDS 3.54 £0.1312c

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Onem seviyesine gore anlamsizdir
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Sekil 4.20. SDS uygulamalarmin arpa bitkisinde APX aktivitesi tizerindeki

degisimi
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4.5.5. GR enzimi sonuclari

Yapilan olgtimler neticesinde arpa bitkisinin kontrol grubunda GR
aktivitesi 6.50 U.mg* protein olarak bulunmustur. Kontrol grubuna gére; 0.1 mM
SDS grubunda bu aktivite % 9.87 azalisla 5.86 U.mg? protein, 0.2 mM SDS
uygulanan grupta % 11.72 azalisla 5.74 U.mg™? protein, 0.3 mM SDS uygulanan
grupta ise % 15.56 azalisla 5.49 U.mg* protein olarak bulunmustur. GR aktivitesi
0.4 mM SDS uygulanan grupta kontrol grubuna gore % 27.56 azalarak 4.71 U.mg"
! protein olurken; 0.5 mM SDS uygulanan grupta ise aktivite kontrol grubuna
nazaran % 24.33 azalarak 4.92 U.mg! protein olarak bulunmustur. SDS
uygulanan biitiin gruplar kontrol grubu ile karsilastirildiginda aradaki degisim
onemlidir (Cizelge 4.14), (Sekil 4.19), (P < 0.05).

Cizelge 4.16. SDS uygulamalartyla GR aktivitesi degisimi

Uygulamalar GR aktivitesi U.mg™protein
Kontrol 6.50 = 0.1709a
0.1 mM SDS 5.86 +0.2179b
0.2 mM SDS 5.74 + 0.0348b
0.3 mM SDS 5.49+0.1733b
0.4 mM SDS 4.71 +£0.0642c
0.5 mM SDS 492 £0.1071c

Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Oonem seviyesine gore anlamsizdir
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Sekil 4.21. SDS uygulamalarmin arpa bitkisinde GR aktivitesi iizerindeki

degisimi
4.6. Lipit Peroksidasyon (MDA icerigi) Seviyesi Sonuclari

Arpa bitkisinde yapilan 6l¢iimler sonucu MDA, en diisiik seviyede kontrol
grubunda 4.84 nmol.g™' olarak bulunurken, 0.1 mM SDS grubunda kontrol
grubuna kiyasla % 5.78 artarak 5.19 nmol.g™ (p> 0.05) ve 0.2 mM SDS
grubunda ise kontrol grubuna gore % 23.76 artisla 5.99 nmol.g™" olarak
bulunmustur. 0.3 mM, 0.4 mM ve 0.5 mM SDS gruplarinda kontrol grubuna gore
sirastyla % 41.52 artisla 6.85 nmol.g™, % 153.09 artigla 12.25 nmol.g™* ve %
210.95 artisla 15.05 nmol.g™! olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.15), (Sekil 4.20),
(P <0.05).
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Cizelge 4.17. SDS uygulamalartyla MDA seviyesindeki degisim

Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05

Uygulamalar MDA seviyesi nmol.g™!
Kontrol 4.84 +0.0498e
0.1 mM SDS 5.12 £ 0.0433e
0.2 mM SDS 5.99 + 0.2246d
0.3 mM SDS 6.85+0.0801c
0.4 mM SDS 12.25 + 0.4904b
0.5 mM SDS 15.05 + 0.1582a

Onem seviyesine gore anlamsizdir
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Arpa (Hordeum vulgare L.) bugdaygillerden taneleri malt ve yem olarak
kullanilan, tahillar igerisinde liretim miktar1 olarak diinyada iigiincii iilkemizde ise
ikinci sirada yer alan ekonomik degeri yiiksek bir bitkidir (Anonim 2012). Diger
taraftan g¢evresel stres bitki sagligina zarar veren ve lretimi smirlandiran en
onemli faktorlerden biridir (Benlioglu ve Ozkan 2015). Sucul ortama evsel ve
endiistriyel atik sularla bulasan kirleticiler arasinda bulunan deterjanlar, 6nemli bir
cevresel stres faktoriidiir. Deterjanlar sulardaki biyolojik aktiviteyi ve
organizmalara oksijen taginimini etkiler (Minareci vd. 2008). En ¢ok kullanilan
deterjanlar anyonik o6zellikte olanlardir ve bu deterjanlara anyonik 6zelligi

kazandiran ham madde ise sodyum dodesil siilfat (SDS) tir (Atic1 2006).

Mevcut arastirmada, SDS’nin bitkiye fizyolojik ve biyokimyasal yonden
verdigi zararlar ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Boylece SDS’nin bitki tizerindeki
zararlarimin tespit edilmesi ve ayrica meydana gelen kayiplar i¢in alinmasi
gereken tedbirlere de dolayli olarak bilimsel bir destek saglanmasi amaglanmustir.
Bu amag i¢in farkli dozlarda bitkiye SDS uygulanmig olup, SDS’nin bitki
lizerinde meydana getirdigi hasarlar fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle

ortaya konmaya calisilmistir.

SDS’nin kullanim1 her geg¢en giin daha da artmaktadir. Yiizey aktif
maddeler icerisinde istenilen 6zellikleri en 1yi karsilayan maddelerden biri oldugu
icin sadece temizlik, kozmetik vb alanlarda degil gida sanayisinden deri
endiistrisine kadar oldukca genis bir yelpazede kullanilmaktadir. Bu kadar genis
Olceklerde kullanilan bir iirliniin 6zellikle atik sular iizerinden tarimsal alanlara ve
meralara bulagmamasi neredeyse imkansizdir. Nitekim deniz ve baraj gollerinde
yapilan Ol¢iimler, deterjanin dolayisiyla deterjanda kullanilan hammadde olan
SDS’nin bulastigini ve giin gectikge arttigini gézler 6niine sermektedir (Bozkurt
vd. 2004; Peker 2007).

Biitiin canlilara zarar verici 6zellikte olan SDS’nin elbette bitkiler tizerine
de zararli etkileri bulunmaktadir (Dirilgen and Ince 1995; Forni et al 2012); fakat

bu etkileri agiklayan ¢alisma sayisi son derece sinirhidir. Bizim bildigimiz
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kadariyla Arpa tizerine SDS’nin etkilerini agiklayan ¢alisma olmadig1 gibi bitkiler
lizerine yapilan calismalarda son derece azdir. Bu nedenle mevcut ¢alismamiz
SDS’nin bitkiler {izerindeki etkilerini aydinlatma anlaminda bu alandaki
literatiirdeki boslugu dolduracagi gibi SDS’nin arpa bitkisi iizerine etkilerini

ortaya koymasi yoniiyle de 6nem arz etmektedir.
5.1. SDS Uygulamalarimn Bitkinin K6k ve Govde Gelisimi Uzerine Etkileri

SDS uygulamasi arpa fidelerinin kok-gévde uzunluklarinda ciddi
diisiislere neden olmustur. SDS’nin meydana getirmis oldugu kok-govde
indirgenmesi ile uygulama dozu arasinda pozitif bir korelasyon oldugu

calismamiz ile tespit edilmistir.

SDS’nin bugday iizerinde meydana getirmis oldugu etkinin incelendigi bir
calismada, SDS’nin bugday fidelerinde indirgenmeye neden oldugu rapor
edilmistir (Chang et al 2015). Bu arastirma bizim ¢alismamiz ile benzer sonuglar
gostermistir. Kok ve gévde uzunlugunun kisalmasinin olasi nedenleri arasinda
SDS’nin sentez reaksiyonlarina zarar vermesinin yani sira mitoz boliinme {izerine
olan olumsuz etkileriyle bagdastirilabilir. Calismamizda SDS’nin protein

miktarinda diislise yol agmasi bu goriisii desteklemektedir.

SDS’nin bir bileseni olan Na® iyonunun bitkiler i¢in toksik oldugu
caligmalarda bildirilmistir (Siegel et al 1980). Fakat ¢alismamizda uyguladigimiz
SDS konsantrasyonu Na* iyonunun bitkiye toksik olarak etki edecegi dozun ¢ok
altindadir. Bundan dolayr SDS zararimin Na* katyonundan kaynaklandigini
diisinmemekteyiz. Zira bazi arpa cesitlerinin ¢imlenme donemlerinde farkli
dozlardaki tuz stresine tepkilerinin belirlendigi bir c¢alismada, kok-govde
indirgenmesine etki eden dozun 3 g/l oldugu rapor edilmistir (Benlioglu ve Ozkan

2015). Bu arastirma goriisiimiizii desteklemektedir.

SDS’nin diger bir bileseni de siilfattir (SO4%). Siilfat hiicrenin kolloidal
yapisint bozmaktadir. Ayrica siilfat birikmesi bitkide akut zararlarin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Bu da bitki biiylimesini biiyiik oranda ekiler (Pell
1979; Cepel 1980).
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Hiicre kolloidal yapis1 bozulursa sentez reaksiyonlarinin ve hiicre boliinme
asamalarinin etkilenmesi kaginilmaz olarak gerceklesecektir. Dolayisiyla kok ve
govde gelismesinde meydana gelen indirgenmenin olasi nedenlerinde biri de
siilfatin yaptig1 tahribat olabilir. Dirilgen and Ince (1995) su mercimeginde
yaptiklar1 calismada SDS birikmesinin yapraklarda arttifini bildirmislerdir. Bu
durum siilfatin hiicrede birikebilecegini gosterirken SO4%”1n hiicre yapisin1 bozup,

zarar verebilecegi goriisiimiizii de desteklemektedir.
5.2. SDS Uygulamalarimin Céziilebilir Protein icerigi Uzerine Etkileri

Proteinler organizmada en fazla bulunan makromolekiillerdir. Hareketten
savunmaya, iletisimden katalitik aktivitelere kadar proteinlerin bircok islevi

bulunmaktadir (Nelson 2005).

SDS’nin bakterilerde protein denatiirasyonunu arttirdigi bildirilmistir.
(Rajagopal et al. 2002). SDS’nin bitkiler {izerine etkilerinin arastirildig1 bir
calismada ise bu maddenin bugday gévdesindeki proteinleri azalttigi (Chang et al
2015), ayrica aminoasitleri birbirine baglayan peptit baglarinin pargalanmasina

neden oldugu rapor edilmistir (Fainerman et al. 2010).

Calismamizda genel itibariyle c¢oziilebilir protein miktarinda, kontrol
grubuna gore ciddi azalmalar oldugu tespit edilmistir. Bu azalmanin nedenini
sadece hiicredeki bir metabolik olaym, bir enzimin, bir molekiiliin yapisinin
bozulmasina baglamak i¢in yeterli bulgu mevcut degildir. Zira protein sentezi,
¢ekirdekte ilgili gen bolgelerinin uyarilmasi, s6z konusu genden mRNA sentezi
(transkripsiyon), sentezlenen mRNA’nin sitoplazmaya gecerek translasyona
ugramasi, translayondan sonra sentezlenen zincir halindeki polipeptidin 6zel bir
tic boyutlu yap1 kazandirilmast gibi hayli uzun ve karmasik bir prosestir. Bu
nedenle protein sentezinde herhangi bir azalma veya aksamanin yagsanmamast igin
bu proseste gorev alan tiim yapisal ve islevsel elemanlarin dogal yapisinin en
azindan iizerine diiseni yapabilecek kadar bozulmamis olmasi gerekir. Nitekim
bitkinin maruz kaldigt madde SDS gibi dogal olmayan sentetik bir madde
oldugundan, protein sentezinde goriilen azalmanin, birden fazla noktaya etki

ederek de bu sonucu ortaya cikarabilecegini akla getirmektedir. Bu konuda
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bitkiler lizerine yapilan az sayida ¢alisma olup, bu ¢alismalarda SDS’nin neden
oldugu protein sentezindeki azalma, SDS’nin peptit baglarini parcalayarak protein
sentez reaksiyonlarini inhibe ettigi seklinde izah edilmistir. (Dirilgen and Ince

1995; Chang et al 2015). Mevcut sonug¢larimiz ile yapilan ¢alismalar uyumludur.

Spektrofotometrik yontemlerle protein miktarinda belirledigimz azalma,
gerceklestirdigimiz SDS-PAGE protein profili goriintiileri ile de teyit edilmistir.
Goriintiilerden de anlasilacagi lizere protein miktarinda 6nemli bir azalma so6z
konusudur. Ozellikle 50-60 kDa araligindaki bant goriintiileri protein miktarindaki
azalmay1 ¢ok agik bir bigimde ortaya koymustur. Bu aralik ribuloz 1-5 bifosfat
karboksilaz oksijenaz (RUBISCO) enziminin oldugu araliktir ki bu enzim,
bitkilerin en ©6nemli metabolik siire¢lerinden fotosentezin anahtar ve elzem
enzimlerindendir (Y1ldiz ve Terzi 2007).

SDS-PAGE goriintiilerinden protein miktarinin genel olarak azaldig: tespit
edilmesi ile beraber diisiik molekiil agirligina sahip protein miktarlarinda artis
oldugu gorilmektedir. Diisiik molekiil agirligina sahip bu proteinlere stres
proteinleri de denilmektedir. Bu proteinler stres faktorii s6z konusu oldugunda
bitkide sentezlenen savunma amagl proteinlerdir. Stres proteinlerinin
olusmasinda hormonsal faktorlerin de rol aldigi diistiniilmektedir (Mayer and
Bukau 2005; Bukau et al. 2006). SDS bitkide hormon iiretimini de etkilemektedir
(Forni et al 2012).

Mevcut ¢alismamizda 0,4 mM ve 0,5 mM SDS uyguladigimiz gruplarda
20 kDa ve daha diisiik molekiil agirliga sahip proteinlerin artis1 ¢ok agik bir
sekilde goriilmektedir. Ayrica 0,2 mM SDS uygulanan gruptan itibaren stres
proteinlerinin artisi, SDS-PAGE goriintiilerinden net bicimde anlagilmaktadir.

SDS’nin g¢evresel bir stres faktorli olmasi nedeniyle bu stres proteinlerinin
varhiginda artts meydana gelmesi, bitkinin savunmaya gectigini ortaya
koymaktadir. Buna ek olarak hormonal degisimlerin de stres proteinlerinin
varhiginda artis olmasina neden olabilecegini diisiinmekteyiz. Savunma

mekanizmasinda rol alan stres proteinlerinin artisina ragmen, bu proteinler
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SDS’nin  bitki {lizerinde meydana getirmis oldugu hasar1 tam olarak

engelleyememistir.
5.3. SDS Uygulamalarinin Fotosentetik Pigment icerigi Uzerine Etkileri

Cesitli stres faktorlerinin fotosentez olay1 iizerine etkileri oldugu
bilinmektedir. Fotosentez dogrudan bitki dolayli olaraktan hayvan ve insan
yasami ile ekolojik dengenin devami i¢in gerekli temel mekanizmalarindan biridir
(Gegkil 2012). Kloroplastta bulunan klorofil a ve klorofil b fotosentez olayinda,
15181 yakalanmasinda gorev alan pigmentlerdir (Havaux and Tardy 1997). Su
mercimegi bitkisi lizerinde yapilan bir ¢alismada, SDS’ninbu bitkide Klorofil

pigmentlerinde azalmaya yol actig1 bildirilmistir (Forni et al. 2008).

Yapilan bir diger c¢alismada ise SDS’nin klorofil-protein kompleksini
bozdugu ve ayrica magnezyum mineralini de klorofilden ayirdigi bildirilmistir
(Smith  1941). Magnezyum, klorofilin yap1 tasi olmasinin yani sira CO2
fiksasyonunun ilk basamagimi katalizleyen, net fotosentez oranmi ile dogrudan
iliskisi bulunan ribuloz 1-5 bifosfat karboksilaz oksijenaz (RUBISCO) enziminin
de kofaktoriidiir (Vance ve Miller 1998; Yildiz ve Terzi 2007).

Bu arastirmada elde ettigimiz bulgular, daha Onceki arastirmalarda
bulunanlarla paralellik arz etmektedir. Sonuglarimiza gére SDS bilesiginin bitkide
Klorofil a, klorofil b ve toplam klorofil igerigi miktarlarinda azalmaya neden

oldugu tespit edilmistir.

Fotosentetik pigment miktarlarinda meydana gelen bu azaliglar SDS
kaynakli klorofil-protein etkilesiminin ve/veya magnezyum ile klorofil
molekiilleri arasinda meydana gelen biitlinliiglin bozulmas1 nedeniyle olabilir.
Calisma sonuclarimizdan da anlagilacagi iizere bitkinin ¢dziilebilir protein

icerigindeki azalma gorilisiimiizli destekler niteliktedir.

Mevcut sonuglarimizdaki ¢éziilebilir protein miktarindaki diisiise ek olarak
SDS-PAGE goriintiileri RUBISCO’nun da bulundugu aralik olan 50-60 kDa

araligindaki proteinlerin net bir sekilde azaldigim1 gdstermektedir. Ayrica
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Rubisco’nun kofaktorii olan Mg’ un klorofil pigmentinin yapisindan uzaklagmasi

sonucu enzim aktivitesinin de bozulacagi kanaatindeyiz.

Karotenoidler fotosentez silirecinde yardimci pigment olarak gorev
yaparlar Ayrica lineer molekiiller olup ¢ok sayida ¢ift bag igerirler Karotenoidler
antioksidan oOzellige de sahiptiler. Bu o6zellik ¢ift baglarinin reaktif oksijen

partikiilleri ile reaksiyona girebilmelerinden kaynaklanmaktadir (Gegkil 2012).

Calismamizin sonuglarina gore toplam karotenoid miktarinda azalmalar
meydana gelmistir.  Bitkinin antioksidan mekanizmasinda, non-enzimatik
antioksidanlardan olmasi nedeniyle karotenoidlerin azalisi, bitkinin antioksidan
savunma kapasitesinde azalmalara neden olmustur. Karotenoidlerin azalisinin
SDS kaynakli ROT hasarlarinin daha fazla artmasina dolayli olarak etki yapmast

muhtemeldir.

5.4. SDS Uygulamalarinin Bitkinin Reaktif Oksijen Tiirlerine Etkileri

Cesitli stres faktorleri metabolik yollarda hasarlar meydana getirebilir. Bu
stres faktorleri endojen yada eksojen kaynakli olabilir. Metabolik siireclerde
oksijenin 4 elektronla suya indirgenmesinin yerine 3, 2, veya 1 elektronla
indirgenmesi sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROT) ortaya ¢ikabilmektedir. Oksijen
bir elektron alarak rediiklenirse siiperoksit anyon radikali (O27), iki elektron
kazanmasi sonucu hidrojen peroksit radikali (H202) ve ii¢ elektron kazanarak
rediiklenmesi sonucuda hidroksil radikali (OH") olusur ve bunlara ayni zamanda
serbest oksijen radikalleri de denilmektedir. Kisaca serbest radikal, eslenmemis en
az bir elektronu olan molekiil ya da atomdur (Vural 2003; Gegkil 2012). ROT’lar
diger molekiillerle ¢cok kolay bir sekilde elektron alig verisi yapabilirler (Deneke
and Fanburg 1980). ROT’lar yiikseltgenme-indirgenme olaylar1 sirasinda
kloroplast, mitokondri gibi hiicre organellerinde elektron tasinimi sonucu
meydana gelip organizmada toksik etkiler yaratabilir. Stiperoksit radikali, ROT
larin  kaynagidir ve ilk olusan radikaldir. ROT’lar; lipitler, proteinler,
karbohidratlar, DNA vb. makromolekiillere etki ederek yapilarinin bozulmasina

sebep olur (Mehdy 1994; Mittler 2002).
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Calismamizda reaktif oksijen partikiillerinden olan siiperoksit anyonunun
arttig tespit edilmistir. SDS uygulama dozu ile olusan siiperoksit anyonu miktari
arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. Bu nedenle, SDS’nin olumsuz etkisi
nedeniyle kloroplast ve mitokondrinin elektron transport sisteminde elektron
kacaklari meydana geldigini ve bundan dolay1 siiperoksit olusumunun artmis

oldugunu diistinmekteyiz.

H>0,, siiperoksit radikalinden daha az zarar vericidir ve esasinda serbest
elektron tasimadigindan radikal degildir. Fakat OH" radikalinin onciil maddesi
olmast nedeniyle bu partikiilin kisa bir siire icerisinde parcalanmasi
gerekmektedir. H202‘nin  diisik konsantrasyonlari savunma  sisteminin
aktiflesmesini saglar. Bu etkiyi Ca*? kanallarin1 aktive ederek veya énemli sinyal
rolleri oynayarak saglar (Hagar et al. 1996; Becker et al. 1999; Bolwell et al.
2002; Slesak et al. 2007). Yiiksek H2O2 miktar1 hiicrede protein denatiirasyonuna,
DNA kirilmalarina ve lipit peroksidasyonu gibi zararli durumlara yol agar

(Bergmeyer et al. 1983; Asada 1992; Hagar et al 1996).

Yiiksek H202 miktari hiicrede protein denatiirasyonuna, DNA kirilmalarina
ve lipit peroksidasyonu gibi zararli durumlara yol agar (Bergmeyer et al. 1983;
Asada 1992; Hagar et al 1996).

SDS’nin  bitkilerde H20> {izerine etkisini belirten bir ¢alismaya
rastlanilmamustir. ancak sonuglarimizdan anlasilmaktadir ki; SDS, OH" 6nciilii bu
nonradikalin artigina sebep olmaktadir. Mevcut ¢alisma sonuglari, SDS uygulama

dozu ile H20; arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir.

SDS kaynakli sitozolik kolloidal yapinin bozulmasi metabolik siireglerin
bozulmasma (Pell 1979), dolayisiyla ROT olusumunun tetiklenmis olmasina
neden olabilir. ROT lar fizyolojik diizeyin ¢ok iistiinde oldugu i¢in hiicrede toksik
etkilere sebep olmustur. Bu toksik etkiler hiicre zar1 hasarlarinda da agikca

goriilmektedir.
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5.5. SDS Uygulamalarinin Bitkinin Antioksidan Enzimleri Uzerine Etkileri

Antioksidanlar organizmanin reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kars1 savasan
mekanizmasidir. Bu radikaller fizyolojik sartlarda kontrollii sekilde antioksidan
sistem ve antioksidan maddelerle bertaraf edilirler. Ancak bu radikallerin ¢esitli
stres faktorleri nedeniyle asir1 artist protein denatiirasyonu, lipit peroksidasyonu
gibi organizma i¢in zararli olan ¢esitli reaksiyonlara neden olabilir. ROT larin
yiikselmesi aslinda savunma mekanizmasinin uyarilmasi i¢in sinyal gorevi goriir.
Cesitli stres faktorleri, reaktifler ile onlar1 pasifize eden mekanizma arasinda
dengesizlikler meydana getirir. Cesitli stres faktorleri nedeniyle zarar goren
bitkilerin ROT tiirlerinde artiglar gortliir, bunun sonucunda organizmanin
savunma sistemi devreye girer. ROT’lar1 etkisiz hale getirip pasifize eden
mekanizma, antioksidan savunma sistemidir. Bu sistem enzimatik ya da non
enzimatik olabilir. Enzimatik Antioksidanlar Katalaz (CAT), Askorbat Peroksidaz
(APX), Peroksidaz (POD), Siiperoksit Dismutaz (SOD), Glutatyon Rediiktaz
(GR), gibi cesitli enzimlerdir (Ozcan vd. 2001; Harinasut et al 2003; Caylak
2011).

Mevcut kaynaklarda SDS’nin antioksidan enzimler {izerine etkisini
belirten ¢alismalar ¢cok azdir. Mikroorganizmlarda yapilan ¢aligmalarda SDS’nin
enzimleri inhibe ettii rapor edilmistir (Demirel 2013). Ayrica su mercimegi,
bakla ve fasiilye bitkilerinde yapilan ¢alismalarda SDS’nin iireaz ve ATPaz
enzimlerini inhibe ettigi ve gidalarda enzimatik esmerlesme yapmasi nedeniyle
inaktive edilen polifenol oksidaz aktivitesini ise arttirdig1 rapor edilmistir. Fakat
aktivasyon belirli bir diizeye kadar olup daha sonra enzimin inaktive oldugu

bildirilmistir (Pekyardimci 1992; Doige et al. 1993; Hirai et al. 1993).

Calismamiz da genel itibariyle SOD aktivitesinde diisiisler meydana
gelmigtir. Sadece 0,1 mM SDS grubunda SOD aktivitesi kontrol grubundan
yiiksektir. SOD siiperoksit anyonunu H20:’ye indirger ve antioksidan enzim
sisteminin ilk hattint olusturur. 0,1 mM SOD aktivitesindeki bu artis siiperoksit
radikalindeki artiga bagli olarak bitkinin antioksidan savunma mekanizmasini
harekete gecirdigini gostermektedir. Her ne kadar enzim aktivitesinde artig olsa

da, O2 radikalinin de artig gostermesi, enzimin SDS varliginda bu radikali pasifize
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etmekte yetersiz kaldigin1 gosterir. Diger biitiin gruplarda SOD aktivitesinde ciddi
diistisler meydana gelmistir. SDS’nin bitki iizerinde meydana getirmis oldugu
toksik etki muhtemelen enzimin sentez reaksiyonlarma zarar vermistir. Clinkl
enzimler protein yapidadir ve SDS’nin aminoasitlerin peptit baglarina zarar

verdigi bilinmektedir (Fainerman et al 2010).

H20; esasinda radikal degildir; fakat bu reaktif oksijen tiirii OH" radikaline
indirgenebildigi i¢in bertaraf edilmesi gerekir. Bunun i¢in bitki baz1 enzimatik
antioksidanlar1 harekete gecirir. POD, CAT ve APX bu enzimlerden bazilaridir
(Hagar et al. 1996).

Calismamizda H207’yi parcalayan 6nemli bir enzim olan Peroksidaz
(POD) aktivitesinde, SDS uygulama dozunun artmasiyla beraber 6nemli derecede
artiglar goriilmiistiir. POD aktivitesinde artig goriilmesi antioksidan savunmanin
harekete ge¢mesinden kaynaklanmaktadir. POD hiicreyi H202’nin zararl
etkilerinden korumak i¢in aktivite gostermigsse de SDS’nin toksik etkisini

gidermeyi bagaramamustir.

Diger taraftan Katalaz (CAT) H202 ‘nin hidroksil radikaline doniismesini
engelleyen, hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiiren onemli bir enzimdir.
H20:> ‘nin diisiik seviyelerde artist CAT’1n aktiflesmesini saglar. Enzimin aktivite
gosterebilmesi icin protein yapisinda olan Hem grubunun baglanmasi gerekir.

(Kremer 1970; Lardinois 1995; Switala and Loewen 2002).

Chang et al. (2015), ¢alismasinda bugday fidelerinde SDS kaynakli CAT
aktivitesinde diistisler oldugunu bildirmistir. Bizim sonuglarimiza gore de SDS,
CAT aktivitesini ciddi manada dislrmiistiir. Bu c¢alisma ile arastirmamizin

sonuglar1 paralellik arz etmektedir.

Sonuglarimizdaki CAT aktivitesindeki SDS kaynakl disiis ile H20:
miktarindaki artislar uyumlu goériilmektedir. Ayrica Hem’in protein yapida olmasi
nedeniyle SDS’nin bu yapiy1 bozma ve dolayisiyla enzimi inaktive etmis olma

ihtimali de bulunmaktadir.
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H>02’yi pargalayan bir diger 6nemli enzim de APX tir. Bu enzim
mitokondri, kloroplast, sitozol, ve peroksizomlarda bulunan ve H>0.’yi suya
indirgeyen askorbat-glutatyon dongiisiiniin ilk enzimidir. APX’in H202’ye yiiksek
afinitesinin olmas1 ve askorbat-glutatyon dongiisiiniin hemen hemen her hiicresel
yapida gerceklesiyor olmasi, bu dongiliniin ROT seviyesinin kontroliinde hayati

onem tasidigin1 gostermektedir (Mittler 2002).

Calismamizin sonuglarina gore SDS, APX aktivitesi iizerinde ciddi
diisiisler meydana getirmistir. Bu durum askorbat-glutatyon dongiisiiniin
biyoregiilasyonunu bozabilir. SDS, bu etkiyi peptit baglarini parcalamak suretiyle
enzim yapisina zarar vererek ve/veya APX enzimine baglanmak suretiyle de
gerceklestirmis olabilir. Yapilan bir calismada, SDS varliginda enzimlerin
molekiiler agirliklarinda artis oldugunun kaydedilmis olmast goriisiimiizii

destekler mahiyettedir (Moore and Flurkey 1990).

Askorbat-glutatyon dongiisiiniin son enzimi olan GR, okside glutatyonun
(GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini katalizleyen bir enzimdir. Bu enzim,
Oksidatif stres sirasinda askorbat havuzunu indirgenmis halde tutmada 6nemli bir
role sahiptir. Bu nedenle de inaktivasyonu H202’nin ortamdan uzaklastirilmasini
siirlar (Mittler 2002; Bozdemir 2007).

Mevcut calismada GR enziminin aktivitesinde ciddi diisiisler meydana
gelmistir. Bu durum askorbat-glutatyon zincirinin yeterince ¢alismadigini,
askorbat-glutatyon ¢emberinin bir diger enzimi olan APX’in de aktivitesinde
diisis olmasi c¢emberin aktiflesmedigi goriisiinii desteklemektedir. Askorbat-
glutatyon dongiisii temelde H2O2 ‘nin suya indirgenmesini saglar. Bu ¢emberin
yeterince aktiflesmemesi H202 seviyesinin de arttigin1 gostermektedir ki, mevcut

calismamiz H20z Seviyesinin arttigint gostermektedir.
5.6. SDS Uygulamalarimin Hiicre Zarina Etkileri

Plazma membrandaki fosfolipitlerin, kolesteroliin veya yag asitlerinin
doymamis baglart hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen

partikiilleri ile reaksiyona girerek lipit hidroperoksit (LPO) gibi radikaller
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olusturabilir. Poliansantiire yag asitleri ROT’lara kars1 hassastirlar ve olusan
radikaller ~ zincirleme reaksiyonlarla devam edebilir. Hidroperoksitlerin
akiimiilasyonu, membran fonksiyonu ile akiskanligin1 bozabilir ve son iiriin
olarak sitotoksik biyoaktif aldehitler olusturabilir. Olusan aldehitlerin en iyi
bilineni Malondialdehit (MDA)’tir. MDA ¢esitli stres faktorleriyle olusan LPO
hasarmin iyi bir indikatoriidiir ve geri donilistimsiiz hasar1 gosterir. Cesitli stres
faktorlerine karst meydana gelen ilk ve en Onemli hasarlardan biri de hiicre
membraninin hasaridir. Membran biitlinliigliniin kaybolmasi, akiskanliginin zarar
gormesi diger bir¢ok hasarin da olugsmasina neden olur. Hiicre membran hasari ile
radikaller arasinda dogrudan bir iliski bulunmaktadir. Radikal miktar1 arttikca
hasarda artar. Kirmizi algler iizerinde yapilan bir ¢alismada SDS’nin
glikolipitlerin yag asidi kompozisyonunu degistirdigi bildirilmistir (Weiss 1986;
Sinclair et al. 1990). Glikolipitler hiicre zarmin 6nemli bilesenlerinden biridir.
Koyunlarin dermis lipitlerinde yapilan bir ¢calismada, SDS’nin dermis lipitlerinde
kayiplar meydana getirdigi belirtilmistir (Eker ve Ercan 2000; Gegkil 2012).
Bildigimiz kadariyla bitkiler tizerinde LPO ve SDS iligkisini agiklayan herhangi
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu agidan ¢alismamiz, bu iliskiyi ortaya koyma

anlaminda, ilk ¢alisma niteligindedir.

Bildigimiz kadariyla bitkiler iizerinde LPO ve SDS iligkisini agiklayan
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu agidan calismamiz bu alanda ilk

calisma niteligindedir.

Sonuglarimiz plazma membraninda SDS’nin diisiik dozda dahi ¢ok ciddi
sekilde hasar olusturdugunu ve dozun artmasiyla beraber hasarin da arttigini
gostermektedir. Bu durum, SDS’nin membran viskozitesinin ve fonksiyonunun
bozulmasma yol agtig1 anlamina da gelmektedir. Bunun olas1 nedenlerinden biri,
membrandaki fosfolipitlerin, kolesteroliin vb bilesenlerin doymamis baglarinin
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen partikiilleri ile
reaksiyona girmeleri olabilir. Sonuglarimizdan da goriilecegi ilizere SDS,
ROT’larda artis meydana getirmistir. SDS’nin glikolipitlere ve dermis lipitlerine

verdigi hasar, bu hipotezi destekler niteliktedir.
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Hiicre membran yapisinda en c¢ok bulunan biyomolekiil proteinlerdir.
Membran yapisinda bulunan integral proteinlerin plazma membranindan ayrilmasi
periferal proteinlere gore daha zordur. integral proteinler lipitlerin hidrokarbon
zincirleriyle etkilestiklerinden, bunlarin yikimi plazma membranina ¢ok daha
ciddi anlamda zarar verir. Ayrica son yillarda yapilan g¢aligmalar periferal
proteinlerin integral proteinlerinin yiizeylerine de baglandiklarin1 géstermiglerdir.
Dolayisiyla integral proteinlerin yikimi, hem membrandaki lipitlerin hidrokarbon
zincirlerinin bozulmasina, dolayisiyla lipit yapilarinin bozulmasina, hem de
periferal proteinlerin par¢alanmasma neden olmaktadir. Integral proteinleri
pargalamak i¢in SDS kullanilmaktadir. Ayrica SDS’nin, aminoasitlerin
baglanmasini saglayan peptit baglarin1 da parcalayici etkiye sahip oldugu rapor

edilmistir (Fainerman et al 2010; Keha ve Kiifrevioglu 2014).

Elde ettigimiz bulgular, MDA miktarinin ¢ok agik bir sekilde arttigini
gosterir niteliktedir. Bu durum, SDS uygulamalarinin hiicre zarinda ciddi
hasarlara  yol actigini ortaya koymaktadir. Kanaatimizce bu hasar artis
nedenlerinden biri de, SDS’nin plazma membranindaki aminoasitlerin peptit
baglarin1 parcalamasi ve integral proteinlere zarar vermis olmasidir. Zira bu
proteinlerin parcalanmasi nedeniyle, hiicre ve hiicredeki kloroplast ve mitokondri
gibi diger tiim organel zarlarinin yapisinin bozulmasina, bu bozulmalara ardisik
olarak tiim hiicrede gerceklesen redoks tepkimelerinde goriilen hatalarin
diizeyinin artmasina, bu hatalar sonucu olusan oksidan maddelerin de hiicredeki
tiim kompartimanlara etki etme riskinin artmasiyla hiicredeki homeostatik denge
bozulma siirecine girmis olur. Bu bilgiler 15181nda, SDS’nin genel anlamda protein
yapisinda bozulmaya yol acabiliyor olmasinin, dozuna bagl olarak zincirleme
reaksiyonlar sonucunda bir canlida Oliime varan c¢ok trajik sonuglar

dogurabilecegini sdylemek miimkiin géziikmektedir.
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5.7. Sonuglar

1. SDS c¢ok genis kullanim alani olan ylizey aktif bir maddedir. Cok genis
kullanilmasi nedeniyle tiim canlilar iizerinde etkilerinin belirlenmesini zorunlu

kilmaktadir.

2. SDS arpa bitkisinde kok ve govde indirgenmesine neden olmus olup bu
durum protein ve mitoz sentez reaksiyonlarin zarar gérmesinden kaynaklaniyor

olabilir.

3. Protein miktarlarinda azalmanin olmasi biyokiitle azalmasina da neden
olur. Ayrica protein miktarindaki diisiis protein sentez reaksiyonlarinda
bozulmalarin oldugunu gosterir. Protein miktarindaki diislis bitkinin kok ve
govde kisalmasmin olasit nedenlerinden olan protein sentez reaksiyonlarinin

bozuldugu hipotezini de desteklemektedir.

4. SDS fotosentez verimliligini diistirmistiir. Dolayistyla bitkinin iirettigi
besin ve oksijen miktarinda da azalmalar olmustur. SDS’nin uygulanmasi sonucu
fotosentetik pigment miktarlarinda diistisler goriilmiis ve ayn1 zamanda enzimatik
olmayan bir antioksidan grup olan karotenoid bilesiklerde de azalma meydana

gelmistir.

5. Oksidan molekiiller organizmanin stresle karsilastigi1 durumlarda bir sinyal
verici olarak gorev yaparlar. Bu etki, diisiik konsantrasyon miktarindaki radikaller
i¢cin gecerlidir. Yiksek diizeyde radikal, hiicre ve organizma i¢in toksik etki yapar.
Mevcut ¢alismada ROT seviyesinde artiglar gériilmiistiir. Bu durum bitkiye ciddi

anlamda zarar vermistir.

6. Antioksidanlar  canlilarin  savunma  mekanizmalarindan  biridir.
Organizmanin stresle karsilasmasi durumunda antioksidan savunma harekete
gecer ve stres faktoriinli zararsiz hale getirmek i¢in ugrasir. Yiksek diizeyde stres
faktoriine maruz kalan organizmalarin antioksidan aktivitelerinde azalmalar olur.

Mevcut calismada genel itibariyle antioksidan enzim aktiviteleri azalma
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gostermistir. Enzimler, protein yapisinda olan gruplardir. Protein sentezinin

azalmasi1 enzim sentez reaksiyonlarinin da bozuldugunu gdosterir.

7. Lipit peroksidasyonu hiicrede istenmeyen bir reaksiyondur. Bu olaymn en
onemli indikatorii de Malondialdehit (MDA) bilesiginin seviyesidir. Mevcut
calismada SDS dozunun artmasiyla beraber MDA seviyesi artig gostermistir.

MDA plazma membraninda bozulma indikatoriidiir.

Mevcut arastirma sonuglarina gore; SDS stresinin basta hiicre zar1 hasari
olmak iizere bircok organeli ve metabolizmay1 olumsuz etkileyerek asir1 miktarda
ROT iiretimini arttirmasinin yani sira fotosentetik pigmentlerde, antioksidan
enzimlerde, protein miktarinda diisiislere neden olmustur. SDS ¢ok genis bir
alanda kullanilan 6nemli bir siirfaktandir. Gidadan kozmetige, kagit sanayiinden
deterjan endiistrisine kadar her alanda kullanilan bu maddenin ne yazik ki zararl
etkileri hakkinda c¢alismalar ¢ok kisithidir. Meveut c¢alismalar bazi
mikroorganizmalar iizerinde gergeklestirilmis ve buna ek olarak egzamali
bireylerde etkileri ¢ok az sayida ¢alisma ile gosterilmeye calisilmistir. Bitkiler
tizerine etkileri ne yazik ki yeterince irdelenmemistir. Oysaki SDS etkileri ¢ok
ciddi olan, tarim arazilerinin ve bitkilerin yapisina zarar verebilen bir maddedir.
Dolayisiyla hem saglik iizerine hem de ekonomik anlamda zararli olan bu
bilesigin bitkiler iizerindeki etkileri, SDS-Gen Etkilesimi lizerine odaklanacak

sekilde molekiiler tekniklerle ayrintili olarak aragtirilmalidir.
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