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OZET

Hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinde su stresinin molekiiler etkilerinin incelendigi
bu caligmada, 'Beit alpha' hiyar ¢esidi fideleri kullanilmigtir. Sera ortaminda, saksida
yetistirilen hiyar bitkilerine, fideler 5-6 yaprakli doneme gelince su stresi olusturmak
amactyla %10’luk PEG 6000 ¢ozeltisi 15 gilin boyunca uygulanmistir. Kontrol bitkileri ise
¢cesme suyu ile sulanmistir. Uygulamanin besinci ve onbesinci glinlerinde alinan yaprak
orneklerinde lipid peroksidasyonu (MDA), yaprak oransal su kapsam1 (YOSK), turgor kayb1
(TK), prolin miktar1, askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve peroksidaz (PRX) enzim

aktivitelerindeki degisimler incelenmistir.

Aragtirma sonucunda, hiicresel zararlanmanin gostergesi olan MDA miktar1 PEG
uygulmasinin 6zellikle 15. giiniinde belirgin bir artis gostermistir. Su stres siiresi uzadikga
YOSK’un azaldigi, buna karsilik TK’nin arttigi  gézlemlenmistir. Prolin miktarinda PEG
uygulama siiresine bagli olarak 6nemli diizeyde artis belirlenmistir. APX aktivitesi PEG
uygulamasinin 5. giinlinde ¢ok fazla degismezken, 15. giinde ¢ok belirgin bir artis
gostermistir. CAT aktivitesinin PEG uygulamalarinin 5. giliniinde kontrolden daha diisiik
oldugu, ancak 15. giinde belirgin bir artis gostererek kontrol bitkilerinden daha yiiksek bir
diizeye ulastig1 belirlenmistir. Belirlenen birgok asidik ve bazik PRX'lerden yalnizca Rf
degeri 0,28 olarak belirlenen bazik PRX’1n hiyarda su stresine toleransla iliskili olabilecegi
sonucuna varilmistir. Caligmadan elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, hiyarda su
stresi kosullarinda olusan oksidatif hasara karsi antioksidan enzimlerin etkili oldugu tespit

edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Su stresi, PEG 6000, hiyar, antioksidatif enzim
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SUMMARY

In this study, in which the molecular effects of water stress on cucumber (Cucumis
sativus L.) plant were investigated by using seed of varieties 'Beit alpha’. In the greenhouse
environment, 10% PEG 6000 solution was applied to cucumber plants grown in pots for 15
days in order to create water stress when the seedlings reach the period of 5-6 leaves. On the
other hans, control plants. The differences of lipid peroxidation (MDA), relative water
content (RCW), turgor loss (TL), proline amount, peroxidase (PRX), ascorbate peroxidase
(APX) and catalase (CAT) between the control and treatment groups were evaluated in

leaves that taken the fifth and fifteenth days of water stress.

As a result of the research, the amount of MDA, which is an indicator of cellular
damage, increased significantly especially on the 15th day of PEG application. It has been
observed that as the water stress duration increases, the RCW decreases, whereas the TL
increases. A significant increase was determined in the amount of proline depending on the
PEG application time. APX activity did not change much on the 5th day of PEG
administration, but showed a significant increase on the 15th day. It was determined that
CAT activity was lower than the control on the 5th day of PEG applications, but reached a
higher level than the control plants by showing a significant increase on the 15th day. It has
been concluded that among many acidic and basic PRXs, only basic PRX, whose Rf value
is determined as 0.28, may be related to tolerance to water stress in cucumber. When all the
results obtained from the study were evaluated, it was found that antioxidant enzymes were

effective against oxidative damage in cucumber under water stress conditions.

Key words: Water stress, PEG 6000, cucumis sativus, antioxidative enzyme
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1. GIRIS VE AMAC

Bitkiler, siklikla biyotik ve abiyotik stresler dahil olmak iizere ¢esitli c¢evresel
streslere maruz kalan sabit organizmalardir (Keyvan, 2010; Rahdari ve Hoseini, 2012; Zlatev
ve Lidon, 2012; Rana vd, 2013). Diinyanin pek ¢ok yerinde, 6zellikle kurak ve yar1 kurak
alanlarda bitkiler i¢cin en 6nemli ve yaygin abiyotik stres faktorlerinden biri kuraklik
stresidir. Kuraklik, atmosferik veya hava olaylarinin tanimi igin genel bir terimdir ve
genellikle yagissiz bir donem olarak agiklanir (Jaleel vd., 2009; Dai, 2012). Kurakligin
tanimin1 yapmak oldukga zordur; meteorolojik, tarimsal, hidrolojik ve sosyoekonomik bakis
acilar1 gibi cesitli bakis agilarindan tanimlanabilir (Barriopedro vd., 2012; Rahdari ve
Hoseini, 2012).

Giintimiizde hava sicakliklarinin ve atmosferik CO2’nin artmasina sebep olan kiiresel
iklim degisikligi, yagis rejiminin birgok bdlgede degismesine sebep olmaktadir (Arbona vd.,
2013). Kiiresel iklim degisiklikleri, diinya ¢apinda kuraklik stresini tetikleyen ana faktordiir
ve bu nedenle iiriin verimini sinirlamaktadir. Kurakligin; kiiresel iklim degisikligi ile beraber
yiiksek sicaklik, yiiksek 151k yogunlugu ve kuru riizgar gibi topraktan suyun buharlagmasini
artiran bir¢ok baska nedeni vardir. Bu faktorler bitkilerden su kayiplarini artirir ve ardindan

bitkinin su stresine maruz kalmasini kolaylastirmaktadirlar (Mafakheri vd., 2010; Dai 2012).

Diinya iizerinde bulunan kara parcalarinin yaklasik %45°lik kismini kurak alanlar
olusturmaktadir ve bu alanlarda diinya niifusunun %34’liik kisminin bulundugu 2 milyardan
fazla insan yasamaktadir. Bununla birlikte diinya iizerindeki kurak alanlarin %90’lik kismi1
gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir (FAO, 2019). Tiirkiye’nin biiylik ¢ogunlugu ise
yar1 kurak iklim sartlarinm etkisi altindadir. Ulkemizde bu alan 51 milyon hektardir ve bu
Tiirkiye topraklarinin yaklasik %37'sine denk gelmektedir. Bu nedenle, yagis miktarinda ve
dagiliminda meydana gelebilecek degisiklikler iilkemizdeki sonuglarini ¢ok daha ciddi
sekilde etkileyebilecektir (OSIBMGM, 2014).

Tipik olarak, tarimsal ve fizyolojik bir bakis acisindan, kuraklik stresi, belirli bir
zamanda diisiik toprak nemi nedeniyle topraktaki bitkiler icin mevcut olan su miktar

azaldiginda meydana gelmektedir (Keyvan, 2010; Dai, 2012).
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Bitkilerde su stresi, yaprak yilizeyinden terleme orani koklerin su emme oranindan
daha yiiksek oldugunda ortaya ¢ikmaktadir (Lisar vd., 2012). Bitkilerin su tiikketiminde ve
su kaybinda meydana gelen bu dengesizlik, esas olarak topragin su potansiyeli bitki
koklerinin su potansiyelinden diisiik oldugunda ortaya ¢ikar. Terleme ve buharlagsma yoluyla
stirekli su kaybina genellikle atmosferik kosullar neden olmaktadir (Shao vd., 2008;
Mafakheri vd., 2010; Dai, 2012; Trenberth vd., 2014). Sonu¢ olarak, tarimsal kuraklik
meteorolojik kurakliktan sonra meydana gelmektedir (Jaleel vd., 2009; Barriopedro vd,
2012; Dai, 2012).

Odunsu olmayan bitkilerin taze biyokiitlesinin %80-95'ini su olusturur. Bitkilerde su
eksikliginin birka¢ nedeni vardir. Bunlar; diisiik yagis, tuzluluk, asir1 sicaklik dalgalanmalari
ve yiiksek 151k yogunlugunu icermektedir. Su eksikligine kars1 bitki tepkileri, su eksikliginin
stiresine ve siddetine oldugu kadar bitki tiiriine, yasina ve gelisim asamasina da bagh
olmaktadir (Madhava vd., 2006). Yiiksek toprak tuzlulugu durumunda, su baskini ve diisiik
toprak sicakligi gibi diger kosullarda, toprakta su bulunmakta, ancak bitkiler onu
alamamaktadir. Bu olay genellikle 'fizyolojik kuraklik' olarak bilinen bir durumdur (Lisar
vd., 2012).

Kuraklik stresi ¢ok boyutlu bir stres olmakla beraber genellikle bitkilerin fizyolojik,
morfolojik, ekolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerinde degisikliklere yol agmaktadir
(Shao vd., 2008; Farooq vd., 2009; Bhargava ve Sawant, 2013). Ayrica bitki biiylimesi ve
veriminin; niceligini ve kalitesini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Jaleel vd., 2009;
Zlatev ve Lidon, 2012; Nezhadahmadi vd., 2013).

Kuraklik belirtileri bitki tiirline, gelisim asamasina, biiyiime kosullarina ve diger
cevresel faktorlere bagl olarak degismektedir (Arbona vd., 2013; Bhargava ve Sawant,
2013; Nezhadahmadi vd., 2013). Kuraklik siddeti, kuraklik siiresi, toprak fizikokimyasal
kosullar1 ve bitki giicii, bitkilerde kuraklik semptomlarini tetikleyen diger faktorlerdir. Genel
olarak, kuraklik semptomlar1 yaprak turgor kaybi, sarkma, solma, etiyolasyon, sararma ve
erken yaprak dokiimiinii icermektedir (Bernacchia ve Furini, 2004; Farooq vd., 2009; Jaleel
vd., 2009; Zare vd., 2011; Bhargava ve Sawant, 2013; Sapeta vd., 2013; Akhtar ve Nazir,
2013).



Kuraklik, bitkilerin morfolojik ve anatomik o&zelliklerinin birgok yOniinii
etkileyebilmektedir. Bir yapragin anatomisi ve yapisi su stresi tarafindan degistirilmektedir
(Rollins vd., 2013). Genel olarak degisiklikler, yapraklarin boyutunda kii¢iilme, stoma
sayisinda azalma, etli bitkilerde ve kserofitlerde stomalarin batmasi, yaprak hiicre
duvarlarinin kalinlagmasi, iletim sisteminin az gelismesi, biiyiik ksilem damarlarinin
sayisinda artis, tahillarda yaprak yuvarlanmasi ve erken yaglanmanin indiiksiyonu seklinde
ortaya ¢ikmaktadir (Farooq vd., 2009; Anjum vd., 2011). Ayrica, bazi1 olagandisi
semptomlar arasinda aga¢ kabugu ve dal ¢atlagi, dalin 6lmesi, incelen agag, nekroz, zayif ve
bodur biiylime bulunmaktadir. Son olarak, asirt kuraklik kosullart altinda bitki Sliimii

meydana gelmektedir (Farooq vd., 2009; Arbona vd., 2013; Sapeta vd., 2013).

Kuraklik stresi, bitkide klorofil igerigi ve bilesenlerinde degisikliklere neden olarak
fotosentetik yolakta hasara neden olmaktadir (Nayyar ve Gupta 2006). Ek olarak, fotosentez
sirasinda fotokimyasal aktiviteyi baskilamakta ve Calvin dongisiiniin enzimlerinin

aktivitesini azaltmaktadir (Monakhova ve Chernyadev, 2002).

Kurakliga kars1 bitki tepkileri, kurakligin siiresine ve siddetine oldugu kadar bitki
tiirline, yasina ve gelisim asamasina da bagli olmaktadir. Birgok bitki kuraklik stresini tolere
etmek i¢in direng mekanizmalar1 gelistirmistir, ancak bu mekanizmalar ¢esitlidir ve bitki

tiirlerine bagli olmaktadir (Madhava vd., 2006).

Genellikle bitkinin kurakliga direnciyle iliskili mekanizmalar ortak bir yol izler;
kuraklik kosullari altinda hiicre suyu homeostazinin siirdiiriilmesi. Bu durum, esas olarak su
kaybimimnin dnlenmesi ve suyun hiicrelere niifuz etmesini artirmakla miimkiindiir, bu da
sonugta normal hiicre islevine yol agmaktadir. Kuraklik toleransinin yani sira, kurakliktan
kaginma, yillik bitkilerde kuraklik toleransi i¢in baska bir yaygin mekanizmadir, ancak her
mekanizmanin, bitkiler lizerindeki etkilerinin karmasiklig1 ve kurakliga tepkileri nedeniyle

bazi sorunlari ve siirlamalari vardir (Lisar vd., 2012).

Absisik asit (ABA), stomalarin kapanmasini uyardigi i¢in kuraklik stresine yanitta
merkezi bir rol oynar ve boylece su kaybini azaltir, bu da CO; fiksasyonunu sinirlar ve
Calvin dongiisii boyunca NADP * yenilenmesini azaltmaktadir. Bu olumsuz kosullar,

elektronlarin molekiiler oksijene sizmasinin artmasiyla H2O2 (hidrojen peroksit), O2 -
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(stiperoksit) ve OH~ (hidroksil) radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunu
arttirmaktadir (Arora vd., 2002). ROS, stres sinyali yolunda ikincil haberciler olarak hareket
edebilir (Chamnongpol vd., 1998), ancak asir1 ROS iiretimi fotosentetik pigmentleri,
membran lipidlerini, proteinleri ve niikleik asitleri oksitleyerek bitkilere zarar veren oksidatif

strese neden olabilir (Yordanov vd., 2000).

Bitkiler, ROS seviyelerini kontrol etmek ve hiicreleri oksidatif hasardan korumak
i¢in; karotenler, askorbik asit (AA), a-tokoferol (a-toc) ve indirgenmis glutatyon (GSH) gibi
enzimatik olmayan sistemlere ve siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (PRX), askorbat
peroksidaz (APX), katalaz (CAT), polifenol oksidaz (PPO), glutatyon rediiktaz (GR) gibi

enzimatik antioksidan sistemlere sahiptir (Mittler, 2002).

ROS iiretimi ve antioksidan enzim aktivitesi arasindaki denge, oksidatif sinyal
ve/veya hasarin meydana gelip gelmeyecegini belirlemektedir (Moller vd., 2007). ROS'u
yakalama ve zararl etkilerini azaltma yetenegi, bitkilerin kurakliga dayaniklilig: ile iligkili
olabilmektedir (Tsugane vd., 1999). SOD, O: -, H20> ve O2'nin pargalanmasindan sorumlu
ROS'a kars1 ilk savunma olarak kabul edilmektedir. CAT, APX, PRX, H20O2'nin H20’ya ve

O2'ye doniisiimiinii katalize eden enzimlerdir (Gratao vd., 2005).

Polietilen glikol 6000 (PEG 6000), >6000 molekiiler agirliga sahip olup toksik
olmayan ve ge¢irimsiz bir ozmotik madde oldugundan genellikle kuraklik stresini
indiiklemek igin kullanilmaktadir. Onceki ¢alismalar, PEG modelli kuraklik stresinin gesitli
bitkilerin morfolojik, fiziko-biyokimyasal ve molekiiler tepkileri iizerindeki etkilerini
incelemislerdir ve ayrica PEG 6000'e maruz kalmanin kuraklig: etkili bir sekilde simiile
edebilecegini ve deney donemi boyunca tek tip bir su potansiyelini koruyabilecegini

dogrulamislardir (Wang vd., 2009).

Diinya’da ve iilkemizde en fazla yetistiriciligi yapilan sebze tiirlerinden biri olan
hiyar (Cucumis sativus L.), iilkemizde hem ortii alti, hem de agikta yogun bir sekilde
yetistirilmektedir (FAO, 2019). Cucurbitales takiminda yer alan ve kabakgiller
(Cucurbitaceae) familyasindan tek yillik bitki olan hiyar 2n=14 kromozomludur. Anavatani
Hindistan olan hiyar, Asya’nin batisindan Cin’in dogusuna, Kuzey Afrika’dan Giliney

Avrupa’ya kadar olan genis bolgelerde kiiltiire alinarak yayilmistir.



5000 yildan fazladir kiiltiirii yapildig1 tahmin edilen hiyar, olgunlasmamis meyvesi
tilkketilen sebzeler arasindadir ve hem sofralik taze tiiketilerek, hem de islenmis gida
endiistrisi ve kimya (kozmetik) endiistrisinde kullanilmaktadir. Hiyar, en iyi 18°C ile 24° C
arasinda biiyiiyen 1lik mevsim bitkilerindendir. En popiiler sebzelerden biri olan hiyar,
yiizlek koklii bir bitki oldugundan su stresine karsi olduk¢a hassastir, 6zellikle ¢igeklenme
ve meyve baglama doneminde maksimum miktarda suya ihtiyag duymaktadir (Ertek vd.,
2006; Wang vd., 2010). Bu da onu kurakliga toleransla ilgili ¢aligmalar i¢in ideal bir tiir
haline getirmektedir. Antioksidan savunma sistemi, bitkilerdeki temel kuraklik savunmasi
ve adaptif mekanizmalardan biridir (An ve Liang 2013). Bununla birlikte, bildigimiz
kadariyla, hiyarin su agigma tepkilerinde antioksidan savunma mekanizmasi ile ilgili

nispeten az veri mevcuttur.

Kiiresel 1sinma ile birlikte artan kuraklik stresi tarimsal {iretimi etkileyen en 6nemli
cevresel streslerden biridir. Diinyada verim kayiplarinin en 6nemli nedenleri arasinda
abiyotik stres faktorleri bulunmaktadir (Levitt 1980; Wahid vd., 2007). 2050 yilina
gelindiginde diinya niifusunun yaklasik 10 milyar olacagi tahmin edilmektedir. Bu durum,
artan niifusun besleme ihtiyaglarini karsilayabilmek i¢in, mevcut imkanlardan en iyi sekilde
yararlanarak gida kayiplarini en aza indirmek gerektigini gostermektedir (FAO, 2019).
Diinya iizerinde insan beslenmesinde O6nemli yeri olan bitki tiirlerinin kuraklik stresi
kosullarina verdigi yanitlar1 anlamak ve kuraklik stresine toleransli ¢esitlerin gelistirilmesi
bu anlamda 6nem arz etmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda iiretimi ve tiiketimi agisindan
tilkemizde onemli sebze tiirleri arasinda yer alan hiyar (Cucumis sativus L.) bitkisinde
kuraklik = stresinin neden oldugu fizyolojik, molekiiler ve biyolojik degisimlerin
belirlenebilmesi amaciyla %10’luk PEG uygulamasiyla olusturulan yapay kuraklik
kosullarinda bitkilerde meydana gelen baz1 antioksidan enzim aktiviteleri ve

ozmoregiilantlarin etkinligi incelenmistir.
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Abiyotik bir stres olarak kuraklik, dogasi geregi c¢ok boyutludur ve
organizasyonlarinin ¢esitli diizeylerinde bitkileri etkilemektedir. Su, bitki ve hayvan
hiicrelerinin biiylik bir boliimiinii olusturdugundan yasam igin gerekli bir metadir. Suyun
yoklugunda, tiim biiyiime faaliyetleri yavaslar, ilerleyen donemlerde fotosentez gibi yagami
stirdiirme stiregleri durdulur ve sonugta hiicre 6liimleri gergeklesmektedir. Kuraklik, tohum
¢imlenmesini, bitki biiylimesini, besin maddelerinin mevcudiyetini, fenolojiyi, fotosentezi
ve solunumu etkiledigi i¢in ¢evre ve bitki yasami iizerinde ciddi etkilere sahiptir. Tiim bu
islemler bitki yasam dongiisiinde ¢ok onem arz etmektedir, tek bir islemin kacirilmasi
durumunda tiim bitki etkilenecek ve bu etkinin belirtilerini gosterecektir. Kuraklik stresi,
yaprak boyutunu, gévde uzamasini, kok ¢ogalmasini azaltabilmektedir. ve bitkilerin ¢esitli
biyokimyasal ve fizyolojik tepkiler gostermesi nedeniyle bitki su iliskilerini/su kullanim
verimliligini olumsuz yonde bozabilmektedir (Farooq vd., 2009). Ortamdaki su, 1s1k
yogunlugu sicaklik artis1, daha az bagil nem ve yiiksek riizgar hizi nedeniyle kaybolmaktadir
(Yamaguchi vd., 2011; Masaki vd., 2015; Schymanski ve Or, 2015; Da Silva Branco vd.,
2017).

Bir bitki gdvdesinin sicakligin1 kontrol etmek i¢in su sarttir. Suyun g¢ogu, bitki
hiicrelerinde depolanan miktardan daha biiylikk olan stomatal terleme yoluyla
kaybedilmektedir. Bu su kaybi yapraklari sogutur. Bitkiler su kithig: ile karsi karsiya
kaldiklarinda viicut sicakliklarin1 koruyamazlar (Adams vd., 2009). Su stresi kosullari
altinda, bitkinin bagil biiyiime orani diiser ve bitki boyu da azalmaktadir (Lipiec vd., 2013).
Su eksikligi bitkilerin biiylimesini, yapraklarin ylizey alanini, kuru maddeyi azaltir; ayrica
hiicre zarinin bozulmasina, pigmentlerin hasar gérmesine, klorofil igeriginin azalmasina ve
kok biiylimesinin zarar gérmesine neden olur Kuraklik stresinde bitkisel dokular da zarar

goriir ve uzun siireli kuraklik altinda 6liir (Farooq vd., 2009).

Bitkilerdeki su stresi, bitki hiicresinin su potansiyelini ve turgorunu azaltir, bu da
sitozol ve hiicre dis1 matrislerdeki ¢6ziinen madde konsantrasyonlarini artirir. Sonug olarak,
hiicre biiylimesi azalir, bu da biiylimenin engellenmesine ve ilireme yetmezligine yol

acmaktadir.



Bunu solmaya neden olan absisik asit (ABA) ve prolin gibi uyumlu osmolitlerin
birikimi izler. Bu asamada, ROS’larin asir1 tiretimi, askorbat ve glutatyon gibi radikal
stipiirticii bilesiklerin olusumu ger¢eklesmektedir. Kuraklik sadece su igerigini, turgoru ve
toplam suyu azaltarak bitki su iligkilerini etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda stomalarin
kapanmasini etkiler, gaz degisimini ve terlemeyi azaltir ve karbon asimilasyon (fotosentez)

oranlarini durdurur (Lisar vd., 2012).

Fotosentez bitkiler i¢in en dnemli siiregtir. Fotosentez siirecindeki azalma nedeniyle
bitki verimliligi de azalmaktadir (Zargar vd., 2017). Su eksikliginden dolay1 bazi tiirlerin
yapraklar1 mavi-yesile doner (Saleska vd., 2007). Bitkiler igin uzun bir siire su yoksa yaprak
doken bitkiler solar ve dnemli dl¢iide yapraklarini kaybeder ve bunun sonucunda bitkiler
Oliir. Yapraklarin i¢cindeki su basinci azaldigr ve bitkiler solmaya maruz kaldigi i¢in su

stresinin baslangicta fark edilen belirtisi solmadir (Zeppel vd., 2015).

Sorgumda yapilan bir ¢alismada, kuraklik stresinin klorofil miktarii olumsuz
etkiledigi, bitkinin vegetatif doneminde kontrol bitkilerine oranla %38 oraninda azalma
oldugu, bitkinin yasli doneminde bu oranin %62’yi buldugu bildirilmistir. Arastiricilar,
fotosentetik pigmentlerin kuraklik stresinden olumsuz etkilenmesi sonucu klorofilin tiim

bitki asamasinda azaldigini ifade etmislerdir (Oliveira Neto vd., 2009).

Aydin vd. (2016), bugdayda (Triticum aestivum L.) PEG 6000 konsantrasyonu, diger
bir ifadeyle kurakligin siddeti artikca kok sayisi, kok uzunlugu, koleoptil uzunlugu, siirgiin

uzunlugu ve hiicre boliinmesinin 6nemli derecede azaldigini bildirmistir.

Farkli PEG (0, 30 ve 60 g/L) konsantrasyonlarinda yetistirilen pamuk bitkisinde artan
PEG konsantrasyonu ile saglanan kuraklik stresinin bitki gelisimi iizerindeki etkileri
incelenmistir. Bitkiler yas agirlik bakimindan kontrol bitkilerine oranla %27-42 oranlarinda
kayiplar gosterirken, kuru agilik bakimdan %11-20 oraninda bir azalma belirlenmistir.
Ayrica nispi biiyliime orani, stoma gegirgenliginde ve net fotosentez oraninda da kontrol

bitkilerine oranla kayiplar ortaya ¢ikmistir (Fernandez-Conde vd., 1998).



Bugdayda 7 giin, bezelyede ise 10 giin siiresince %10 PEG 6000 uygulamasiyla
olusturulan kuraklik stresinde her iki tiirde de yas ve kuru agirlikta kontrol bitkilerine gore

kayiplar gozlenirken, yaprak su igeriginde de azalma meydana gelmistir (Alexieva vd.,
2001).

Serada yapilan bir kuraklik ¢alismasinda, Phaseolus vulgaris ve Sesbania aculeata
tiirleri kullanilmistir. Kuraklik uygulamasinda %60 kisitl sulama, kontrol bitkilerinde ise
%100 tarla kapasitesinde sulama gergeklestirilmistir. Stres uygulamasindan 45 giin sonra
hasat edilen bitkilerde her iki tiirde de govde yas ve kuru agirliklari, kok yas ve kuru
agirliklar, yaprak alan1 ve govde boyu kuraklik stresi sonucu kontrol bitkilerine oranla
azalma gostermistir. Arastiricilar yapraklarda klorofil a ve b ile a/b oranlarinin stres
kosullarinda kontrol bitkilerine gére 6nemli bir fark olusturmadigini bildirmislerdir (Ashraf

ve Iram, 2005).

Artan PEG konsantrasyonlari ile iyon sizintis1 oranindaki artis, bitki hiicre zarindaki
hasarin bir gostergesidir. Su stresi iyonlarin ortamdan kagmasia neden olarak hiicre
zarlarina zarar vermektedir. Hiicre zarmin saglamliginin ve biitiinliigiiniin bir géstergesi olan
iyon sizintisi, bitkinin kurakliga karsi direncinin gosterilmesinde de onemli bir parametre
olarak kullanilmaktadir. Iyon sizintisi miktarinin belirlenmesi doku hasarmi ortaya
cikarmaktadir. Maldonado vd. (1997), siddetli su stresinin (-2.0 MPa), kurakliga orta
derecede direngli oldugu bilinen yulaf bitkisinin (Avena sativa) yaprak hiicrelerinde iyon
sizitisini 6nemli 6l¢tide artirdigini bildirmislerdir. Liu vd. (2011) kuraklik sirasinda aspire

edilen iyon kayb1 oraninin kontrole kiyasla 6nemli 6l¢iide arttigini tespit etmislerdir.

Hiicre zarindaki fosfolipitler, hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitlerinin
oksijen ile oksidasyonu ile parcalanmaktadir. Lipid peroksidasyonu olarak bilinen bu
fenomenin bir sonucu olarak hiicre zarlarinin biitiinliigii bozulur. Lipid peroksidasyonu,
hiicre zarindaki fosfolipidlerin pargalanmasiyla iiretilen malondialdehit miktar1 6lgiilerek
hesaplanir ve biiylik miktarlarda malondialdehit (MDA) tespiti, hiicre zarina verilen hasarin
da biiylik oldugu anlamina gelir (Dhindsa ve Mathowe, 1981). Bu nedenle MDA degisikligi,
kuraklik gibi abiyotik stres olaylarinin 6nemli bir gostergesidir (Moller vd., 2007). Kuraklik
stresi, membran lipidleri ve proteinler arasindaki iliskinin yan1 sira enzimlerin aktivitesini

ve membranlarin tagima kapasitesini de bozabilmektedir.



Kuraklik, yag asidi bilesiminin degismesine, 6rnegin kloroplastlarda 16'dan daha az
karbona sahip yag asitlerinde bir artisa neden olmaktadir. Lipid peroksidasyonu, kurakligin
ve diger birgok gevresel stresin oksidatif hasar yoluyla iyi bilinen etkisidir (Lisar vd., 2012).

11 nohut ve 6 mercimek ¢esidinin kurakliga tolerans mekanizmasinin aragtirildigi
calismada, bitkilerin kuraklik stabilite indeksleri (KHI) belirlenmis ve KHI ile oksidatif
strese gostermis olduklar1 tepkiler veya tolerans mekanizmalari, HoO2 olusumu, lipid
peroksidasyonu ve buna bagli olarak membranlarinda olusan zararlanmalar protein ve

askorbik asit akiimiilasyonu ile agiklanmistir (Gunes vd., 2006).

Uziimlerde kuraklik stresi altinda MDA igeriginde bir artis oldugu bircok arastimaci
tarafindan bildirilmistir (Gunes vd., 2006; Catola vd., 2016; Yuan vd., 2017; Topcu ve
Altinci, 2019).

Karbonhidrat, su, protein, yaglar ve vitaminler, bitkinin daha iyi biiyiimesinden
sorumlu olan bilesenlerdir. Birbirleriyle baglantilidirlar ve bu yiizden herhangi birindeki
eksiklikler bitki mekanizmasini etkilemektedir (Fang ve Xiong, 2015). Kuraklik stresi,
bitkilerin metabolik siirecini etkiler ve kuraklik stresine karst koruyucu olan ikincil
metabolitleri arttirmaktadir (Walter vd., 2012). Toleransh bitki tiirlerinde artan kuraklik
stresi ile ¢Oziinebilir protein miktarinin arttig1, buna karsilik hassas bitkilerde ise azaldigi,

¢oziinebilir protein miktarindaki azalmanin bitki yapisini degistirdigi bildirilmistir (Wehner
vd., 2015).

Prolin, membran stabilizasyonu i¢in bir ozmoprotektan olarak hareket ederek stresli
kosullar altinda su igerigini korumak icin bitkilerde bildirilen baslica organik ¢dziinen
maddelerden biridir (Kishor vd., 2005). Bitkilerin dengeli ¢alismasi igin su dengesi ve prolin
sentezi ¢ok Onemlidir. Su eksikligi nedeniyle suda ¢oziiniirliiglin azalmasi i¢in prolin
konsantrasyonu artmaktadir (You vd., 2012). Sitoplazmada prolin birikimi, bitkilerin
kuraklik stresiyle kars1 karsiya oldugunu gostermektedir. Protein, bitki yapilar1 kadar hiicre
icin de onemlidir ve bitkilerde protein sentezi i¢in prolin gereklidir. Toleranslh bitkilerde
kuraklik stresi arttikca prolin sentezi artmakta ve kuraklik stresinin neden oldugu yapi
denatiirasyonuna kars1 diren¢ saglamakta ve bitki hiicre yapilari, protein sentezinden

sorumlu olan prolin tarafindan korunmaktadir (Xoconostle-Ca’zares vd., 2010).
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Tirkiye'de yetisen onemli saraplik tiziim ¢esitleri (Narince, Sultani ¢ekirdeksiz,
Okiizgozii, Bogazkere, Calkaras1 ve Emir) iizerinde yiiksek sicaklik ve kuraklik stresine
maruz kalan bitkilerde prolin, MDA, hiicre zar1 zararlanma orani incelenmistir. Yiiksek
sicakliklarda ve PEG uygulanarak olusturulan kuraklik stresinde prolin ve MDA'da artiglar
bulunmustur (Altinci, 2016).

Antioksidan enzimler, bitkileri aktif oksijen kaynakli hasarlardan koruyan (Anjum
vd., 2011) ve bitki hiicrelerinin normal iglevini saglayan bir savunma sistemidir (Horvath
vd., 2007). Temel olarak, kuraklik stresi altinda, bitkilerde ROS {iretimi ile antioksidan
enzimlerin aktivitesi arasindaki denge, bitki hasarinin boyutunu belirlemektedir (Moller vd.,
2007). Bitkiler ayrica, bitkinin fotosentetik membranlarinin oksidatif stresle savasma
yetenegini diizenleyen enzimatik olmayan bir antioksidan savunma sistemine Sahiptir
(Anjum vd., 2011). Bitkilerde ROS tiirlerini nétralize etme etkisine sahip en yaygin
enzimatik antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidazdir (PRX)
(Apel ve Hirt, 2004). Bu antioksidanlarin, olusan oksijen ve peroksitlerin tamamen yok
edilmesinde rol oynadiklar1 bilinmektedir (Apel ve Hirt, 2004; Anjum vd., 2011). SOD, Oz~
'yi Kkatalize etme, indirgeme ve ardindan onu PRX yoluyla atilan H202'ye doniistiirme
yetenegine sahiptir. Bu durum, antioksidanlarin bitkilerde oksidatif kuraklik stresine karsi

direnci nasil uyardigini gosterir (Anjum vd., 2011).

Fu-Fan vd. (2014), hiyar fidelerinin (Cucumis sativus L.) koklerinde kisa siireli su
stresinin neden oldugu degisiklikleri inceledikleri ¢aligmalarinda stres grubu bitkilere %5 ve
%10 PEG uygulamislardir. Uygulamadan 0, 12, 24 ve 36 saat sonra bitkilerden alinan kok
orneklerinde yapilan analizlerde 6zellikle 36 saat sonunda her iki kuraklik stresinde de Oz’
ve H20O. igeriginin ve MDA miktarinin 6nemli Olgiide arttigimi  bildirmislerdir.
Arastirmacilar, SOD, PRX, CAT ve APX aktivitelerinin kuraklik stresinde bir artis
gosterdigini ve bu antioksidan enzimlerin, kisa stireli su kitliginin neden oldugu oksidatif

hasara kars1 korunmada 6nemli bir rol oynadigini belirtmislerdir.

Celtik bitkisinde yapilan bir ¢alismada, PEG 6000 kosullarinda yetistirilen bitkilerde
stres uygulamasindan 24 saat sonra yapraklarda APX enzim aktivitesinin arttigi, APX’in

H202’nin zararl etkilerinin engellenmesinde 6nemli oldugu bildirilmistir (Sharma ve Dubey

2005).
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Cilekte yapilan bir ¢alismada yiiksek sicakliga hassas (Festival ve CG3) ve tolerant
(Redlands Hope ve Camarosa) gesitlere ait sekiz haftalik bitkilere 15 giin boyunca %10'luk
PEG uygulanmistir. Calismanin sonucunda yliksek sicakliga toleransl olan ¢esitlerin ayni
zamanda kurakliga da toleransli oldugu ve cesitlerin kuraklifa toleransinda APX ve

glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerinin 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (Gulen vd., 2018).

Bes farkli dut gesidi lizerinde yapilan bir ¢alismada, kontrol bitkileri tam olarak
sulanmus, stres bitkileri ise -2,5 MPa'ya kadar kuraklik stresine maruz birakilmistir. Stresin
SOD, CAT, APX, PRX ve monodehidroaskorbat rediiktaz (MDAR) enzimlerinin
aktivitesini tim ¢esitlerde farkli oranlarda artirdi@i bildirilmistir. Toleransli oldugu
diistiniilen ¢esitlerde lipid peroksidasyon oranlari azalirken, glisinbetain (GB), ABA ve
prolin  miktarinin arttigi, ¢esitlerin kuraklik toleransinin belirlenmesinde enzim
aktivitesindeki degisim oraninin énemli bir se¢im Kriteri olabilecegi belirtilmistir (Reddy

vd., 2004).

Kuraklik stresinin iki nohut (Cicer arietinum L.) gesidinde kuraklik stresinden
kaynaklanan oksidatif hasarin giderilmesinde antioksidan enzim aktivitelerinin roliinii
belirlemek amaciyla yapilan ¢aligmada, toprak kiiltiiriinde yetistirilen 20 giinliik 2 nohut
cesidine ait bitkiler sulama yapilmaksizin 0 (kontrol), 3, 5 ve 7 giinliik kuraklik periyoduna
maruz birakilmistir. Kuraklik uygulamalar1 sonunda, artan kuraklik stresine bagli olarak her
iki ¢cesidin membranlarinda olusan MDA igeriginin arttig1 ve bu artisin oksidatif hasarin bir
gostergesi oldugu bildirilmistir. Bitkilerde oksidatif hasara karsi olusturulan savunma
sistemlerinden biri olan antioksidan enzim (SOD, PRX, APX ve GR) aktiviteleri nohut
cesitlerinde kuraklik uygulamalari ile genel olarak artis gdstermis, ancak cesitler arasinda
enzim davranislar1 bakimindan belirgin farkliliklar ortaya c¢ikmadigi belirlenmistir

(Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005).

Kurakliga duyarli Phaseolus vulgaris L. ile kurakliga toleransli P. acutifolius
fidelerine 14 giin boyunca 0.40 MPa ozmotik potansiyel altinda PEG 6000 uygulanmuistir.
P. vulgaris’te P. acutifolius’a gore vegetatif gelismenin daha az oldugu, kok ve govde kuru
agirh@inda azalma oldugu saptanmistir. P. acutifolius bitkisindeki oransal su igeriginde
herhangi bir degisiklik olmazken P.vulgaris’te azalma oldugu gorilmistiir. Yine P.

acutifolius’taki lipit peroksidasyon miktari P. vulgaris’ten diisiik bulunmustur.
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SOD, CAT, APX ve PRX gibi enzimlerin aktivitelerinin P. acutifolius’ta P. vulgaris’ten
daha yiiksek oldugu; SOD, APX ve GR aktivitesinin ise su stresi sartlarinda arttig
saptanmugstir (Tiirkan vd., 2005).

Kuraklik stresine karsi toleransli Lycopersicon chilense ve duyarli oldugu bilinen L.
esculentum Mill. domates tiirlerinde 5 giinliik kuraklik stresi uygulamasi sonrasinda kok,
gbvde uzunlugu, yaprak oransal su igerigi, lipit peroksidasyon miktar1 ve antioksidan enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda
kurakliga toleransli olarak bilinen tiirde stres sonunda yaprak oransal su i¢eriginin ve MDA
miktarinin azalmasina karsin ASA miktarinda, SOD ve APX enzim aktivitelerinde artiglar

oldugu belirlenmistir (Gtizel, 2006).

Yonca (Medicago sativa L.) bitkisinde kuraklik ve tuz stresi ile ilgili yapilan
calismada, yonca bitkisinin kuraga (%35 PEG) ve tuza (200 mM) maruz birakilmis kok ve
stirgiinlerinde SOD, PRX, APX ve CAT gibi cesitli antioksidant enzimlerin aktiviteleri
arastirilmistir. Strese tolerant olan Xinmu No.1 ¢esidinde, hassas olan Northstar’a goére daha
diisiik seviyede HO> iiretimi ve lipid peroksidasyonu, koklerde ve siirglinlerde ise daha
yiiksek enzim aktivitesi (SOD, APX, CAT ve PRX) goriilmistiir. Xinmu No.1 ¢esidinin
gosterdigi  kuraklik ya da tuza toleransin, antioksidant enzimlerin aktivitesi ile

iligkilendirilebilecegi belirtilmistir (Wang vd., 2009).

Hint fistig1 (Jatropha curcas) bitkilerinde yapilan bir ¢alismada bitkilerin kuraklik
stresinde gosterdikleri bazi fizyolojik, biyokimyasal ve antioksidan enzim aktivitesi
degisimleri incelenmistir. Sonu¢ olarak kuraklik stresinde net fotosentez ve stoma
iletkenliginin azaldig, stresteki bitkilerde SOD, CAT, APX aktiviteleri ile glutatyon (GSH)
ve MDA miktarlarinin 6nemli 6l¢iide arttigi bulunmustur (Pompelli vd., 2010).

Babalik vd., (2015), Kober 5 BB Amerikan asma anacinin su stresi altinda bazi
fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerini incelemislerdir. In vitro bitkiciklerde kuraklik stresi
olusturmak icin besin ortamma %0, -1,2 -2,4 -3,6 ve -4,8 olmak tlizere 5 farkli
konsantrasyonda PEG ilave edilmistir. Farkli oranlarda PEG igeren ortamlarda yetistirilen
in vitro siirgiinlerde artan kuraklikla birlikte CAT ve APX gibi antioksidan enzim
aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir.
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Perez-Clemente vd.’nin (2012) yapmis olduklari calismada, Carrizo portakal anacina
10, 20 ve 30 giin boyunca %20 ve %40 PEG uygulanarak bitkiler iizerinde kuraklik stresi
olusturulmus ve Strese bagli olarak meydana gelen prolin, jasmonik asit, salisilik asit, absisik
asit diizeyleri ile MDA, SOD, CAT ve APX enzim aktivitelerindeki degisimler
incelenmistir. Analiz sonucunda, CAT disindaki tiim parametrelerde, stres siddeti ve siiresi
arttikca diizenli bir artis oldugu ve bu artigin 30. giinde maksimum seviyeye ulastig tespit
edilmistir. Ote yandan stresin 20. giiniinde CAT enziminin aktivitesinde hafif bir artis

oldugu, ilerleyen giinlerde ise azaldigi tespit edilmistir.

Bes farkl: fistik (Pistacia vera) ¢esidinde bazi organik metabolitlerin ve antioksidan
savunma sistemlerinin kuraklik stresine tepkisininin arastirildigi ¢alismada sera kosullarinda
yetistirilen fidanlar, 3, 6 ve 9 giin boyunca su stresine maruz birakilmistir. En yiiksek prolin,
GB ve antosiyanin birikimi Sarakh'ta bulunmustur. Tiim gesitlerde, SOD ve CAT aktivitesi
Once artmis, sonra uzayan su stresi ile azalmistir. Polifenol oksidaz (PPO) aktivitesi 6 giin
boyunca sabit kaldiktan sonra 9. giinde yiikselmistir. Sarakhs ve Badami ¢esitlerinde yiiksek
diizeyde antioksidan enzim aktivitesi bulunmustur. Sonu¢ olarak, Badami ve Sarakhs
cesitlerinin, ozmotik adaptasyonlar1 ve antioksidan savunmalart nedeniyle diger cesitlere
gore kuraklik stresine daha direngli olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica toleransli gesitlerin
tanimlanmasinda prolin, H2O2, CAT ve PPO gibi fizyolojik parametrelerin markér olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Lotfi vd., 2015).

Iki farkl: ticari domates cesidinde (Lycopersicon esculentum) yapilan ¢alismada 7
giinliik kuraklik stresinin oksidatif stresi indiikleyerek bir¢cok metabolik yolu etkiledigi ve
dolayisiyla MDA, SOD, CAT ve APX gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirdig
belirtilmistir (Celik vd., 2017).

Kutlu, vd. (2017), kuraklik stresi altinda ekmeklik bugday genotiplerinin verim
bilesenleri ve enzim aktivitelerini arastirmislardir. Deneme 9 ekmeklik bugday cesidi ve 7
double haploid bugday genotipi ile yiiriitiilmistiir. Stres duyarlilik indeksi (SSI)
Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde ortalama CAT aktivitesi 6nemli Olgiide artarken,

GR aktivitesinin etkilenmedigi bildirilmistir.
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Zhang ve Shi (2018), yapmis olduklari bir c¢alismada kurakliga toleransh
(Longzhong) ve duyarli (Gannong No. 3) iki yonca (Medicago sativa L.) genotipine 15 giin
boyunca PEG araciligiyla kuraklik stresi uygulamasi gerceklestirerek bitkilerin strese karsi
gosterdikleri tepkileri fizyolojik olarak ve protein diizeyinde incelemislerdir. Kuraklik
stresinin 0, 3, 6,9, 12 ve 15. giinlerinde alinan kok 6rneklerinde yapilan analizler sonucunda,
her iki genotipte de prolin, MDA, H202, OH" ve Oz seviyelerinin artis gosterdigini,
¢Oziinebilir protein, PRX, CAT ve APX enzimlerinin aktivitelerinin ise stres uygulamasinin
ilk glinlerinde arttigini ancak daha sonra azaldigin1 gézlemlemislerdir. Ayrica, ozmotik stres
altinda, Longzhong genotipinde Gannong No.3 genotipine kiyasla daha diisiik diizeyde
MDA, H202, OH" ve O2 birikimi oldugunu, SOD, CAT, APX enzim aktivitelerinin ise daha

yiiksek seviyelerde oldugunu belirtmislerdir.

Datir ve Inamdar (2019), yapmis olduklari ¢alismada PEG 6000 ile olusturulan
kuraklik stresi sirasinda bugday cesitlerinin biyokimyasal parametrelerini incelemislerdir.
Arastirma soncunda prolin ve MDA miktar1 ile CAT, SOD ve PRX enzim aktivitelerinde
kontrole oranla artis oldugunu, fakat APX aktivitesinde diizenli bir egilim olmadigini

belirlemislerdir.

Aljemaa (2020), kontrolsiiz sera kosullarinda kuraklik stresi ve iyilesme
uygulamalarinin  bazi Pistacia genotiplerindeki morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal
ozellikler ve bazi antioksidan enzim aktiviteleri tizerine etkilerini incelemistir. Uygulamada
bitkiler kurakliga maruz birakilip yapraklarda solma belirtisi olana kadar sulama kesilmis,
daha sonra iyilesme uygulamasi i¢in bitkilere 1 hafta boyunca diizenli olarak sulama
yapilmustir. Kuraklik stresi kontrol bitkilerine gore yaprak oransal su iceriginin azalmasina,
membran gecirgenliginin, prolin ve MDA miktarinin artmasina neden olmustur. Antioksidan

enzim aktivitelerinden SOD, PRX ve CAT aktivitelerinin arttig1 bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Yapilan c¢alisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal

Biyoteknoloji Boliimii serasinda ve boliim laboratuvarlarinda yiiriitiilmistiir.

Bitki materyali

Calismada Cucumis sativus L. Beit alpha hiyar ¢esidi tohumlar1 kullanilmistir. Beit alpha
hiyar ¢esidinin meyveleri koyu yesil ve silindirik yapidadir. Meyve uzunlugu 15-17 cm olup
cok lezzetli, hos kokulu ve az cekirdeklidir. Siirglin verme kabiliyeti yliksektir. Ekimden
itibaren 60-70 giinde hasada gelir (Guan vd., 2019).

Torf ile doldurulmus 45°lik (52x32cm) viyollere tohum ekimi yapilmistir ve fideler yaklasik
3 yaprakli asamaya gelene kadar viyollerde biiyiitiilmistiir. Daha sonra bu fideler perlit, torf
ve elenmis bahge topragi karisimi igeren (1:1:1) 14x12 cm biiyiikligiindeki saksilara
dikilmistir (Sekil 3.1). Fideler 5-6 yaprakli doneme gelinceye kadar ortalama 6-8 hafta
boyunca, ~%65 oransal nemde, 18-30°C (gece-giindiiz) sicaklikta serada yetistirilmistir

(Anonim, 2015) ve her hafta diizenli olarak NPK (5:5:5) giibre ¢ozeltisi ile giibrelenmistir.

Sekil 3.1. Serada yetistirilen viyollerdeki (a) ve saksiya alinmis (b) hiyar fidelerinin genel
gorunumu.
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3.2. Yontem

Sera ortaminda, saksida yetistirilen hiyar bitkilerinde yapay kuraklik olusturmak
amaciyla PEG 6000 kullanilmigtir. Bu amagla, bitkilere 15 giin boyunca %10’luk (0,40 MPa)
PEG 6000 ¢ozeltisi sulama suyu uygulamasi seklinde verilmistir (Tiirkan vd., 2005). Kontrol
bitkileri ise ¢esme suyu ile sulanmistir. Tiim bitkilere esit oranda uygulama yapilarak,
bitkiler saksi kapasitesinde tutulmaya calisilmistir. Uygulamanin besinci ve onbesinci
glinlerinin sonunda, uygulama yapilan bitkilerden ve kontrol grubundan yaprak 6rnekleri
alinmig 6rneklerin bir kism1 MDA, YOSK ve TK analizleri i¢in kullanilmistir. Geri kalan

yaprak Ornekleri ise sonraki analizler i¢in -80°C'de saklanmustir.

3.2.1 Lipid peroksidasyonunun (MDA miktari) belirlenmesi

Hiicrelerde lipid peroksidasyonu sonucu olusan MDA (Malondialdehyde) miktari
Rajinder vd.’nin (1981) yontemi esas alinarak belirlenmistir. Ektraksiyon islemi igin,
porselen havanlara kum ve polivinilpoliprolidon (PVPP) eklenmistir ardindan ~100 mg
yaprak Ornegi tizerine %0,1°lik 5 ml triklorasetikasit (TCA) c¢ozeltisi ilave edilerek
homojenizasyon yapilmistir. Meydana gelen homojenatlar, 4°C’de 10000 g’de 5 dakika
santrifiij (Beckman Coulter Allegra 64R and Avanti 30 Compact Centrifuges, ABD)
edilmistir. Santrifiijden sonra iist fazdan 300 pl alinarak 1,5 ml’lik mikro santrifijj tliplerine
aktarilmistir ve tizerine 1200 pl ektraksiyon ¢ozeltisi [ Thiobarbutrik asit (TBA) + %100
TCA+ dH20] eklenmistir. Kér 6rnegin (blank-sahit) hazirlanmasi igin, 300 pl %0,1 TCA ve
1,2 mI’lik ekstraksiyon ¢ozeltisi kullanilmistir. Ornekler 95°C°de 1sitic1 bloga (MBT 250,
ETG, Almanya) yerlestirilerek 30 dakika bekletilmistir. Isitici bloktan ¢ikarilan tiipler 5
dakika boyunca oda sicakligina gelmesi i¢in buz igerisinde bekletildikten sonra 25°C’de 10
dakika 10000 g’de santriflij edilmistir. Santrifiijden ¢ikarilan 6rnekler, spektrofotometrede
(Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS, ABD) 532 ve 600 nm dalga boylarinda okunmustur.

Yapilan analizle belirlenen MDA miktar1 asagidaki formiille hesaplanmistir:

MDA (nmol/g T.A) = O.D farki x 32,2 x seyreltme faktorii/ g T.A

0O.D farki = 532 ve 600 nm dalga boyunda okunan degerlerin farki
T.A = Taze agirhik
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3.2.2 Yaprak oransal su kapsam (YOSK) ve turgor kayb1 (TK)

Kuraklik stresine maruz birakilan hiyar bitkilerinde, YOSK ve TK, Giilen ve Eris’in
(2003) yontemiyle belirlenmistir. Alinan yaprak oOrneklerinden 1,5 cm c¢apli diskler
cikartilarak Oncelikle taze agirliklari, 4 saat saf suda bekletildikten sonra turgor agirliklar
ve 70°C’deki etiivde 48 saat tutulduktan sonra kuru agirliklar1 kaydedilmistir. Elde edilen
verilere bagli olarak YOSK ve TK hesaplanarak degerler % olarak ifade edilmistir. Yaprak

oransal su kapsam1 ve turgor kayb1 asagidaki formiile goére hesaplanmaistir:

YOSK= (YA—KA)/(TA—KA)*100
TK=(T.A—Y.A)/T.A*100

YOSK = Yaprak oransal su kapsami
Y.A = Yas Agirlik

TK = Turgor kaybi

K.A = Kuru Agirlik

T.A = Turgor Agirhig:

3.2.3. Prolin miktarmnin belirlenmesi

Prolin ekstraksiyonu ve prolin miktar1 Bates vd.’nin (1973) gelistirdigi yontem ile
belirlenmistir. Reaksiyon, prolin aminoasidinin ninhidrinle renk tepkimesi vermesi sonucu
pembe renkli bilesik olusturmasi esasina dayanir. Ekstraksiyonda %3 liik stilfosalisilik asit
kullanilmistir, prolin miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan ninhidrin reaktifi asagida

verildigi gibi bir gece dnceden hazirlanmis ve 4 °C’de dinlenmeye birakilmastir.

1,25 g ninhidrin + 30 ml glasiyel asetik asit + 6 M 20 ml fosforik asit

Bitki orneklerinden 200 mg alinarak 1 ml % 3’liik siilfosalisilik asit ile havanda
ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Homojenize edilen 6rnekler 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine
alinarak 5000 g’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra iistteki sivi

fazdan 100 pl alinarak 2 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilmistir.
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Orneklerin iizerine 200 pl ninhidrin reaktifi, 200 ul glasiyel asetik asit ve 100 ul
%3’liik siilfosalisilik asit ilave edilerek ornekler iyice karigtirllmistir. Hazirlanan 6rnekler
100 °C’de 1 saat boyunca tepkimenin ger¢eklesmesi i¢in inkiibe edilmistir ve inkiibasyondan
cikarilan ornekler reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in hemen buz banyosuna alinmistir. 5
dakika buz banyosunda sogutulan drnekler buz igerisinden alinip oda sicakligina geldikten
sonra lizerlerine 1 ml toluen ilave edilmis ve iyice karistirilip 4000 g’de 20 saniye
santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra tstteki sivi fazin tamami alinarak okumalar cam
kiivetler kullanilarak spektrofotometrede 520 nm’de gerceklestirilmistir. Kor 6rnek olarak 1
ml toluen kullanilmistir. Prolin miktarinin hesaplanmasinda 0-800 uM prolin igeren

standartlar hazirlanmistir ve ¢izilen standart egrisinden prolin miktarlar1 hesaplanmigtir.

Prolin miktar1 (uM / g TA) =[(A - 0,046 uM )/ 0,00069] / g TA

TA: Taze agirlik
A: 520 nm dalga boyundaki absorbans degeri

3.2.4 Askorbatperoksidaz (APX, EC.1.11.1.11) analizi

Askorbatperoksidaz (APX) ekstraksiyonu

APX ekstraksiyon igsleminde Nakano ve Asada’nin (1980) yontemi esas alinarak,
bazi degisikliklerle hiyar yaprak orneklerine adapte edilmistir. Yaprak orneklerinden 1 g
alinarak havanlara konmustur ve iizerlerine ekstraksiyon igin asagidaki sekilde hazirlanmig
ekstraksiyon ¢ozeltisinden 5 ml ve eser miktarda PVPP ile kuvars kum ilave edilerek
homojenize edilmistir. Tim asamalar 4°C’de gergeklestirilmistir. Homojenize edilen
ornekler, 1,5 ml’lik santrifiyj tiiplerine alinarak 10000 g’de 4°C’de 15 dakika santrifii
edilmistir. Santrifiijden sonra tistteki siv1 faz 1,5 ml’lik santrifiij tiplerine aktarilarak aktivite

belirlenmesinde kullanilmistir.

APX ekstraksiyon ¢ozeltisi i¢in kullanilan ¢ozeltiler:
e 50 mM K-POq ¢ozeltisi, pH 7,8 100 ml
e 50 mM askorbik asit ¢ozeltisi 2mi
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Askorbatperoksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi

APX enzim aktivitesinin belirlenmesinde asagidaki stok c¢ozeltiler kullanilmistir.

Askorbat ve H>O; ¢ozeltileri analiz esnasinda taze olarak asagidaki sekilde hazirlanmistir.

e 50 mM reaksiyon ¢ozeltisi K-PO4, pH 7,0
e 5 mM askorbat ¢Ozeltisi

e 1| mM H2O» ¢ozeltisi
Enzim aktivite dl¢timleri, spektrofotometrede 290 nm dalga boyunda kuvars kiivet
kullanilarak gerceklestirilmistir. Aktivite 6l¢timleri 90 saniye siireyle 10 saniye araliklarla

gerceklestirilmis ve 10. ve 90. saniyedeki okuma degerleri kullanilmistir.

Kor orneklerin okumasinda kullanilan ¢ozelti asagidaki sekilde hazirlanmistir.

950 ul reaksiyon ¢ozeltisi + 75 ul H2O2+ 100 pl askorbat ¢ozeltisi

Orneklerin enzim aktivitesinin belirlenmesi igin kullanilan ¢dzelti asagidaki sekilde

hazirlanmustir.

900 ul reaksiyon ¢ozeltisi + 75 pul H2O2 + 100 pl askorbat ¢ozeltisi + 50 ul 6rnek

Askorbatperoksidaz (APX) enzim aktivitesi hesaplanmasi

APX enzim aktivitesinin hesaplanmasinda enzim aktivite degeri belirlenmis ve
toplam protein miktari ile oranlanarak pmol/mg protein olarak ifade edilmistir. Enzim
aktivite miktarinin hesaplanmasinda spektrofotometre okumalar1 sirasinda belirlenen

aktivite degerlerinde oncelikle aktivite ve net aktivite degerleri belirlenmistir.

Aktivite: 2. OD-1.0D

1. OD: 10. Sn absorbans
2. OD: 90. Sn absorbans
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Net Aktivite Degeri: Aktivite- kor okuma (blank)

Bu sekilde belirlenmis olan net aktivite degerleri kullanilarak enzim aktivite degeri

asagidaki formiile gére hesaplanmistir.

AD (pmol/gTA)= [NAxSDx (SF/ OM)]/ 1000

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)

TA: Taze agirlik NA: Net aktivite degeri
SD: Standart deger (803,25)

SF: Ornek seyreltme faktorii

OM: Ornek miktar1 (mg)

Bu formiile gore hesaplanan aktivite degerleri, toplam protein miktar1 ile oranlanarak

spesifik enzim aktivitesi belirlenmistir.

APX (umol/mg protein)= AD (umol/gTA) / TPM

APX: Askorbatperoksidaz

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)

TA: Taze agirhik

TPM: Toplam protein miktar1 (mg protein/gTA)

3.2.5. Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) analizi

Katalaz (CAT) ekstraksiyonu

Nakano ve Asada’nin (1980) yontemine goére CAT  ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon igin -80°C’de saklanan yaprak 6rneklerinden 0,5 g alinarak
havanlara konulmustur, asagidaki sekilde hazirlanan ekstraksiyon ¢ozeltisinden 5 ml ve ¢ok
az miktarda PVPP ile kuvars kum eklenerek 6rnekler homojenize edilmistir. Tiim asamalar

4°C’de gerceklestirilmistir.
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Homojenize edilen 6rnekler, 15 ml’lik santrifiij tliplerine alinarak 760 g’de 4°C’de
10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra tistteki sivi faz 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine

aktarilarak aktivite belirlenmesinde kullanilmistir.

CAT ekstraksiyon ¢ozeltisi i¢in kullanilan ¢ozeltiler agagidaki sekilde hazirlanmistir.
e 0,1 M K-POg ¢ozeltisi, pH 7,0 200 ml
® Triton 200 pl (Toplam hacimde %0,1 oraninda)

Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin belirlenmesi

CAT aktivitesi 260 nm’de (E= 39,4 mM-1 cm-1) H2O2’nin par¢alanma orani esas
aliarak belirlenmistir. CAT enzim aktivitesinin belirlenmesinde asagidaki stok ¢ozeltiler

kullanilmistir. H2O2 ¢ozeltisi okuma sirasinda taze olarak asagidaki sekilde hazirlanmustir.

e 0,1 M K-POg ¢ozeltisi, pH 7,0 200 ml
¢ 0,] M EDTA 200 pl (toplamda hacimde 0,1 mM)
e 150 mM 330 ul H202 ¢ozeltisi

Enzim aktivite 6l¢limleri, spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda kuvars kiivet
kullanilarak gerceklestirilmistir. Aktivite dl¢limleri 60 saniye siireyle 10 saniye araliklarla
gerceklestirilmis ve 10. ve 50. saniyedeki okuma degerleri kullanilmistir. Kor 6rneklerin

okumasinda kullanilan ¢ozelti asagidaki sekilde hazirlanmistir.

600 pl reaksiyon ¢ozeltisi + 500 pl H202

Orneklerin enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan ¢ozelti miktarlar1 asagida

verilmistir.

500 ul reaksiyon ¢ozeltisi + 500 pul H2O2+ 100 ul 6rnek
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Katalaz (CAT) enzim aktivitesi hesaplamasi

CAT enzim aktivitesinin hesaplanmasinda enzimin aktivite degeri belirlenmis ve
toplam protein miktar1 ile oranlanarak pumol/mg protein olarak ifade edilmistir. Enzim
aktivite miktarinin hesaplanmasinda spektrofotometre okumalar1 sirasinda belirlenen

aktivite degerlerinde oncelikle aktivite ve net aktivite degerleri belirlenmistir.

Aktivite= 2. OD- 1. OD

1. OD: 10. sn absorbans
2. OD: 50. sn absorbans

Net Aktivite Degeri: Aktivite- kor okuma (blank)

Bu sekilde belirlenmis olan net aktivite degerleri kullanilarak enzim aktivite degeri

asagidaki formiile gbére hesaplanmaistir.

AD (umol/gTA)= [NAxSDx (SF/ OM)]/ 1000

AD: Aktivite degeri (umol/gTA)
TA: Taze agirhik

NA: Net aktivite degeri

SD: Standart deger (41,91)

SF: Ornek seyreltme faktorii
OM: Ornek miktar1 (mg)

Bu formiile gore hesaplanan aktivite degerleri, toplam protein miktari ile oranlanarak

spesifik enzim aktivitesi belirlenmistir.

CAT (umol/mg protein) = AD(umol/gTA) / TPM

CAT: Katalaz TA: Taze Agirlik
AD: Aktivite degeri (umol/gTA) TPM: Toplam protein miktar1 (mg protein/gTA)
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3.2.6. Enzimlerde toplam protein miktarinin tespiti

Spesifik enzim aktivitesini belirlemek icin orneklerdeki toplam protein miktari
Bradford’a (1976) gore belirlenmistir. Bu amagla, 0, 10, 20, 40 ve 60 ug/uL'lik BSA (Bovine
serum albumin) igeren standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin
tizerlerine saf su eklenerek 100 pL'ye tamamlandiktan sonra 2 ml Bradford ¢ozeltisi
eklenmistir. Ornekler de supernatanttan 50 pL alinip 950 pl saf su ve 2 mL Bradford ¢ozeltisi
eklenerek hazirlanmistir. Standartlar ve 6rnekler renk reaksiyonu olusmasi i¢in 15 dakika
bekletildikten sonra, toplam protein miktarini belirlemek i¢in spektrofotmetrede 595 nm'de

absorbans okumalari yapilarak asagidaki formiille hesaplanmistir:

O. D 595 nm= 595 nm’deki okuma degeri

Sabit: KESME NOKTASI (Standart ¢ozelti; O. D 595 nm)
X katsayis1: EGIM (Standart ¢ozelti; O. D s95nm)

T.A: Taze agirlik

Seyreltme faktorii: Cozelti miktari/Alinan 6rnek miktar
3.2.7. Peroksidaz (PRX, EC 1.11.1.7) izoenzim analizi
Peroksidaz (PRX) ekstraksiyonu
PRX enzim ekstraksiyonu i¢in, -80°C’de saklanan yaprak orneklerinden 0,1 g
alinarak, 1 ml eksraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir (Giilen, 2000; Giilen vd.,

2002).

Ekstraksiyon ¢ozeltisi bilesenleri (50 ml i¢in):
e 0,1 M potasyum fosfat ¢ozeltisi pH 7,5 50 ml

® 30 mM borik asit 0,099
e 50 mM askorbik asit 0,44 g
e 17 mM sodyum metabisiilfit 0,16 g
e 16 mM dietil ditiyokarbamik asit 0,149
e | mM EDTA 18 mg

® %4 PVP-40 29
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Kimyasallar ¢6ziindiirtildiikten sonra tekrar pH 7,5 olmasi igin NaOH ile pH
ayarlanmistir (Giilen vd., 2002). Homojenizatlar 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine alinmis ve
vorteks yapildiktan sonra 15 dakika boyunca +4 °C’de ¢alkalanmaya birakilmistir. Daha
sonra Ornekler 16 000 g’de, +4°C’de 30 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijjden ¢ikan
orneklerin tstteki sivi kismi alinarak temiz tiiplere aktarilip tizerlerine 1’er damla %10’luk

gliserol ve eser miktarda brom fenol mavisi eklenerek jele yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

Peroksidaz izoenzim aktivitesinin belirlenmesi

PRX enzim aktivitesi, Native-PAGE yontemine gore belirlenmistir. Elektroforez
islemi, mini PROTEAN III elektroforez iinitesi (Bio-Rad) kullanilarak gergeklestirilmistir.
Davis'in (1964) yontemine gore asidik peroksidaz jel profilleri, Reisfeld’e (1962) gére bazik
peroksidaz jel profilleri i¢in ayr1 ayri jeller hazirlanmis ve 6rneklerin 20 pl’si alinarak

kuyucuklara yiiklenmistir.

Asidik PRX Ayirma Jeli Cozeltisi Bilesenleri
e 3 M Tris-HCI pH 8,9

® %30 Akrilamid / %0,8 Bis

® %10 Amonyum persiilfat

Asidik PRX Yiikleme Jeli Cozeltisi Bilesenleri
® 0,5 M Tris-HCI pH 6,7

® %10 Akrilamid / %1,25 Bis

%10 Amonyum persiilfat

Asidik PRX Yiiriitme Tamponu Cozeltisi Bilesenleri (1 L igin)
e Glisin 28,89

e Tris-HCI 69

Bazik PRX Ayirma Jeli Cozeltisi Bilesenleri

® %30 Akrilamid / %0,8 Bis

® %060 Siikroz

e Potasyum asetat ¢ozeltisi pH 4,6

® %10 Amonyum persiilfat
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Bazik PRX Yiikleme Jeli Cozeltisi Bilesenleri
® %10 Akrilamid / %1,25 Bis

e Potasyum asetat ¢ozeltisi pH 5,0

%10 Amonyum persiilfat

Bazik PRX Yiiriitme Tamponu Cdzeltisi Bilesenleri (1 L igin)
e (- Alanin 31,29
e Asetik asit 8 ml

Yiiklemeden sonra, jeller tank igerisine yerlestirilmis ve yliriitme tamponu ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Jele 6nce 20 dakika 10 mA, sonra 20 dakika 20 mA ve son olarak da 3 saat
15 dakika boyunca 40 mAmp’lik akim verilmistir. Reisfeld sistemde ters akim
uygulanmistir. Yiriitme islemi +4°C’de gergeklestirilmistir. Elektroforez sonrast PRX
aktivitesinin belirlenmesi i¢in jeller Wendel ve Weeden (1989) yontemine gore boyanmustir.

Boyanan jeller, florasan 151k altinda fotograflanmistir.

3.2.8. istatistiksel analizler

Deneme "Tesadiif Parselleri Deneme Deseni"ne gore kurulmustur. Arastirmadan
elde edilen tim sonuglar “SPSS 20.0 Windows” paket programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Uygulama ortalamalarinin farkliliklari, “Duncan” testi ile 0,05 6nem

diizeyinde ortaya konmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Su stresi sirasinda, genel olarak yaprak boyutunda kiigiilme, yaprak hiicre
duvarlariin kalinlagsmasi, yaprak turgor kaybi, sarkma, solma, yaprak yuvarlanmasi, biiyiik
ksilem damarlarinin sayisinda artis gibi belirtiler goriildiigi bildirilmistir (Arbona vd., 2013;
Sapeta vd., 2013). Yapilan caliimada da PEG uygulamasmm 15. giiniinde yaprak
boyutlarinin kiigtildiigli, yaprak damarlarinin belirginlestigi, yaprak renginin koyulastig
yaprak kenarlarinda kivrilma ve kurumalar oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.1). Ayrica, PEG
uygulamasinin 15. glintinde bitkilerin biliyime ve gelismesinde belirgin bir gerileme oldugu

tespit edilmistir (Sekil 4.2)

KONTROL 15. Gin PEG

Sekil 4.1. Hiyar bitkisinde PEG uygulamasina bagli olarak 15. giinde yapraklarda meydana
gelen degisimler.

KONTROL 15. Giin PEG

Sekil 4.2. Hiyar bitkisinde PEG uygulamasina bagli olarak 15. giinde bitkilerde meydana
gelen degisimler.
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4.1. Lipid Peroksidasyonu (MDA)

PEG uygulamalarima bagl olarak bitkilerdeki MDA miktarinda goriilen degisim
Sekil 4.3'te verilmistir. MDA miktarinin, 5. ve 15. giinlerde kontrol bitkilerine gére PEG
uygulanan bitkilerde arttigi belirlenmistir. En yiiksek MDA miktar1 15. giin PEG
uygulamasininda tespit edilmistir (35,10 nmol/gTA). Istatistiksel acidan uygulamalar ve
giinler arasindaki fark o©Onemli bulunurken, uygulama*giin interaksiyonu Onemsiz

bulunmustur (EK A¢iklamalar-A).

407
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Sekil 4.3. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde MDA miktar1
(umol/gTA) tizerine etkisi. Dikey barlar tekerriirlerin + standart sapmalarini
gostermektedir.

Lipid peroksidasyonu, hiicre zarindaki fosfolipidlerin parcalanmasiyla {iretilen
malondialdehit miktar1 6lgiilerek hesaplanir ve malondialdehid (MDA) miktari, abiyotik
stres kosullari altinda hiicre zar1 hasarininin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Fayez ve
Bazaid 2014; Jungklang vd., 2017). Hiicre zarindaki fosfolipidler, hiicre zarinin yapisindaki

doymamis yag asitlerinin oksijenlenmesiyle yok edilir.
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Lipid peroksidasyonu olarak bilinen bu olaym bir sonucu olarak hiicre zarinin
biitiinligli bozulmaktadir. Bu nedenle malondialdehit miktarinin artmasi, hiicre zarina
verilen zararin da biiyiik oldugu anlamina gelmektedir ve MDA miktar1 kuraklik gibi stres
olaylarinda 6nemli bir gosterge olarak kullanilmaktadir (Dhindsa ve Mathowe, 1981; Moller
vd., 2007).

Sivritepe vd. (2008) kirazda, Sanchez-Rodriguez vd. (2010) domateste, Nikolaeva,
vd. (2010), bugdayda, Hameed, vd. (2011) arpada, Khoyerdi vd. (2016) antep fistiginda
yaptiklar1 caligmalarla kuraklik stresi kosullarinda MDA miktarinda artis oldugunu
belirlemislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen benzer sonuglar, hiyar bitkisinde su stresine bagli
olarak hiicresel zararlanmanin bir belirtisi olan malondialdehid (MDA) miktariminin arttigini

gostermistir.

4.2. Yaprak Oransal Su Kapsami (YOSK) ve Turgor Kaybi (TK)

Su stresine maruz birakilan bitkilerde stres siiresi uzadik¢a YOSK'un giderek
azaldigi, 5. giinde %75,12 iken, 15. giinde %67,05'e diistiigii belirlenmistir (Sekil 4.4).
YOSK bakimindan uygulamalar, giinler ve uygulama*giin interaksiyonu istatistiksel agidan

onemli bulunmustur (EK Agiklamalar-B).
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Sekil 4.4. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde YOSK (%) iizerine
etkisi. Dikey barlar tekerriirlerin & standart sapmalarini gostermektedir.

PEG uygulamasi ile TK giinlere bagli olarak artis gostererek 5. giinde %?22,0’ye
ulasirken, 15. giinde ise daha da artarak %29,8 olarak belirlenmistir (Sekil 4.5). Istatistiksel

acidan uygulamalar, giinler ve uygulama*giin interaksiyonu 6nemli bulunmustur (Ek

Agiklamalar-C).
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Sekil 4.5. PEG uygulamasinin giinlere bagl olarak hiyar bitkisinde TK (%) iizerine etkisi.
Dikey barlar tekerriirlerin + standart sapmalarin1 gostermektedir.

YOSK ve TK, bitkinin su dengesinin belirlenmesinde 6nemli bir gostergedir ve stres
faktorlerinin etkilerinin arastirilmasinda 6nemli bir parametredir. Kuraklik stresinin, ¢esitli
bitkilerin YOSK'unda oOnemli bir diisiise neden oldugu birgok arastirict tarafindan
vurgulanmigtir (Tiirkan vd. 2005; Romanello, vd. 2008; Sanchez-Rodriguez vd. 2010;
Asgharipour ve Heidari 2011; Lv vd., 2012). Kuraklik, turgoru azaltmakta, TK hiicre
genislemesi ve biiyiimesi iizerinde olumsuz etkilere yol agmakta ve bitki hiicreleri normal
islevlerini yerine getiremez hale gelmektedir (Keyvan, 2010; Rahdari ve Hoseini, 2012).
Kuraklik stresinin uygulandig bir caligmada hiyar bitkilerinin kontrol grubunda YOSK’un
azaldig1 bildirilmistir (Kim vd., 2019). Yapilan bu ¢alismada da hiyar bitkisinde su stresinin
stiresi arttikca YOSK'un azaldig1 ve TK'nin arttig1 tespit edilmistir.
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4.3. Prolin Miktar1

PEG uygulamalarinin prolin miktar1 tizerinde etkisi Sekil 4.6’da verilmistir. Prolin
miktarinin, bitkilerin su stresinde kalma siiresi uzadikc¢a arttig1 belirlenmistir. Uygulamanin
15. glintinde kontrol bitkilerinde 476,2 pmol/gTA olarak belirlenen prolin miktarinin, PEG
uygulamasi yapilmig bitkilerde bunun yaklasik {i¢ kati seviyeye ulastig1 tespit edilmistir
(1576,4 umol/gTA). Prolin miktar1 bakimmdan uygulamalar ve gilinler arasindaki fark ve

uygulama*giin interaksiyonu istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Ek Agiklamalar-D).

20007
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Sekil 4.6. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde prolin miktar1
(umol/gTA) tizerine etkisi. Dikey barlar tekerriirlerin + standart sapmalarini
gostermektedir.

Prolin, kuraklik gibi abiyotik stres faktorlerine kars hiicre i¢i osmoprotektan olarak
bu stresin iistesinden gelmek icin uyarlanabilir mekanizmada rol oynamaktadir (Shabnam
vd., 2016) ve stres altindaki bitkilerin biyokimyasal bir belirteci olarak kullanilabilir, ayni
zamanda ikincil bir metabolit olarak da kabul edilmektedir (Shahid vd., 2017). Prolin,

hiicresel ozmotik basincin diizenlenmesinde, hiicre turgorunun korunmasinda ve membran
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hasarinin azaltilmasina yardimci olan ROS aktivitesinin ortadan kaldirilmasinda énemlidir
(Ashraf vd., 2009). Sitoplazmada prolin birikimi, bitkilerin kuraklik stresiyle karsi1 karsiya
oldugunu gostermektedir (You vd., 2012). YOSK'da 6nemli bir azalma meydana geldiginde
prolin birikimi artabilir ve bu birikim membran biitiinliigliniin korunmasini saglayabilir.
Kuraklik stresi ile ilgili yapilmis calismalarda bir¢ok bitkide prolin miktarmin arttigi
bildirilmistir (Sanchez vd., 2004; Ashraf ve Iram 2005; Cechin, vd.2006; Sankar vd., 2007,
Simova-Stoilova, vd.2008). Yapilan ¢alismada da hiyar bitkisinde su stresinin siiresinin
artmasiyla prolin miktarinin arttig1 ve sonuglarin daha dnce yapilan ¢aligmalarla paralellik
gosterdigi belirlenmistir. Prolin birikiminin artmasinin sebebi, YOSK azaldiginda zarlar1 ve

proteinleri koruyarak fayda saglamasi olarak agiklanmistir (Reddy vd., 2004).

4.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Enzim Aktivitesi

PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde APX enzim aktivitesi
tizerine etkisi Sekil 4.7'de verilmistir. PEG uygulamassina bagli olarak stres siiresi uzadikc¢a
APX aktivitesinin belirgin bir sekilde arttig1 belirlenmistir. PEG ugulamasinin 5. giiniinde
0,21 umol/mg prot. olarak belirlenen APX aktivitesi 15. giinde yaklasik 6 kat artarak 1,21
umol/mg prot.'e ulagsmistir. Kuraklik stresine bagli olarak uygulamalar ve giinler arasindaki

fark ve uygulama*giin interaksiyonu 6nemli bulunmustur (Ek Ag¢iklamalar-E).
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Sekil 4.7. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde APX enzim aktivitesi
(umol/gTA) iizerine etkisi. Dikey barlar tekerriirlerin + standart sapmalarini
gostermektedir.

Askorbat peroksidaz enzimi, askorbat-glutatyon (AsA-GS) dongiisiiniin temel
bileseni olarak bilinen ilk enzimdir ve oksidatif stresler sirasinda salinan ROS miktarlarinin
azaltilmasinda rol oynamaktadir (El-Beltagi ve Mohamed, 2013). Yapraklardaki APX
aktivitesindeki degisiklik, lifli koklii bitkilere gore daha yaygindir ¢linkii APX esas olarak
kloroplast ve sitoplazmada meydana gelir ve kloroplastlarda H20.'yi temizlemek igin ¢ok
onemli bir enzimdir (Wang vd., 2019). Bitkilerin kuraklia antioksidan enzimlerle tepkisi,
bitkileri aktif oksijenin neden oldugu hasardan koruyan ve bitki hiicrelerinin normal
calismasini saglayan bir savunma sistemidir (Anjum vd., 2011; Horvath vd., 2007). Kuraklik
stresinin antioksidant savunma sisteminin etkinligini ortadan kaldirdig1 ve olusan oksidatif
stres sonucunda bitkide gozle goriiliir zararlarin ortaya ciktigi da belirtilmistir (Kalefetoglu
ve Ekmekei, 2005). Hiyar bitkilerinde daha onceden yapilan bir calismada da PEG
uygulamasinin APX aktivitesinde 6nemli artisa neden oldugu bildirilmistir (Sun vd., 2011).
Celtik, nohut, asma gibi birgok bitkide yapilan ¢alismada ise, bu ¢alismadakine benzer
sekilde, kuraklik stresi sirasinda APX enzim aktivitesindeki artisin 6nemli oldugu

bildirilmistir (Sharma ve Dubey, 2005; Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005; Babalik vd., 2015).
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Yiksek APX aktivitesinin, kloroplastlarda H20. alimini arttirarak ve H20:
birikimini azalttig1 bildirilmistir (Chaitanya vd., 2002). Yapilan bu ¢aligmada da APX
aktivitesinde meydana gelen bu belirgin artisin muhtemelen ROS'lara kars1 gelistirilen bir

savunmadan kaynakl1 olabilecegi diistiniilmektedir.

4.5. Katalaz Enzim (CAT) Aktivitesi

Kontrol bitkilerinin 5. ve 15. giinlerinde CAT enzim aktivitesinde belirgin bir
degisiklik olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.8). Ancak, PEG uygulamalariin 5. giiniinde 1,02
nmol/mg prot. olan CAT enzim aktivitesinin 15. giinde giderek artarak 1,62 nmol/mg prot.’e
ulastigr goriilmiistiir. Istatistiki olarak giinler ve uygulamalar arasindaki fark ve

uygulama*giin interaksiyonu énemli bulunmustur (EK Agiklamalar-F).
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Sekil 4.8. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde CAT enzim aktivitesi
(umol/gTA) tizerine etkisi. Dikey barlar tekerriirlerin + standart sapmalarini
gostermektedir.
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CAT enzimi, bir substrat olarak H>O>'yi kullanan ve bunu H20 ve Oz'ye doniistiiren
ve boylece hiicrelerin oksidatif hasardan korunmasini saglayan enzimlerdir (Sanchez-Casas
ve Klesseg 1994). CAT'lar, H,O; iireten enzimlerin bulundugu peroksizomlarda,
glioksizomlarda ve ilgili organellerde bulunmaktadir (Agarwal vd., 2009). CAT'in H2O; ile
reaksiyonunun yani sira bazi hidroperoksitler ile de reaksiyona girdigi bildirilmistir (Ali ve
Alqurainy 2006). CAT aktivitesi, farklt abiyotik stresler altinda degisken egilimler
gostermektedir (Singh vd., 2008; Hasanuzzaman ve Fujita 2011).

Hiyar bitkilerinde cinnamic asit ve PEG uygulamalarinin beraber incelendigi bir
calismada PEG wuygulamasmin CAT aktivitesini kontrol bitkilerine gore arttirdig
bildirilmistir (Sun vd., 2011). Fasulye c¢esitlerinde yapilan kuraklik ¢aligmalarinda CAT
aktivitesindeki artisin kuraklik toleransiyla iligkili oldugu bildirilmistir (Terzi vd. 2010).
Ipek (2015) in vitro kosullarda Garnem ve Myrobolan 29C anaclarinda yapmis oldugu
calismada farkli kuraklik stresinde (-0.5MPa, -1.0MPa ve -1.5MPa) Garnem anacinda CAT
aktivitesinde artis oldugunu, Myrobolan 29C anacinda ise baglarda artis olurken, kuraklik
stresi arttik¢a azalislar oldugunu ve sonug olarak, Garnem anacinin Myrobolan 29C anacina
gore kuraklik stresine daha toleransli oldugunu belirlemistir. Yapilan bu ¢alismada kontrol
bitkilerinde 5. ve 15. giinlerde CAT enzim aktivitesinde bir farklilik olmazken, PEG
uygulamalarinda ise stres siiresi uzadikga artan CAT aktivitesi, muhtemelen bitkilerin artan
su stresinden kaynaklanan H2O: birikimini bertaraf etmek amaciyla gelistirdikleri bir

savunma olarak agiklanabilir.

4.6. Peroksidaz (PRX) izoenzim Aktivitesi

Kuraklik uygulamasina bagli olarak hiyar bitkisinin yaprak dokularinda asidik
PRX'lere ait Rf degeri 0,09 - 0,19 - 0,50 ve -0,54 olan 4 bant belirlenirken, bazik PRX'lere
ait Rf degeri 0,28 ve 0,35 olan 2 bant belirlenmistir.
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Asidik peroksidazlar

PEG uygulamalarina bagh olarak hiyar bitkisinde Rf degeri 0,09 olarak belirlenen
asidik PRX jel profili ve kontrol bitkileri baz alinarak hesaplanan bant yogunlugu %’si Sekil
4.9'da goriilmektedir. Rf degeri 0,09 olarak belirlenen asidik PRX bant yogunlugunun PEG
uygulamasi yapilan bitkilerde kontrole gore daha disik oldugu, ayrica PEG

uygulamalarinda stres siiresine bagli olarak giderek azaldigi belirlenmistir.
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Sekil 4.9. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde Rf=0,09 olarak
belirlenen asidik PRX 1 bandinin aktivite yogunlugu.
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Rf degeri 0,19 olarak belirlenen asidik PRX aktivitesine bakildiginda, PEG
uygulamalarinin 5. giiniinde aktivite yogunlugunun kontrolden daha yiiksek oldugu, ancak
15. giinde ise kontrole gore daha diisiik oldugu saptanmustir (Sekil 4.10). Ayrica, PEG

uygulanan bitkilerde stres siiresi uzadik¢a bu bandin yogunlugunun azaldigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde Rf=0,19 olarak
belirlenen asidik PRX 2 bandinin aktivite yogunlugu.
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Rf degeri 0,50 olarak belirlenen asidik PRX'in, PEG uygulanan bitkilerde kontrolden
daha diisiik seviyede oldugu ve aktivitesinin PEG uygulamalarinda gilinlere baglh olarak

onemli bir degisim gostermedigi tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. PEG uygulamasinin giinlere bagl olarak hiyar bitkisinde Rf=0,50 olarak
belirlenen asidik PRX 3 bandinin aktivite yogunlugu.
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Asidik PRX'lerden Rf=0,54 olarak belirlenen bir bandin jel profili ve oransal bant
yogunlugu Sekil 4.12°de verilmistir. Buna gore, kontrol bitkilerinde aktivitenin PEG
uygulanan bitkilerden daha fazla oldugu, PEG uygulamalarinda ise uygulama siiresi

uzadikga aktivitenin azaldigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.12. PEG uygulamasinin giinlere bagl olarak hiyar bitkisinde Rf=0.54 olarak
belirlenen asidik PRX 4 bandinin aktivite yogunlugu.

Bazik peroksidazlar

PEG uygulamalarina bagli olarak hiyar bitkisinde Rf degeri 0,28 olarak belirlenen
bazik PRX bandina ait jel profili ve bant yogunlugu Sekil 4.13’te verilmistir. Sonuglara
bakildiginda, PEG uygulamasinin 5. giiniinde PRX aktivitesinin kontrol bitkilerinden daha
diisiik yogunlukta oldugu, ancak 15. giinde ise, PEG uygulanan bitkilerde yogunlugun
kontrolden daha ytiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.13. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde Rf=0,28 olarak
belirlenen bazik PRX 1 bandinin aktivite yogunlugu.

Rf degeri 0,35 olarak belirlenen bir baska bazik PRX aktivitesinin PEG
uygulamalarinda kontrol bitkilerine oranla daha diisiik seviyelerde oldugu, PEG uygulama

sliresinin aktivite izerinde dnemli bir etkisinin bulunmadigr goriilmistiir (Sekil 4.14).



41

PRX 2
300
m Kontrol
OPEG

250

200

Oransal Bant Yogunlugu
(% Lkontrol)

Giinler

Sekil 4.14. PEG uygulamasinin giinlere bagli olarak hiyar bitkisinde Rf=0,35 olarak belirlenen bazik
PRX 2 bandinin aktivite yogunlugu.

Peroksidazlar, hiicre igin toksik olan H2O'nin hiicre duvarinin yapisina katilmasina
ve onu kontrol etmesine izin vermektedir. Asidik PRX'lerin hiicre duvar1 ve lignin
olusumundan sorumlu oldugu, bazik PRX'lerin ise H202 olusumundan temel PRX'lerin
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Walter 1992). PRX'ler, farkli izoelektrik noktalara ve
spesifik aktivite, substrat afinitesi, kofaktorler, inhibitor duyarlilig1 ve optimal pH gibi farkli
biyokimyasal 6zelliklere sahip ¢ok sayida izoenzime sahiptir (Huystee 1987; Odabasoglu
1998).

Cesitli bitkilerde yapilan c¢alismalarda, kuraklik stresinin PRX enzim aktivitesini
arttirdigi bildirilmistir (Reddy vd., 2004; Tirkan vd., 2005; Kalefetoglu ve Ekmekgi 2005;
Datir ve Inamdar, 2019; Aljemaa, 2020). Yoncada yapilan bir ¢alismada ise, kuraklik
stresinin ilk giinlerinde PRX enzim aktivitesinin arttifi, ancak daha sonra azaldigi
belirlenmistir (Zhang ve Shi, 2018). Fu-Fan vd. (2014), hiyar fidelerinin (Cucumis sativus
L.) koklerinde kuraklik stresi sirasinda PRX aktivitesinin artig gosterdigini bildirmislerdir.
Yapilan bu ¢aligmada ise, hiyar bitkilerinin yaprak dokularinda asidik ve bazik birgok PRX
belirlenmis olup, belirlenen bu PRX'lerden yalnizca Rf degeri 0,28 olarak belirlenen bazik
PRX’in hiyarda su stresine karsi toleransta roliiniin olabilecegi, diger PRXlerin ise etkin bir

roliiniin bulunmadig1 sonucuna varilmstir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kiiresel iklim degisiklikleri ve kiiresel 1sinma giinlimiizde bir¢cok bolgede yagis
rejiminin degismesine sebep olmakta ve artan kuraklik tarimsal iiretimde 6nemli verim
kayiplarina neden olmaktadir. Kuraklik stresi, bitkilerde bir¢ok fizyolojik, morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler diizeyde degisikliklere neden olmaktadir. Kurakliga kars1 bitki
tepkileri, kurakligin siiresine ve siddetine, bitki tiirline, yasina ve gelisim asamasina bagl
olarak degisebilmektedir. Bir¢ok bitki kuraklik stresi ile basa c¢ikabilmek igin direng
mekanizmalart gelistirmistir, ancak bu mekanizmalar c¢esitlidir ve bitki tiirlerine gore

degismektedir.

Diinya niifusunun geometrik bir sekilde hizla arttigini diisiinecek olursak, artan
niifusun beslenme ihtiyaglarini karsilayabilmek icin, verim kayiplarin1 en aza indirmek
gerektigi aciktir. Bu da, degisen ¢evre kosullarina daha iyi adapte olabilen tolerans diizeyi
yiiksek bitkilerin gelistirilmesi ile miimkiin olacaktir. Bu anlamda, diinya iizerinde insan
beslenmesinde 6nemli yeri olan bitki tiirlerinin kuraklik stresi kosullarina verdigi yanitlar
anlamak ve kuraklik stresine toleransli ¢esitlerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Yapilan
tez ¢alismasinda diinyada ve lilkemizde en fazla yetistirilen sebzeler arasinda yer alan hiyar
(Cucumis sativus L.) bitkisinde su stresinin neden oldugu fizyolojik ve molekiiler biyolojik
degisimlerin belirlenebilmesi amaciyla, bitkilerde meydana gelen bazi antioksidan enzim

aktiviteleri ve ozmoregiilantlarin etkinligi arastirilmistir.

Hiyar bitkisinde su stresinin siiresine bagli olarak elde edilen bulgular 6zetle
sOyledir;

v Yapilan g¢alismada su stres siiresi arttikca hiicrelerde zararlanmanin bir
gostergesi olan MDA miktarinin arttig,

v Su stresinin siiresi arttikca YOSK'un azaldigi ve TK'nin arttigi,

v Su stresinin siiresinin arttikga prolin miktarinin, bozulan membran
biitiinltiglinlin korunmasina yonelik arttig1,

v Su stresinin stiresi arttikca APX aktivitesinin arttig1 ve 15. giinde maksimum
diizeye ulastigi,

v Su stres siiresi arttikca CAT aktivitesinin arttig1 belirlenmistir.
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v Belirlenen bir¢ok asidik ve bazik PRX'lerden yalnizca Rf degeri 0,28 olarak
belirlenen bazik PRX’m hiyarda su stresine toleransla iligkili olabilecegi sonucuna

varilmstir.

Arastirma sonucunda yukarida 6zetlendigi sekilde elde edilen orijinal veriler hiyar
bitkisinde su stresinin metabolik ve fizyolojik etkilerini ortaya koymustur. Bu ¢aligmadan
elde edilen sonuglar, hiyar bitkisinde antioksidatif enzimlerden APX, CAT ve PRX'lerin
hiyarda su stresine toleransla iliskili olabilecegini géstermistir. Elde edilen veriler bitkilerin

kuraklik stresine tolerans mekanizmasinin aydinlatiimasinda kullanilabilecektir.
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Ek Aciklamalar: Su Stresinin Hiyar Bitkisinde Antioksidatif Etkilerinin Belirlenmesi I¢in

Yapilan Analizlerin Istatistik Sonuglar

A: Lipid Peroksidasyonu (uM/gTA) Interaksiyon Tablosu

B: Yaprak Oransal Su Kapsami (%) Interaksiyon Tablosu

C: Turgor Kaybi (%) Interaksiyon Tablosu
D: Prolin (uM/gTA) interaksiyon Tablosu

E: Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesi (uM/mgprot.) Interaksiyon
Tablosu

59
60
61
62

63
64



Ek Aciklamalar-A: Lipid Peroksidasyonu (uM/gTA) interaksiyon Tablosu

Kaynak Kareler Toplam1 | Serbestlik | Ortalama Kareler F 0D
Derecesi Toplam

Diizeltilmis Model 184,706° 3 61,569 8,643 ,032
Kesigme 6099,419 1 6099,419| 856,247 ,000
[VUygulama 58,545 1 58,545 8,219 ,046
Giinler 119,329 1 119,329 16,752 015
Uygulama * Giinler 6,833 1 6,833 1959 ,383
Hata 28,494 4 7,123

Toplam 6312,619 8

Diizeltilmis Toplam 213,200 7

0.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Aciklamalar-B: Yaprak Oransal Su Kapsam (%) Interaksiyon Tablosu

Kaynak Kareler Toplamu | Serbestlik Ortalama F 0o.D
Derecesi | Kareler Toplami

Diizeltilmis Model 175,3272 3 58,442 40,796 ,001

Kesisme 47514,623 1 47514,623 33167,563 ,000

Uygulama 63,533 1 63,533 44,349 ,001

Giinler 71,880 1 71,880 50,176 ,001

Uygulama * Giinler 11,874 1 11,874 8,289 ,035

Hata 7,163 5 1,433

Toplam 48193,167 9

Diizeltilmis Toplam 182,490 8

0.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek Aciklamalar-C: Turgor Kaybi (%) interaksiyon Tablosu

Kaynak Kareler Toplanmu | Serbestlik Ortalama F 0o.D
Derecesi | Kareler Toplami

Diizeltilmis Model 131,170? 3 43,723 37,695 ,001

Kesisme 4976,499 1 4976,499 4290,366 ,000

Uygulama 36,122 1 36,122 31,141 ,003

Giinler 56,384 1 56,384 48,610 ,001

Uygulama * Giinler 16,328 1 16,328 14,077 ,013

Hata 5,800 5 1,160

Toplam 5556,789 9

Diizeltilmis Toplam 136,970 8

0.D: Onem Derecesi (%5)
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Ek A¢iklamalar-D: Prolin (nM/gTA) Interaksiyon Tablosu

Kaynak Kareler Toplami | Serbestlik | Ortalama Kareler F 0D
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 2922681,2872 3 974227,096 121,968 ,000

Kesisme 7503951,281 1 7503951,281 939,454 ,000

Uygulama 1142226,587 1 1142226,587 143,001 ,000

Giinler 1126417,063 1 1126417,063 141,021 ,000

Uygulama * Giinler 937610,060 1 937610,060 117,384 ,000

Hata 79875,652 10 7987,565

Toplam 9908726,931 14

Diizeltilmis Toplam 3002556,940 13

0.D: Onem Derecesi (%5)




Ek Aciklamalar-E: Askorbat Peroksidaz Enzim Aktivitesi (uM/mgprot.)

Interaksiyon Tablosu

Kaynak Kareler Toplami Serbestlik | Ortalama Kareler F 0D
Derecesi Toplami

Diizeltilmis Model 2,198° 3 733 66,009 ,000
Kesisme 1,900 1 1,900| 171,204 000
[Uygulama 690 1 ,690 62,131 ,000
Giinler 649 1 649 58,447 ,000
Uygulama * Giinler 551 1 ,551 49,649 ,000
Hata 067 6 ,011

Toplam 4,733 10

Diizeltilmis Toplam 2.264 9

0.D: Onem Derecesi (%5)



Ek Aciklamalar-F: Katalaz Enzim Aktivitesi (1M/mgprot.) Interaksiyon Tablosu

Kaynak Kareler Toplami | Serbestlik | Ortalama Kareler F 0.D
Derecesi Toplamu
Diizeltilmis Model 67042 3 223 9,547 ,005
Kesigme 24,436 1 24,436 1044,923 ,000
Juygulama 131 1 131 5,590 ,046
Giinler 207 1 207 8,868 018
Uygulama * Giinler 332 1 332 14,182 ,005
Hata 1875 8 023
Toplam 25,293 12
Diizeltilmis Toplam 857 11

0.D: Onem Derecesi (%5)



