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OZET

Bu caligsmada stres direngli Triticum aestivam L. (Bayraktar) ve stres duyarli Triticum
aestivum L. (Atay) ¢esitlerinde tuz ve kuraklik streslerinin antioksidan enzimlerin
aktiviteleri iizerinde etkileri incelenmistir. U¢ giin boyunca ¢imlendirilen tohumlar
cimlenmeyi takiben 3 giin siireyle ImM glycine betaine (GB) ve 1mM trehalose (Tre)
uygulamasi yapilmis ve ardindan 5 giin boyunca tuz (200 mM NaCl) ve kuraklik (%18
PEG) stresleri uygulanmugtir. Lipid peroksidasyonunun  gostergesi  olarak
malondialdehit (MDA) miktari, osmotolerant prolin miktar1 ve antioksidan enzimlerden
siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
rediiktaz (GR) ve glutatyon-s-transferaz (GST) aktiviteleri ol¢giilmiistiir. Her iki ¢esitte
de tuz stresi altinda APX aktivitesi iki kat artmigstir. Fakat kontrole gére CAT aktivitesi
ticte bir oraninda azalmistir. Her iki ¢esitte stres kosullarinda SOD aktivitesinde 6nemli
bir degisim olmamustir. Tuz stresinde GR aktivitesi yaklasik olarak iki kat artmistir
ancak kuraklik stresinde degismemistir. Her iki ¢esitte de kuraklik ve tuz streslerinde
prolin seviyesinin 6nemli derecede arttig1 belirlenmistir. GB uygulamas: her iki stres

kosullarinda prolin seviyesini diistirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kuraklik, Tuz, Katalaz (CAT), Siiperoksit Dismiitaz (SOD),
Askorbat Peroksidaz (APX), Glutatyon Rediiktaz (GR), Glutatyon S-Transferaz (GST),
MDA, Prolin, GB, Tre. Triticum aestivum L.
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ABSTRACT

In this study, we investigated the effects of drought and salt stresses on the activities of
antioxidant enzymes in two cultivars of wheat [stress tolerant Triticum aestivum L.
(cv. Bayraktar) and stress sensitive Triticum aestivum L. (cv. Atay)]. The seedlings
were grown for 3 days in a controlled environment. After, exogenous application of 1
mM glycinebetain (GB) and 1 mM trehalose (Tre) for 3 consecutive days, the
compatable solutes was removed. Seedlings were then exposed to drought (%18 PEG)
and salt (200 mM NaCl) stresses for 5 days. Levels of malondialdehyde (MDA), proline
and the activity of antioxidant enzymes; superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbate peroxidase (APX), glutathione reductase (GR) and glutathione-s-transferase
(GST) were measured. Ascorbate peroksidase activity was increased two fold under salt
stress for both cultivars. On the other hand, Catalase activity was decreased about one
third of the control groups. Significant changes were not observed for SOD activity in
both stress conditions. Approximately two fold increases was observed for GR activity
under salt stress, but the GR activity was not changed under drought conditions. A
significant increase was determined in proline level under salt and drought conditions
for both cultivars. Additionally, exogenous betaine application elevated the proline level

significantly in both stress conditions.

Keywords: Drought, salt, Ascorbate peroksidase (APX), Catalase (CAT), Superoxide
dismutase (SOD), Glutathione reductase (GR), Glutathione-s-transferase (GST), MDA,

GB, Proline, Trehalose. Triticum aestivum L.
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1. BOLUM
GIRIS
Tiim diinyada ve iilkemizde gerek ekilis gerekse iiretim bakimindan tahillar basta gelen
iriin grubunu olusturmakta ve ililkemizde tarla bitkileri ekim alan1 i¢inde tahillar %70
pay almaktadir. Tahil {iriinleri icerisinde bugday biiylik paya sahip olup, gerek insan
beslenmesinde gerekse hayvan beslenmesinde temel bir besin maddesidir. Endiistride
ham madde olarak kullanilmasi ise, son yillarda tarim teknolojisindeki gelismelere ve

bugday iirlinlerine olan talebin artigina paralel olarak hizla artmaktadir.

1.1. Bugday (Triticum aestivum)

Triticum aestivum’un taksonomisi

Alem : Plantae

Sube : Magnoliophyta
Siif : Liliopsida
Takim : Poales

Familya : Poaceae

Cins : Triticum

Bugday iyi bir besin hammaddesi olusu, adaptasyon smirmin genisligi, iiretiminin
sadeligi, tasima, depolama ve isleme kolaylig1 gibi nedenlerden dolay1 diinya niifusunun
yaklasik %35 ’ inin temel besini durumundadir. Bugday tanesi yaklasik olarak %65- 75
nisasta, %8-15 protein, %1-5 yag, %1.5-3 seker, %1-2 kiil, %11-13 su igerir. Bugday
tanesinde karbonhidrat, yag ve proteinin yaninda, insan ve hayvan beslenmesinde
onemli derecede rol oynayan vitaminler de bulunmaktadir [1]. Diinyada 212 milyon
hektar ekim alaninda 635.3 milyon ton {iiretilmektedir. Tiirkiye’de 8.5 milyon hektar
ekim alan1 ve 18.2 milyon ton iiretimiyle bitkisel iiretimde en Onemli kiiltiir
bitkisi durumundadir. Diinya’da toplam tahil ekim alaninin %32’sini, iiretimin de

%35’1ni1, Tiirkiye’de toplam tahil ekilisinin %67’sini ve liretiminde de %62’sini tek



basina saglamaktadir [2]. Bugday, {ilkemizde ve diinyada {iretimi ve tiiketimi en yaygin
olan tahil cinsidir. Cesitli yayinlarda, lilkemizde niifus basina yillik bugday tiiketim
verileri farkli olmakla birlikte; bildirilen degerler genellikle 200 kg/yil dolayindadir.
Bugday un haline getirilerek, ekmek ve diger unlu gidalarin imalatinda, bulgur, yem
sektoriinde ham madde olarak ve enerji kaynagi olan bioetanol iiretiminde de

kullanilmaktadir [3].

Bugdayin Diinya’da ve Tiirkiye’de son on yilda ekim alanlarinda artis olmamisken;
diinyanin iiretim artis1, iilkemiz iiretiminden daha belirgin olmustur. Ulkemizde cesit
sayisindaki yiikseklige karsin; bugday verim ve iretiminde belirgin artiglar
saglanmamustir. Ekim alanlarinin tarla alanlari {ist sinirina ulagmasit ve tiretimin kurak
kosullarda yapilmasi; verimi ve dolayisiyla iiretim diismektedir. Son on yilda diinya
bugday iiretimi 2445-2750 kg/ha, Tiirkiye bugday verimi ise 1787-2235 kg/ha arasinda
degismektedir [4].

1.2. Stres

Bitkide metabolizmay1, biliyiime ve gelismeyi etkileyen veya engelleyen, uygun
olmayan herhangi bir durum veya madde stres olarak kabul edilir ve bitki toleransi ile

yakindan iligkilidir [5].

Kuraklik, yiiksek sicaklik, tuzluluk, metal, pestisid ve toprak pH’s1 gibi stres faktorleri
bitkilerdeki tiim metabolizmayr olumsuz etkileyerek, {iriin verimini, biliylimeyi ve
gelismeyi smirlandirmakta, hatta bitkiye oldiiriicii zararlar da verebilirler. Bitkiler bu
durumda hayatta kalmay1 saglamak icin esitli stratejilerle tepkiler olusturmaktadir. Tiim
bitki seviyelerinde stresin etkisinin genellikle reaktif oksijen iiretimi, biiylime ve

fotosentezdeki azalma arasinda bir iligkinin oldugu gosterilmistir [5, 6].

Stres faktorleri nedeniyle hiicrede meydana gelen oksidatif stres; Reaktif Oksijen
Tiirlerinin (ROS) (superoksid radikalleri (O, ), hidrojenperoksid (H,0,), singlent
oksijen ve hidroksil radikalleri (OH ) gibi) olusmasina neden olur. Biyotik ve abiyotik
stres faktorlerinin sebep oldugu ROS’lar, lipid peroksidasyonu ve membran zararlarinda
onemli bir role sahiptir. Bitkilerde ROS’larin temizlenmesinde antioksidan maddeler ve

enzimler (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), askorbat



peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon s-transferaz (GST)) gorev
yapmaktadirlar [7, 8, 9].

1.2.1. Stres Faktorleri (Stresorler)

Bitkiler yasamlari siirecince birgok stres faktorii ile karsilasirlar. Bitki {izerinde ender
olarak tek baslarina etki yapabilen bu stres faktorleri, genellikle etkilerini es zamanl
olarak gerceklestirmektedirler. Biyotik ( patojen, diger organizmalarla rekabet vb.) ve
abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, kimyasal maddeler, yiiksek sicaklik veya don
vb.) stresler ekonomik Onemi olan tahillar dahil, tim bitkilerin normal fizyolojik
islevlerinde degisikliklere yol agmaktadir. Tiim bu stresler bitkilerin biyosentetik
kapasitelerini azaltir, normal fonksiyonlarimi degistirir ve bitkinin 6liimiine yol

acgabilecek zararlara neden olabilir [9, 10, 11].

Diinya {izerinde kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siiflandirildiginda dogal
bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26’lik payiyla en biiyiik dilimi icermektedir.
Bunu % 20 ile mineral stresi ve %15 ile soguk ve don stresleri takip etmektedir.
Bunlarin disinda kalan tiim diger stresler %29’luk bir pay alirken, yalnizca %10’luk bir
alan herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir [12]. Bu durumda, kuraklik ve
tuz stresleri biiylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin c¢evresel streslerden olup bitkilerde
bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi indiiklemekte ve buna bagli olarak
bitkiler, sinirli ¢evresel kosullara adapte olmayi saglayacak tolerans mekanizmalari

gelistirebilmektedirler [9, 13].

1.2.1.1. Kuraklik Stresi

Kuraklik, genel anlamda meteorolojik bir olgu olup topragin su igerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz donemdir.
Yagissiz donemin kuraklik olusturmasi; topragin su tutma kapasitesi ve bitkiler
tarafindan gerceklestirilen evapo-transpirasyon hizina bagli olarak gerceklesmektedir.

Kuraklik genel olarak su noksanligi ve kuruma olarak iki tipe ayrilabilir. Buna gore:

1. Su noksanligi, stomalarda kapanmaya ve gaz degisiminde kisitlamaya neden

olan orta diizeydeki su kaybidir. Oransal su kapsaminin yaklasik %70’te kaldig:



hafif su noksanligina maruz kalan bitkilerde stomalarin kapanmasina bagh
olarak karbondioksit alim1 kisitlanmaktadir.

2. Kuruma, metabolizma ve hiicre yapisinin tamamen bozulmasina ve sonunda
enzimle katalizlenen reaksiyonlarin durmasina neden olabilecek potansiyele
sahip olan asir1 miktardaki su kaybi olarak tanimlanabilir. Genel bir kural olarak,
kurumaya duyarl vaskiiler bitkilerin ¢ogunda vejetatif doku, %30’un altindaki

oransal su kapsaminda iyilesme siirecine giremez [14].

1.2.1.2. Bitkilerde Kuraklik Stresinin Etkileri

Kuraklik stresi genellikle tarimsal iiretimde {iriin veriminin diismesine, fotosentezin
gerceklesmesini engellemekte, klorofil icerigi ve elemanlarinda degismelere neden
olmakta ve fotosentetik elemanlara zarar vermektedir [9]. Ayrica fotokimyasal
aktiviteleri engellenmekte ve Celvin Dongilisii’de enzimlerin etkilerini azaltmaktadir
[15]. Cevresel stresler bitkilerin biiylimesi ve fotosentetik yeteneklerini azaltmakta,
antioksidan savunma ve aktif oksijen tiirleri arasindaki ayarlamay1 bozmaktadir. Aktif
oksijen tiirleri’nin birikmesine neden olmakta, proteinler, membran lipidleri ve diger

hiicresel elemanlar i¢in oksidatif stresler olusturmaktadir [9].

1.2.1.2.1. Mekanik Etki

Bitkiler hiicrelerinde belirgin su yitimi gergeklestigi zaman bitkide turgor kaybiyla
kendini gosteren birincil strestir. Plazma membraninin yapisi hiicredeki sulu ortamin bir
sonucudur; bu yapt membrandaki hidrofobik fosfolipid kuyruklarin su tarafindan
itilmesi ile olusur (sivi-kat1 faz). Hiicreden su kaybiyla beraber, membran yapisi
degisiklige ugrar; fosfolipidlerin hidrofilik bas kisimlar1 birbirine yaklasir ve
membranlar kompakt bir gériiniim alir (jel faz). Bu yeni yapida membran lipidleri sivi-
kat1 fazinda oldugundan daha az kinetik enerji ile lateral ve rotasyonal harekete sahiptir.
Su kaybina bagli olarak hiicrede hacim de azalir ve plazma membrani hiicre duvarindan
ayrilarak yalniz plazmodezmler aracilifiyla iliskisini stirdiiriir (plazmoliz). Gerilim
altindaki plazma membrani ve tonoplastta ger¢eklesen ¢okme, yirtilmalara yol agabilir
ve bu durum, zararlar lizerinde yerlesmis olan hidrolitik enzimlerin serbest kalmasina
ve dolayistyla sitoplazmanin otoliziyle sonuclanabilir. Bu zarar, normal hiicresel

metabolizmay1 genelde kalici olarak bozar.



1.2.1.2.2. Metabolik Etki

Hiicre igeriginin biiyiik bir kismin1 olusturmasi, tagiyici olmasi, hiicresel reaksiyonlar ve
islevler i¢in ¢oziicii rolii oynamasi gibi fonksiyonel ozelliklerinden dolayir suyun,
hiicreden kayb1 durumunda, normal regiilasyon devam edemez ve metabolizma bozulur.
Su kaybina bagli olarak gerceklesen iyon-birikimi, membran biitlinliigliniin ve
proteinlerin yapisinin bozulmasina yol acarak hiicreye zarar verebilir. Su kaybi
sonucunda; proteinlerin yapisinda bulunan hidrofobik ve hidrofilik amino asitlerin su ile
etkilesimleri bozulur ve bu durum da protein denatiirasyonlarina ve enzim
inhibisyonlarina neden olur. Kuraklik stresi sirasindaki hasarda bir bagka faktor, DNA
ve RNA gibi niikleik asitlerin degradasyonudur. Kessler’ e gore, kuraklik stresine maruz
kalmis olan yapraklarda RNA az aktivitesi artmakta ve bu da enzimin bagli durumdan
serbest duruma ge¢mesinden kaynaklanmaktadir. Niikleik asitlerin yikimindan sorumlu

diger molekiiller ise serbest radikaller olabilir [14].

1.2.1.2.3. Oksidatif Etki

Serbest radikallerin,ézellikle aktif oksijen tiirlerinin siiperoksit molekiilii (O, ), singlet
oksijen ('0,), hidrojen peroksit (H>0,) ve hidroksil radikallerini (OH ) olusumunu icerir.
Serbest radikaller, eslesmemis elektron igeren molekiiller olup oldukga reaktiftirler. Bu
radikaller; plazma membrani, mitokondri, ER membranlarinda da olusabilir [7, 8, 9].
Bununla beraber, suyun kisitli oldugu periyodlarda, vejetatif bitki dokularinda oksidatif
stresin en yaygin nedeni kloroplastta gergeklesen 1sik-klorofil etkilesimleri diye
diistiniilmektedir [16]. Su kisith hale gelirken, bitki daha fazla su kaybetmemek i¢in,
genelde, stomalarini kapatir; bu da fotosentezle fiksasyon i¢in gerekli CO, ‘nin aliminin
kisitlanmasina neden olur. Bu durum; kuantum verimini azaltir ve fotosentetik aparatin
reaksiyon merkezlerindeki eksitasyon enerjisinin agiriligina neden olur. Bu durumda;
NADP+ (fotosentezdeki e- akseptorii) kisith hale gelir ve ferrodoksin NADP" yerine
oksijeni rediikler; boylece, fotosistem I (PSI) ‘in elektronlar1 O, ‘ye transferi sonucunda
reaktif O, radikali iiretilir (Mehler reaksiyonu) [17]. Bircok tiirde kuraklik stresi altinda
artan O, olusum hizi; lipid peroksidsyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonugta
membranlarin biitliniiyle zarar gérmesine neden olur. Siiperoksitin kendisi fazla reaktif
degildir ve daha ¢ok H,O, ve daha sonra OH™ olusturmak suretiyle etkili olur. Hidrojen

peroksit Calvin dongiisiiniin birgok enziminin inaktivasyonuna yol ag¢maktadir.



Stiperoksit ve hidrojen peroksitin OH™ radikalini olusturmak {izere tepkimesi sirasinda
(Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir ya da bakir gibi diger ge¢is metalleri, bu
reaksiyonlart hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da arttirabilir (Fenton
reaksiyonu). Bunlarin yani sira, fotosistem II ( PS II )’ deki suyu pargalayan bolgede de
serbest radikal olusabilir. Bitkilerde, oksidatif zararin yol agtigr yikici etkilerle
miicadele etmek icin; yagda ¢oziinen ve membrana bagli antioksidantlar [dogrudan lipid
peroksidasyonunun serbest radikallerini (triplet klorofil ve '0,) gideren a-tokoferol, f—
karoten], suda c¢oziinen antioksidantlar [O,~ ve H,O,’nin detoksifikasyonunda rol
oynayan glutatyon ve askorbat] ve enzimatik antioksidantlar [siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), perksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon
rediiktaz (GR)]’dan olusan karmasik bir antioksidant koruyucu sistemine sahiplerdir.
Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler antioksidant savunma sistemlerin bazilarinin ya
da tamaminin aktivasyonu ile oksidatif stresin iistesinden gelebilirler [7, 8, 13, 18].
Bununla beraber, uzun siireli ve akut; hatta bazen kisa siireli stres durumunda bile,
savunma mekanizmalarinin kapasiteleri asilir ve bu durum, gozle goriiliir zararlara ve

hatta bitki 6liimiine neden olabilir [19].

1.2.1.3. Kurakhgin Fotosentez Uzerine Etkileri

Kuraklik sirasinda fotosentezin gerilemesi biiylik Ol¢iide iki nedene bagli olarak
gerceklesmektedir. Orta diizeydeki su noksanligi kosullari altinda stomalarin
kapanmasina bagli olarak gerceklesen stomatal sinirlamalar ve genellikle daha uzun

stireli ve daha siddetli streslerde ortaya ¢ikan stomotal olmayan sinirlamalardir.

1.2.1.3.1. Stomotal Simirlamalar

Kurakliga karsi olusturulan en erken tepkilerden biri, kloroplastlara CO, diflizyonunu
kisitlayan stoma kapanmasi olayidir. Kuraklik sirasinda bitkilerin - stomalarini
kapatmalarina neden olan iki temel etken, hidrolik sinyaller (yaprak su potansiyeli,
hiicre turgoru) ve kimyasal sinyaller (absisik asit) ¢ dir. Koklerde sentezlenen ve
transpirasyon akintisiyla bekgi hiicrelerine tasinan absisik asit (ABA), bekei
hiicrelerindeki hipotetik ABA reseptoriine baglanarak, kuraklik stresi kosullar1 altinda
stomalarin kapanmasini saglar. Stoma kapanmasinin yapraktaki su potansiyelinden ¢ok,

topragin su potansiyeline bagli oldugu goriilmiistiir. Son zamanlarda birgok arastirici



tarafindan; ayn1 anda ya da farkli zamanlarda gerceklesen hidrolik ve kimyasal sinyal

tipleri arasinda bir kombinasyon oluguna dair kanitlar 6ne stirtilmektedir [14].

1.2.1.3.2. Stomatal Olmayan Sinirlamalar

Siddetli su noksanligina maruz birakilan bitkilerden izole edilen kloroplastlarda
fotosentetik elektron transportu ve fotofosforilasyon kapasitelerinin azaldigi
gosterilmistir. Fotosentetik elektron zincir reaksiyonlarinin inhibisyonu, foto indirgeyici
ya da foto oksidatif hasara neden olabilecek aktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden
olabilir. izole edilen kloroplastlardaki calismalar iki fotosistemin ve 6zellikle de PSII’
nin kuraklik stresi ile etkilendigi gostermistir. Fotosentezin stomatal olmayan
sinirlanmast; kloroplast lipidlerinin, pigmentlerinin ya da proteinlerinin oksidatif olarak
hasar gormesiyle iligkili olabilir. Bitkilerde fotosentetik kapasite, ortaminin 11k

yogunlugu ve oransal su kapsaminin degisimine bagl olarak da etkilenmektedir [17].

1.2.3. Kuraklik Stresine Karsi Gelistirilen Dayamklihik Mekanizmalari

Kuraklik stresi bitkilerde smirli ¢evresel kosullara adapte olmay:1 saglayacak bircok
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiller cevabi indiiklemektedir. Vejetatif dokularda
kuraklik stresine karsi gelistirilen iki ana savunma mekanizmasi stresten kaginma ve
stres toleransidir. Stresten kaginma mekanizmalarinda ilki efemerlerde goriilen kagistir.
Col efemeri kurak mevsim sirasinda yalnizca dormant tohumlar olarak varlik géstermek
suretiyle kurakliktan kagan tek yillik bitkilerdir. Protoplazmalar1 higbir zaman siddetli
negatif su potansiyellerine maruz kalmaz. Diger bir kagcinma mekanizmasi ise sukkulent
bitkilerde goriiliir. Bu bitkiler, kurakliga karsi, sukkulent dokularinda su depolayarak
direnir ve su kayip oranlarinin son derece diisiik olmasindan dolay1r nem almaksizin
uzun periyodlarda canliliklarini siirdiirebilirler. Protoplazmalart agir1 derecede negatif su
potansiyellerine maruz kalmadigindan gergek anlamda kurakliga —toleransli degillerdir.
Col herdem yesil bitkileri ise su noksanligir boyunca dokularindaki turgoru siirdiirmek
icin osmotik koruyucular sentezleyerek kurakliktan kaginirlar. Stresten kaginan bitkiler
yalnizca orta siddetteki kuraklik stresi durumunda hayatta kalirken strese toleransh bitki
gruplan ise koruyucu mekanizmalar1 ¢alistirmak suretiyle ¢ok daha siddetli kuraklik
stresi durumunda hayatta kalabilirler. Kurumaya —toleransli olan bitki gruplari igersinde

yer alan dirilen (ressurection) bitkilerde, suyun kisitlh oldugu periodlarda vejetatif



dokulardaki bagil su iceriginin %S5‘ine kadar kaybedilebildigi ve suyun yeniden
almabilir olmas1 durumunda rehidrasyonun gergeklesebildigi oldukga farkli bir strateji
izlenir. Bu bitkilerin vejetatif dokular1 151k varliginda gergeklesen asir1 kuraklikta iliskili
streslerle miicadele edebilme yetenegine sahiptir. Fotooksidatif stresten kaginmak igin

gelistirdikleri stratejiye gore iki gruba ayrilirlar:

1. Klorofil Alikoyucu Dirilen Bitkiler (Homiochlorophyllous Ressurrection Bitkiler):

Kuruma sirasinda klorofillerin alikoyarlar. Klorofil- 1s1k etkilesimlerinin tehlikeleri ise
klorofilin saklanmasi ile Onlenir. Yapraklarin kivrilma ve katlanmasi 1s1k stresinden

kaginmada 6nemli bir mekanizmadir.

2. Klorifil Kaybeden Dirilen Bitkiler (Poikilochlorophyllous Resurrection Bitkiler):

Tiim klorofilleri yikarlar ve kloroplastlarin tilakoit membranlarini pargalarlar. Boylece,
kloroplastta serbest radikal olusturan reaksiyonlar gerceklesemezler. Suyun tekrar
alinmasiyla beraber, fotosentetik aparat tekrar olusur ve fotosentez yeniden baslar. Bunu
basarmak i¢in; bitki tarafindan rehidrasyon sirasinda onarim proteinleri sentezlenir.
Kurumaya kars1 duyarli olan bitkilerde turgor kaybiyla beraber, hiicre memranlarina ve
hiicre ¢eperine uygulanan mekanik basing ortadan kalkar ve bunun sonucunda genellikle
hiicre ¢eperi ¢okiisii ve membran zarar1 gerceklesir; bu zararlar onarilmaz. Bununla
beraber, dirilen bitkilerde, hiicre hacmindeki azalmaya iliskili olan mekanik stres gesitli
koruma mekanizmalar1 araciligiyla engellenir. Demet kini hiicreleri, ¢cok sayida (kiigiik)
vakuol olusturmak suretiyle hiicre hacminin degismeden kalmasini saglar. Bu

vakuollerde su, prolin gibi osmotik diizenleyiciler aracigiyla yeniden kazanilir.

1.2.4. Kuraklik Stresine Karsi Olusturulan Cevaplar

Su noksanligina karsi olusturulan cevaplar; tiire, genotipe, su kaybi siddetine ve
uzunluguna, bitkinin gelisme durumuna, yasina, organ ile hiicre tipine ve hiicresel
kompartmanlagsmaya (hiicre ¢eperi ve hiicre zar1 gibi)‘a bagh olarak degismektedir.
Olusturulan bu cevaplar birkag saniye i¢inde gerceklesebilir (bir proteinin fosforilasyon
derecesinde meydana gelen bir degisiklilik gibi) ya da dakikalar veya saatler siirebilir
(gen ifadesinde meydana gelen bir degisiklilik gibi). Strese kars1 olusturulan cevapta yer

alan genler iki tiptir:



1. Erken cevap genleri: cok hizli (dakikalar icinde) ve gegici olarak indiiklenir.
Indiiklemeleri yeni protein sentezine gereksinim duymaz;ciinkii tiim sinyal
bilesenleri 6nceden mevcuttur.

2. Gec cevap genleri: strese karsi daha yavas (saatler iginde) indiiklenir ve
ifadeleri ¢ogunlukla devamlidir. Strese cevapta yer alan genlerin biiylik bir
kismin1 olustururlar. Erken cevap genleri tipik olarak ge¢ cevap genlerini aktive

edecek transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir [14].

1.2.5. Tuz Stresi

Tuz, yeryiiziinde yasam siiresi boyunca karsilagilan ilk kimyasal faktorlerden biridir.
Baslangictan itibaren organizmalar, iyonlarin diizenlenmesi ve protoplazmik yapilarin
stabilizasyonu i¢in etkili mekanizmalar gelistirmek zorunda kalmislardir [5]. Tuzluluk;
ozellikle kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde yikanarak yer altt suyuna karigarak
¢cOziinebilir. Tuzlarin yiiksek taban suyuyla birlikte kapillarite yolluyla toprak ylizeyine
¢ikmasi ve buharlagma sonucu suyun topraktan ayrilarak tuzun toprak yiizeyinde ve

ylizeye yakin boliimiinde birikmesi olayidir [14].

Tuzlar; bitkilerin vejetasyon siiresince, evaporasyon ve transpirasyondan kalan kalintilar
olarak bitki biinyesinde birikebilmektedir. Yaprak ve diger kisimlarin Olerek yere
diismelerinden sonra da tuzlar, yagislarla topraga tekrar geri donebilmektedir. Toprak
tuzlulugu, topraktan olusan evaporasyonun yil boyunca topraga siiziilen yagis

miktarindan daha fazla oldugu kurak bolgelerde biiyiik 6l¢iide artma gostermektedir.

Nemli bolgelerde tuzlu topraklar esas olarak NaCl igerirler. Bu tip notral tuzlu topraklar
kurak bolgelerde de meydana gelmektedir. Step ve ¢6l topraklari ise kendilerini daha
alkalin yapan Na, Mg ve Ca ‘un siilfat ve karbonatlarina sahiptirler. Steplerde meydana
gelen sodyum topraklarinin (solonetz) yiiksek pH degerleri (8.5- 11), NaHCO3, NaCO3
ve NaOH gibi temel tuzlarin varhigindan kaynaklanmaktadir. Yari- kurak alanlarda
oldukca tuzlu (solongek) topraklar genellikle, ylizeydeki tuz kirmntilar1 ile taninirlar.
Bunlar sodyum, magnezyum ve kalsiyumun klorid, siilfat ve bi-karonatlarindan
ibarettirler. Bu tip topraklar, yiiksek miktarlarda jips icerirler, kuruduklarinda ylizey

serttir ve catlaklara sahiptirler [5].
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1.2.5.1. Bitkilerde Tuz Stresinin Etkileri

Tuz stresi, tarimsal iretimi siirlayan en Oonemli stres faktorlerinden birtanesidir.
Ozellikle diinyanin kurak ve yar1 kurak bolgelerinde daha yaygin olarak hiikiim
siirmektedir. Her yil tuzluluk nedeniyle daha sinirli tarimsal alanlar olusmaktadir [20].
Asirt tuzluluk, diinyanin bir¢ok bolgesinde bitkilerin dogal habitatlarinda yayilmasini
sinirlamakta ve siddetle artan bir tarimsal problem olusturmaktadir. Tuzlu kosullarin
bitki biiylimesi iizerindeki zararlar1 etkileri genel olarak iki sekildedir. Birinci olarak
koklesme ortaminin osmotik potansiyelinin azaltilmasi ve ikincisi 6zel iyon

toksititesidir [21].

Bitkilerde tuzun en basit etkisi, topraktaki sudan bitkinin yararlanamamasi yaninda bitki
besinlerinin alimmin azalmasidir. Tuzlu topraklarda artan ozmotik potansiyelden dolay1
bitkilerin suyu yeteri kadar kullanamamasi ya da ortamda asir1 miktarlarda bulunan Na"
ve ClI™‘un neden oldugu toksik etkiden dolayr azalma olmaktadir. Tuzlu kosullarda
yetistirilen bitkilerin iyon dengesinin bozulmasina paralel olarak mineral madde
konsantrasyonlarinda da onemli sayilabilecek oranlarda degisimler olmaktadir. Tuz
stresinden etkilenmeyen ya da goreceli olarak daha az etkilenen bitkilerin dokularinda
Na' ve CI” iyonlar1 az, prolin miktar1 ise daha fazladir. Bitkiler tarafindan alinan asir1
miktardaki tuzun hiicre fonksiyonlarin1 bozar, hiicre ve organel zarlarinda meydana
gelen tahribatlar nedeniyle fotosentez, solunum vb. islevlerin sekteye ugramasi tuz
zararinin sonuglarindandir [14]. Ayrica toprakta tuz konsantrasyonunun artmasiyla,
bitkinin topraktan su alimi giiglesmekte, topragin yapist bozularak bitki gelisimi
yavaglamakta, hatta durmaktadir [23]. Toprak igerisinde yeterli miktarda su
bulunmasina ragmen bazi kosullar altinda bitkilerin solmaya basladiklar1 goriilmiistiir.
Bu durum genellikle yiliksek toprak tuzlulugunun yarattigt “fizyolojik kuraklik”
durumundan kaynaklanmaktadir. Fizyolojik kuraklik durumunda yiiksek osmotik basing

nedeniyle bitki kokleri topraktaki mevcut suyu alamamaktadirlar [24].

Toprak suyu tuzlulugunun bitki gelisimi {izerindeki zararli etkileri su sekilde
Ozetlenebilir;

1. Yavas ve yetersiz ¢cimlenme,

2. Fizyolojik kuraklik, solma ve kuruma,

3. Bodurluk, kii¢iik yapraklar, kisa gévde ve dallar,
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Mavimsi yesil yapraklar
Cigceklenmenin gecikmesi, daha az ¢icek agma ve tohumlarin daha kii¢lik olmasi,

Tuza dayanikli yabanci otlarin gelismesi,

N R

Meyvelerin kii¢iik kalmasina, kalitenin diismesine ve iiriin kayiplarina neden

olmaktadir.

Bitkiler normal gelismeleri i¢in toprakta siirekli olarak, gelismelerini engellemeyecek
diizeyde suyun bulunmasi gerekmektedir. Kok bolgesinde suyun azalmasi ile bitkilerin
su kullanimlarinda da azalma goriilmektedir. Tuzluluk toprak ortaminda bitkinin suyu
kolaylikla almasini engelleyen durumlardan birisidir. Kok bdlgesi ¢cozelti ortaminda tuz
konsantrasyonunun artmasi ile bitkinin bu suyu alabilmek i¢in harcamak zorunda
kaldig1 enerji miktar1 da artar ve sonugta tuzluluk arttikca bitkinin su kullanimi azalir.
Bitkinin su kullaniminin zorlasmasi ve su kullaniminin azalmasi, bitki verimi ve

kalitesini azaltic1 etkide bulunur [25].

Tarimi yapilan kiiltiir bitkilerinin tiimi, tuzluluga karsi aynm tepkimeyi gostermezler.
Bazi bitkiler tuzluluga kars1 daha hassas iken, bazi bitkiler daha dayaniklidir. Dayanikli
bitkiler, tuzlu topraklarda su gereksinimlerini karsilamak amaciyla osmotik etkiye karsi
daha fazla giic gelistirebilen bitkilerdir. Bitkinin tuza dayanimlarinin incelenmesi,
ozellikle toprak tuzlulugunun belirli bir diizeyin altina disiiriilmedigi alanlarda,
ekonomik diizeyde {iriin verebilecek bitkilerin segilerek yetistirilmesi amaciyla

Oonemlidir [26].
Tuzlar bitki biiylimesine ii¢ sekilde etki ederler;

1. Fiziksel Etki; Ozmotik basincin yiikselmesi sonucu bitkinin su alimi ve
dolayistyla beslenmesi yavaslar veya tamamiyla durur. Bitki su aliminda giicliik
ceker. Buna ozmotik basincin etkisi de denir.

2. Kimyasal Etki; Bir kisim tuzlar, bitki besin maddelerinin alimin1 zorlastirip,
metabolizmay1 bozarak bitkinin biiylimesine zarar verirler. Buna 6zel iyonlarin
toksisitesi de denir.

3. Dolayh Etkiler; Tuzluluk veya sodyumlulugun toprak iizerinde meydan

getirdigi degisiklikler, bitkilerin gelismesine etki eder. Ornegin su aliminin
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saglanmas1 i¢in metabolik enerjinin kullanilmas1 ve verimde diisme meydana

gelmesi gibi.

Toprak ¢ozeltisinde ¢oziinmiis halde bulunan fazla tuzun bitkiler {izerine ana etkisi
toprak osmotik basincini artirarak dolayli olarak bitkinin su almasinin engellemesidir.
Bitki kokleri ¢ogu tuzlari gecirmeyen ancak su molekiillerinin gegmesine de engel
olmayan yari-gecirgen hiicre zarimni ihtiva etmektedir. Tuz etkisiyle ilgili dnemli bir
husus da, bazi1 bitkilerin 6zellikle tohumlarmin ¢imlenmesi veya fide devrelerinde

tuzluluga kars1 olduk¢a hassas olmalaridir [25].

Tuz stresi, bodurlasmaya ve bitki biliyiimesinin engellenmesine yol agmaktadir. Bu
stresin artmasi ile tomurcuk agmasi gecikmekte, siirgiinlerin boyu kisalmakta, yapraklar
kiigiilmekte ve hiicrelerin o6liimii gerceklesmektedir. Ayrica kdklerde, tomurcuklarda,
yaprak kenarlarinda ve siirgiin uglarinda nekrozlar olusmakta, yapraklar sararmakta ve
siirgiiniin tiim kisimlarinda kurumalar meydana gelmektedir. Bitkilerde hormonal
denge, tuzluluk tarafindan etkilenen 6nemli bir faktdrdiir. Sitokininin diisiik seviyeleri,
absisik asit ve etilenin aratan miktarlari, olgunlagsmanin erken baglamasinda etkili

olmaktadir.

Tuz stresi, bitkilerde Olime yol acabilmekte, tuz konsantrasyonu ve bitkinin
dayanikliligmma gore biiyiimeyi engellemekte, yaprak yanikligi gibi nekrozlara,
klorozlara, déllenme bozukluklarina, meyvelerin kiigiik kalmasina, kalitenin diismesine

ve iirlin kayiplarina neden olabilmektedir [5].

1.2.5.2. Tuz Stresine Karsi Gelistirilen Dayamikhihk Mekanizmalari

Tuzlu habitatlarda biiyliyen bitkiler, tuz etkilerinden kacinamayabilirler ve bu nedenle
en azindan bir miktar dayamiklilik gelistirmek zorundadirlar. Tuza maruz kalan
bitkilerde biiyiime ve metabolizmanin korunabilme derecesi “tuza dayaniklilik” olarak
adlandirilmaktadir. Tuza dayaniklilik, bir bitkinin ya protoplazmada ulasilan asir1 tuz
miktarlarinin diizenlenmesi (tuz regiilasyonu) yolu ile olan kaginma veya alternatif
olarak, artan iyon konsantrasyonu ile bir araya gelen toksik ve osmotik etkileri tolere

etme yetenegi ile saglanabilmektedir.
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Bitkiler tuza tolerans kapasiteleri bakimindan iki grupta yer almaktadir.

1. Halofitler (tuzcul bitkiler) : Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda gelisebilirler.
Tuz diizeyin diisiik kosullarda yasayamazlar. Obligat halofitlerde biiyiime, tuzun
tlimlt miktarlarinin  alinimi ile ilerletilebilir. Sadece tuz yiiksek seviyeler
ulastiginda biiylime bozulur ve bitki stres sinyalleri gosterir.

2. Glikofitler : Tuza duyarli bitkilerdir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
yasayamazlar. Tarimi yapilan bitkiler arasinda misir, sogan, ceviz, turunggiller,
fasulye ve marul tuza yiiksek oranda duyarli, pamuk ve arpa orta derecede

toleransli, seker pancari ile hurma agaci ise yiiksek oranda toleransh bitkilerdir.

Halofitler tuz igeriklerini birkag yolla diizenleyerek tuzdan kaginmaya calisirlar.

Tuzu biinyeye alma: Kok ve siirglinlerdeki tuz tasmiminin engellenmesi soz
konusudur. Halofobik tiirlerde fazla miktarlardaki iyonlar, koklerde, sapin {ist
kisimlarinda, yaprak ve ¢icek saplarinda tutulurlar. Boylelikle de uzun meristemlere,
gelismekte olan yapraklara ve gen¢ meyvelere ulagan miktar azaltilmis olur.

Tuz eliminasyonu : Bazi bitkiler, tuzlar1 kdk ve siirgiin ylizeyleri ile digar1 atarak,
Ozellesmis bezler ve tiiylerde disar1 atarak, ugucu metal halinde serbest birakarak ve tuz
iceren bitki kisimlarin1 dokerek kendisini asiri tuzdan koruyabilir. Tuzu gidermenin
diger bir yolu, 6nemli miktardaki tuzu biriktiren yash yapraklarin absisyonudur.

Tuzun seyreltilmesi : Tuzun konsantrasyon artisini Onlemek {izere suyun yeterli
miktarda absorbe edilmesi sonucu hiicre 6zsuyunun seyreltilmesi ile elde edilmektedir.
Tuzun protoplastlardaki bolmelerde biriktirilmesi : Halofitler ve tuzlu topraklarda
yasayan karasal bitkiler, hiicre 0zsularinda tuz biriktirerek ozmotik potansiyellerini
azaltirlar ve turgorlarini korumaya ¢alisirlar. Ozmotik potansiyel, tuz birikiminin yam
sira, organik asitler ve karbonhidratlar ilerde azaltabilir. Tuz iyonlarini ¢ogu vakuollerde
birikmektedir. Boylelikle stoplazmanin ve kloroplastlarin maruz  kaldiklari
konsantrasyonlar azaltilarak, bunlarin enzim sistemleri dogrudan tuz stresinden

korunmus olmaktadir [5].

1.2.5.3. Tuz Sresine Karsi Olusturulan Cevaplar

Tuz stresine karsi olusturulan cevaplar protoplazmanin ait oldugu bitki tiiriine, doku

tipine ve direnglilige bagli olarak, tuz stresi ile bir arada olan iyonik dengesizligi ve
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artan 1iyon konsantrasyonlarmin osmotik etkilerini tolere edebildigi dereceyi
kapsamaktadir. Familya, cins ve tiirler arasinda, hatta ayni tiire ait cesitler arasinda da
tuza  toleranslilk  bakimindan  farkliliklar ~ bulunmaktadir. Artan  tuz
konsantrasyonlarinda, belirli DNA dizininin aktivasyonundan sonra ve 3-6 saat icinde
stres proteinleri tesvik edilir. Sitoplazma ve farkli hiicre bélmeleri arasindaki ozmotik
denge, uygun ve toksik olmayan organik bilesikler tarafindan muhafaza edilir. Gergekte
birgok bitki; asir1 tuz, kuraklik ve dondan kaynaklanan strese spesifik olmayan bir
reaksiyon iretmektedir. Coziiniir karbonhidratlar ve aminoasitler, yiiksek iyonik
konsantrasyonlarinin protein ve biyomembranlara verecekleri zararli etkilerinden
korunulmasinda katkida bulunmaktadir [23] ve ilk gelisme donemlerinde tuza karsi ¢ok
duyarhidirlar. Arpa, bugday ve celtik 6zellikle fide devresinde tuza kars1 daha duyarlidir.

Seker pancari 6zellikle ¢imlenme devresinde tuza karsi duyarlidir.

Yurtseven ve Baran brokoli bitkisi i¢in tuz ve su miktarlarinin verim ve mineral madde
icerigine etkisini arastirmiglardir. Tuzlulugun artmasi ve su miktarinin azalmasi bitki

kuru madde miktarlarinin azalmasina neden olurken, toplam kiil i¢eriklerinin artirmistir.

Yurtseven tuzlulugun patlican bitkisinin bitki su tiiketimine etkisini arastirmis ve
tuzluluk artis1 ile bitki su tiikketiminin azaldigini belirlemistir. Bu azalma toprak
ortamindaki ¢6zelti konsantrasiyonunun sulama suyu ile iletilen tuzlar nedeniyle artmasi
ve bunun bir sonucu olarak osmotik basincin yiikselmesinin bitki su alimini

zorlagtirmasindan kaynaklanmustir.

Yurtseven ve ark. biberde ¢imlenme ve fide olusumu donemleri ile sonraki bitki gelisme
donemlerindeki sulama suyu tuzluluklarimin bazi verim parametrelerine iizerine olan
etkilerini incelemislerdir. Biberde ¢imlenme iizerine tuzluluk Onemli bir etki

olusturmamustir [23].

Grieve ve ark. tuzlulugun tohum {iretimi ve gelismeye olan etkilerini arastirmiglardir.
Tuzlulukta birlikte tohum iiretimi 6nemli bir sekilde azalma gostermistir [23].

Tuzlulugun bitki gelisimi {izerine olan olumsuz etkilerinden bir digeri de 6zel iyon
etkisi olup bitkilerin temel bitki besin elementlerini dengeli bir bicimde alabilmelerini

engellemektedir.
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Tuzlulugun bitki gelisimi lizerine olan etkileri ile ilgili 6zet olarak sunlar sdylenebilir.

1. Iklim 6gelerinden sicaklik ve nemlilik tuzlulasmayi etkilemektedir.

2. Sulama suyu kalitesi basli basina toprak tuzlulugunu etkileyebilmektedir.
Ciinkii tuzlar biiyiik oranda topraga sulama sulari ile taginmaktadir.

3. Toprak fiziksel 6zelliklerinden tekstiir ve gozeneklilik, tuzlulagsma {izerinde
etkilidir.

4. Yetistirilecek bitki cesidi, tuzlulugun belli diizeylerin altina diisiiriilemedigi
alanlarda, ekonomik diizeyde {iriin elde edebilmek agisindan Onemli
olmaktadir.

5. Drenajin yeterliligi tuzlulugun kontroliinde mutlak saglanmasi gereken
konulardan birisidir.

6. Tuzlulugun giderilemedigi veya toprak 1slahinin miimkiin olmadigi

durumlarda tuza dayanikli bitkilerden yaralanilabilir [25].

1.2.6. Serbest Oksijen Radikaller (Oksidanlar)

Kimyasal bilesikler iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag olusturmasi ile
meydana gelir. Bu baglar negatif yiiklii elektronlarla sarilmistir ve bu elektronlarin
diizeni bilesige kararlilik saglar. Kararli bilesiklerin elektronlar1 ciftlenmis halde
bulunur. Eger elektron ¢iftlenmemis ise molekiil daha reaktif ve kararsiz duruma geger.
Bir ya da daha fazla sayida g¢iftlenmemis elektrona sahip element veya bilesiklere

“serbest oksijen radikaller” (SOR) denir.

Serbest radikallerdeki ¢iftlenmemis elektronlar kararli duruma ge¢mek ister ve kararl
halde bulunan bir bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir radikal haline
dontstiiriir.  Serbest radikallerin  baslattigt bu zincirleme reaksiyonlar dizisi,
antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam eder. Oksidasyon olay1 aslinda
hayatin her evresinde yasanmakta olan bir siirectir. Giinliikk hayatimizda, 6rnegin
kabugu soyulan bir elmanin bir siire sonra kahverengilesmesini oksidasyon olayina bir
ornek olarak verebiliriz. Canlilarda SOR’lar eksojen ve endojen, fizyolojik veya

endojen patolojik mekanizmalar sonucu olusabilir.
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Molekiiler oksijen, yasam icin vazgecilmez bir molekiil olmasina ragmen, yapisinda
bulunan iki tane eslesmemis elektronu olan biradikal bir molekiil olup ayni1 zamanda
canlilarda reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olur. Reaktif oksijen tiirleri
metabolizmaya zarar verebilecek bir dizi reaksiyonu baslatir ve bunlar canli i¢in ayni

zamanda bir tehdit unsuru haline gelir.

Organizmada serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin bir yan iriinii
olarak, gerekse biyotik ve abiyotik stres faktorlerin etkisi ile olusur. Metabolizma yan
tirtinleri olarak oksijen tiirevli serbest radikaller; siiperoksit anyonu (O;"), singlet
oksijen ('05), hidrojen peroksit (H»0,) ve hidroksil radikallerini (OH") igerir. Ayrica
NADPH oksidaz gibi bazi enzimler kii¢clik miktarlarda Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
tretir. Hiicre i¢i ROS’un %90’dan fazlas1 aerobik solunum reaksiyonlar1 zincirinde
mitokondriumun i¢ membraninda iiretilir [8, 9, 27, 28, 29]. Iki tarafi keskin bir bigak
gibi kabul edilen ROS, diisiik dozlarda cesitli stres tepkimelerinde arabulucu gibi rol
oynarken, yiliksek dozlarda (oksidadif stres gibi) hiicresel zararlara yol acar. Oksidan ve
mutajen Ozelikte olan bu metabolizma yan iirlinleri DNA, proteinler, lipidler ve diger

makro molekiillerde hasarlara hatta hiicrenin 6liimiine neden olur [27, 30].

1.2.6.1. Oksidanlarin Biyolojik Sistemler Uzerine Etkileri

Serbest oksijen radikalleri (siiperoksit anyonu (O, singlet oksijen (‘O,), hidrojen
peroksit (H,0,) ve hidroksil radikallerini (OH™)) biyolojik sistemlerde bir¢cok stres
faktorleri sirasinda olusturulmakta ve membran yapisina, fotosentetik pigment, protein,
lipid, karbonhidrat ve DNA gibi birgok makro molekiillere zarar vermektedir. Bitki
hiicrelerinde mitokondri, kloroplast ve peroksizomlar serbest oksijen radikallerini iireten

intraseliiler yapilardir [31].

1.2.6.2.1. Proteinlerde Meydana Gelen Hasarlar

Proteinlere yapilan oksidatif saldirilar spesifik amino asit modifikasyonlarina, peptit
zincirlerinin parcalara ayrilmasina, ¢apraz bag kurmus {riinlerin kiimelesmesine,
elekriksel yiikk degisimlerine, parcalanmalara duyarliligin artmasina neden olur.
Proteinlerin primer, sekonder ve tersiyer yapisi ve amino asitlerin ¢esidi proteinlerin
reaktif saldirilara karst duyarliligini degistirir ve peptidin = reaktivitesini etkiler.

Ozellikle kiikiirt iceren amino asitler ve tiol gruplari oldukc¢a duyarli olanlardir.
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Proteinlerin oksidatif olarak zarar gérmesi durumu Fe™ gibi redoks déniisiimii
yapabilen metal kofaktorlerin varliginda artar. Boyle durumlarda metal, proteinin iki
degerlikli katyonlar1 baglayan bolgesine baglanir ve hidrojen peroksit ile reaksiyona
girer. Reaksiyon sonunda hidroksil radikali meydana gelir ve bu radikalde amino asit

dizilerini oksitler [22].

1.2.6.2.2. DNA’da Meydana Gelen Hasarlar

DNA diger makromolekiillere nazaran oksidatif hasarlara karsi daha az toleransa
sahiptir. Aktif oksijen tiirleri DNA’da mutasyona kadar bir¢ok oliimciil etkinin
olusumunu tetikler. DNA’nin seker ve bazlar1 oksidasyona karsi oldukca hassastir ve
oksidasyon, bazlarin degredasyonuna, tek zincirde kirilmalara ve proteinlere

baglanmalara sebep olur [22, 32].

1.2.6.2.3. Lipitlerde Meydana Gelen Hasarlar

Serbest oksijen radikalleri, hiicresel membranlara lipit peroksidasyonu yoluyla zarar
verir. Peroksidasyon reaksiyonlar1 yag asitlerinin agil zincirindeki ¢ift baglarla serbest

oksijen radikalleri arasinda gergeklesir [22].

Lipitlerin peroksidasyonu li¢ farkli adimda gerceklesir. Bu asamalar baslangic, uzama
ve sonlanma basamaklaridir. Reaksiyonun baglama basamagi doymamis yag asitleri ve
hidroksil radikalleri arasinda olur. Uzama basamaginda ise ilk basamakta meydana
gelen yap triplet oksijenle reaksiyona girer ve ilerleyen reaksiyon basamaklarinda lipit
peroksitler olusur. Bu reaksiyonlarda hidroksil radikallerinin rolii yangini baslatan
kivileim gibidir. Lipit sistemlerinde hidroksil radikallerinin sira dis1 reaktivitesinin
temelinde cok diisiikk konsantrasyonlarda bir zincir reaksiyonu baglatabilmesi yatar.
Meydana gelen lipit peroksitler metal katalizleyicilerin varliginda olduk¢a kararsizdir.
Membran lipitlerindeki peroksidasyon reaksiyonu radikal olmayan konjuge iiriinleri
meydana getirmek icin karbon veya peroksi radikalleri ile ¢apraz bag kuruldugunda
sonlanir. Reaksiyon sonunda malondialdehit gibi aldehitler ve ethan ve etilen gibi

hidrokarbonlar lipit peroksidasyonunun son iiriinleri olarak ortaya ¢ikar [33].
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1.2.7. Antioksidan Savunma Sistemi

Insanlarinda icinde bulundugu tiim aerobik canlilar oksidatif &zellikteki bilesiklerin
verecegi hasarlara kars1 bir savunma sistemine sahiptir.

1.2.7.1. Enzimatik Olmayan Savunma Sistemi

Enzimatik olmayan savunma antioksidan maddeler olarak bilinen glutatyon, askorbat
(vitamin C), tokoferol (vitamin E) ve flavonoitler, lignin, tanin gibi bilesikler tarafindan
yuritiiliir. Bir tripeptit olan glutatyon (y-Glu- Cys-Gly, GSH) diisiik molekiiler agirliga
sahip olup bir dokuda, hiicrede ve hiicresel kompartmanlarda bulunur. GSH en fazla
kloroplastlarda bulunur, fakat onemli miktarlarda da sitozolde mevcuttur. GSH’in
antioksidan ozelligi sisteinin siilfidril grubundan kaynaklanir. GSH ikinci bir GSH
molekiilii ile siilfidril grubundan baglanarak bir distilfit bag1 olusturur ve ortaya okside

glutatyon (GSSG) ¢ikar.

GSH kimyasal olarak singlet oksijen ile siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile
reaksiyona girerek serbest radikalleri etkisizlestirmede dogrudan rol oynar. Ayrica lipit
peroksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan acil peroksitleri uzaklastirarak membran yapisinin

kararliligina katki saglar [22, 32].

Askorbik asit (vitamin C) hayvan ve bitki dokularinda bulunan 6nemli antioksidan
bilesikler arasinda yer alir. Askorbat indirgeyici olarak calisarak oksidatif hasara karsi

koruma saglar. Ayrica askorbat bir¢ok reaksiyonda elektron vericisi olarak da rol oynar.

Hidrofobik dogasindan otiirii a-tokoferol membranda yer alir ve iyi bir membran
stabilizasyonu saglar. Serbest yag asitleri ile kompleks olusturabilme &zelliklerinden
dolayr da membranda deterjan gibi davranarak lipit tabakasinin dagilmasina ve

membran agregasyonuna neden olabilir [33].

1.2.7.2. Enzimatik Savunma Sistemi

1.2.7.2.1. Katalaz (EC 1. 11. 1. 6 )

Hidrojen peroksit (H,0,) reaktif bir oksijen tiiri olup hiicreler tarafindan yag asitlerinin
peroksizomlarda B—oksidasyonu, fotorespirasyon ve piirin katabolizmasi gibi normal

aerobik reaksiyonlarda olusturulur ve farkli konsantrasyon seviyelerinde mitojenik
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bliylimeden apoptosise kadar bir ¢cok hiicresel cevap mekanizmasinda etkinlik gosterir.
Katalaz cesitli streslere karsi gelistirilen cevap mekanizmalarindandir. Ayrica
patojenlerin oldiiriilmesinde de savunma sistemi hiicreleri tarafindan iiretilir. Yiiksek
konsantrasyonlardaki H,O; hiicrelere zarar verir ve hiicrelerde birikimi protein, lipit ve
DNA gibi hiicresel hedeflerin oksidasyonuna yol acar. Bu durum ise mutasyonlarin
olusmasina ve/veya hiicre Oliimiine yol acar. Bu sebeple H,O,’nin hiicreden
uzaklagtirilmasi oksidatif hasardan korunmak i¢in 6énemlidir [34] ve bu gorevde katalaz

tarafindan ytirttiliir.

Hidroperoksidaz olarak da isimlendirilen katalaz bir sitokrom sistemine sahip tim
aerobik canlilarda bulunan ve H,O;’in su ve oksijene parcalanmasini katalizleyen 6zel

bir proteindir.

katalaz

2H;0, 2> 2H,0+ 0O,

Hidrojen peroksitin (H,O;) bu sekilde uzaklastirilmasi sayesinde daha reaktif olan
hidroksil radikallerinin olusumu Onlenmis olur. Bu reaktif oksijen tiirlerinin

uzaklastirilmasi aerobik ortamda yagamay1 kolaylastirir.

Aktif oksijen tiirlerine kars1 etkili olmasindan dolay1, ¢ogu aerobik organizma ii¢ temel
enzim smifindan birine ait katalaz enzimine sahiptir. Bu enzim siniflarindan en genis
olanina ait katalaz enzimi tipik tek fonksiyonlu 6zellikte olup hem-gurubu igerir ve 60
kDa veya 80 kDa alt iinitelere sahiptir. Ikinci en genis guruba iiye katalazlar ise
katalaz-peroksidaz seklinde iki fonksiyona sahip hem-gurubu igerirler, ancak sekans
olarak bitki ve fungus peroksidazlarina benzerlik gosterirler. Ugiincii gurup ise en kiigiik
gurubu olusturur. Bu gurubun iiyesi katalazlar ise hem-gurubu i¢ermezler veya Mn

igerirler.

Kiiciik alt tiniteye sahip tek islevli katalaz enzimi tim okaryot ve prokaryotlarda
bulunmasina ragmen arkealarda tespit edilememistir [35]. Insanlarda katalaza en ¢ok
karacigerde, bobrekte ve eritrositlerde rastlanmugtir. Okaryotik katalazlar NADPH’a
bagli olarak bulunurlar. Bu durum onlarin daha kararli yapida kalmasimi saglar ve
normal katalitik dongii disinda ikinci tip bilesiklerin olugsmasini 6nler [36]. Biiyiik alt
{initeye sahip katalaza ise fungus ve bakterilerde rastlanmstir. iki fonksiyonlu katalaz-

peroksidaz aktivitesi gdsteren guruba ise prokaryotlarda ve arkealarda rastlanmistir.
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Hem-gurubu igermeyen katalaza ise yalnizca bakterilerde rastlanmistir. Katalaz ve
peroksidaz enzimlerinin her ikisi de H,O,’1 pargalar. Ancak katalaz hem elektron alicisi
hem de elektron vericisi olarak H,O, kullanirken, peroksidazlar ise H,O;’1 indirgemek

icin organik bir substurata (RH;) gereksinim duyarlar.
H,O, + RH2 > 2H,O + R

H,0,’in pargalanmasini saglayan reaksiyon iki asamada gerceklesir. Ik asamada H,0,,

suya ve oksiferil tiirlerine (bilesik I) ayrilir.
Hem-Fe ™ + H,0, > hem-Fe" =0 (bilesik I) + H,O

Bilesik I bir diger H,O, molekiilii ile reaksiyona girer ve sonugta su ve molekiiler

oksijen meydana gelir [37].

Hem-Fe" = O + H,0, > hem-Fe '+ 0, + H,0

1.2.7.2.2. Siiperoksit Dismiitaz (EC 1. 15. 1. 1)

Aktif oksijen tiirleri yliksek reaktif oOzelliklerinden dolayr herhangi bir koruma
mekanizmas1 olmadigi takdirde hiicre duvariin yapisina ve fonksiyonlarina zarar verir
[38]. Siiperoksit dismiitaz (SOD), ilk defa McCord ve Fridovitch tarafindan izole
edilmistir ve yliksek derecede reaktif olan aktif oksijen tiirlerinden siiperoksit anyon
radikallerini (O;") katalizleyerek organizmalara oksijen varliginda hayatta kalma
imkanini veren bir enzimdir. Bu reaksiyon oksijen metabolize eden tiim organizmalarda
ve bazi anaerobik canlilarda gerceklesir ve sonucunda molekiiler oksijen (O,) ve
hidrojen peroksit (H,O;) agiga cikar. Bu katalitik mekanizma metal iyonunun ardisik
oksidasyon ve rediiksiyonuna dayanir. SOD prostetik gurup olarak demir, manganez
veya bakir + cinkoyu tasiyan bir metalloproteindir. Bu metal iyonlar1 siiperoksit
radikallerinin enzim aktif bolgesine elektrostatik olarak yonlendirilmesini saglar. Bu
enzim genelde aktif oksijen olusturan hiicre kompartmanlarinda bulunur. Cu-Zn igeren
SOD bir¢ok okaryotik canlidan izole edilmistir. Ayrica sasirtict sekilde birkac bakteride
de rastlanmistir. Mn-SOD prokaryotlarda ve Okaryotlarin mitekondrilerinde tespit
edilmistir. Fe-SOD ise birkag prokaryotik organizmada bulunmustur [39].
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Prokaryotik Mn-SOD ve Fe-SOD ve Okaryotik Cu/Zn-SOD enzimleri dimer yapidadir.
Mitekondrilerdiki Mn-SOD ise tetramerik yapidadir. SOD’un tiim formlar1 ¢ekirdek

tarafindan kodlanir ve amino ucunun isaretlenmesi ile de gidecegi hiicre kompartmani

belirlenir [37].

1.2.7.2.3. Askorbat Peroksidaz (EC 1. 11. 1. 11)

Askorbat peroksidaz hem peroksidaz enzim ailesinin bir iiyesi olup mayadan insana
kadar pek c¢ok canlida bulunur. Askorbat peroksidaz hidrojen perokside bagli olarak
farkli substuratlar1 katalizler. Fakat enzimin fizyolojik substurati askorbattir (vitamin

C). Askorbatin disinda bazi aromatik substuratlarin (AH,) da oksidasyonunu katalizler.

2Askorbat + H,O, ? 2 monodehidroaskorbat radikali + 2H,0

Peroksidaz

H,0O, + 2AH, 2H,0 +2AH"

Askorbata bagli askorbat peroksidaz aktivitesi ilk olarak 1979 yilinda bulundu. Bu
enzim smif I peroksidaz enzim ailesine ait olup bitkilerde, alglerde ve sadece
siyanobakterilerde hidrojen perokside bagli askorbat oksidasyon reaksiyonunu katalizler

[40].

Fizyolojik kosullar altinda reaksiyonun ara iirlinii monodehidroaskorbat radikali olup
baska bir enzimce tekrar askorbata indirgenir. Askorbat peroksidaz sitozolde,
kloroplastlarda, peroksizomlarda bulunur [13]. Biitiin askorbat peroksidaz enzimleri
elektron vericisi olarak askorbata yiiksek ozgiilliik gosterir. Fakat enzimin fizyolojik

kosullarda bulunmayan substratlar1 da okside etme yetenegi de vardir [41].

1.2.7.2.4. Glutatyon Rediiktaz (EC 1. 6. 4. 2)

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini
katalizleyen bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz redoks dongiisiinde onemli bir enzim
olup, indirgenmis hiicresel GSH’in hiicrede yeterli seviyede kalmasini saglar. GSH
antioksidan olarak gorev yapar ve serbest radikal ve organik peroksitlerle reaksiyona

girer, amino asit tasiniminda gorev alir, organik peroksitlerin detoksifiyesinde ve



22

zenobiyotiklerin metabolizmasinda gorevli glutatyon peroksidaz ve glutatyon S-

transferaz enzimlerinin substratidir.

Bu homodimerik enzim flavoprotein disiilfit oksidorediiktaz enzim ailesinin bir
tiyesidir. Her bir alt iinite dort domaine sahiptir. Bunlar N-ucundan baslayarak: FAD
baglanma domaini, NADPH baglayan domain, merkezi bir domain ve bir ara domain.
Enzimin aktif bolgesi dimerik yilizde yer alir. GSSG baglayan enzim bdolgesi her iki alt

tinitenin residiilerinden olussa da sadece dimerik form aktiftir.

Okside glutatyonun indirgenmesi ¢ok asamali bir reaksiyondur. Baslangi¢ olarak enzim
NAHPH tarafindan indirgenir. Indirgenmis glutatyon rediiktaz GSSG molekiilii ile
reaksiyona girer ve bu reaksiyon bir disiilfit degisimi ile sonug¢lanir. Sonu¢ta GSH
molekiilii ve GReq — SG kompleksi ortaya ¢ikar. GR..q — SG kompleksinde ikinci bir
disiilfit degisimi ile sonuglanan bir elektron diizenlemesi gerceklesir. Ikinci GSH

molekiiliiniin enzimden ayrilmasi ile enzim tekrar okside forma doniisiir [42].

Glutatyon Rediiktaz

GSSG + NADPH +H * > 2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz hayvanlarda, bitkilerde ve bakterilerde bulunur. Bu enzim askorbat-
glutatyon reaksiyon yolunda gorevli Onemli bir enzimdir. Bu sistem sayesinde
memeliler hemoglobin ve diger proteinlerini peroksitlerin verebilecegi zarardan korur.
Endojen veya ekzojen nitrik oksit uygulamast GSH olusumunu azalttig1 i¢in hiicresel
dengeyi bozar. Bir stres meydana gelir ve enzimin inhibisyonu gerceklesir. Glutatyon

rediiktaz mitekondrilerde ve peroksizomlarda bulunmustur [43].

1.2.7.2.5. Glutatyon S-Transferaz (2. 5. 1. 18)

Glutatyon S-transferaz bir enzim ailesi olup cesitli bilesiklerle indirgenmis glutatyon
arasinda konjugasyonu saglar. Bu reaksiyon sonunda aktif olamayan, suda ¢oziinebilen,

daha az zararl {riinler ortaya ¢ikar.

GST
G-SH + CDNB > G-SDNB Conjugate + HCI1
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Bilinen tiim sitozolik GST enzimleri homodimer veya heterodimer yapida olup alt

tinitelerinin molekiiler agirligi 23-29 kDa arasinda degisir [44].

GST canlilarda genis bir dagilim gosterir. Aerobik organizmalar1 oksidatif hasarlardan
ve elektrofilik saldirilardan korur. GST mutajenlerin, karsinojenlerin ve diger toksik
maddelerin etkisizlestirilmesinde gorevlidir. GST aktivitesinin bitkilerde, boceklerde,
mayalarda, bakterilerde ve 6zellikle karaciger olmak {izere ¢ogu memeli dokularinda
bulundugu ve detoksifikasyonda anahtar rol oynadigi bilinmektedir. Memelilerde
GST’nin  biyofonksiyonelligi  ve  sekans  benzerlikleri  dikkate  alinarak

a, K, W, o, T, 6, &, 0 siiflara ayrilmistir [45].

Cevresel stres faktorlerince olusumu tetiklenen reaktif oksijen tiirlerine karst GST’ler
hiicre membranini, DNA’y1 ve proteinleri korur. Memelilerde 16kosit ve diger fagositik
hiicrelerin mikroplar1 yok etme c¢aligmalar1 sirasinda kullandiklar1 nitrojen oksit,
stiperoksit hipoklorit ve hidrojen peroksit gibi kimyasal bilesikler ayn1 zamanda
DNA’nin oksidatif hasarina sebep olabilir. Benzer bir savunma sistemine bitkilerde de

rastlanmistir. GST ise tiim bu bilesiklerin zararlarina kars1 koruma saglar [44].

Biyolojik sistemlerde oksidanlarin zararli etkilerine karsi korumada antioksidan
savunma sistemi gorev yapmaktadir. Bu sistem yalnizca hiicre i¢i kompartimanlarla
sinirl degildir. Ayrica apoplastlarda da bulunurlar. Antioksidanlar; katalaz-CAT,
stiperoksit dismutaz-SOD, glutatione peroksidaz-GP, glutatione rediiktaz-GR, askorbat

peroksidaz-APX, sitokrom-C-oksidaz, makro ve mikromolekiillerdir [13].

1.2.7.3. Antioksidanlar

Normal biiyiime kosullarinda c¢esitli metabolik faaliyetler sonucu ortaya ¢ikan serbest
radikallere karsi viicutta dogal bir savunma mekanizmast vardir. Bu savunma
mekanizmasini olusturan bilesiklere ‘antioksidanlar’ denir [9,46]. Antioksidanlar dogal

antioksidanlar ve ilag olmak {izere iki grupta toplanabilir.

Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (siliperoksit dismutaz-SOD,katalaz-CAT,
glutatione peroksidaz-GP, glutatione rediiktaz-GR, askorbat peroksidaz-APOX,
sitokrom-C-oksidaz, hidroksiperoksidaz), makromolekiiller (seruloplazmin, transferin,

ferritin, myoglobin, haptoglobilin), ve mikromolekiiller (B-karoten, A-vitamini, C-



24

vitamini, E-vitamini, tokoferol, thiol igerenler, glutatione (GSH), N-asetil sistein,
metionin, kaptopril, ubiguinon) sayilabilir [47, 27]. Askorbat, glutation ve tokoferol
okisjenli hiicrelerde; karotenoidler fotosentetik sistemde ve antioksidan sistem hiicrenin

tiim boliimlerinde toksik oksijen tiirlerine karst savunmada dnemli role sahiptir. [46].

Antioksidanlar dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirir.

1. Siipiirme Etkisi (Scavenging): Oksidanlari daha zayif yeni bir molekiile
dontstiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikro molekiiller bu yolla
etki eder.

2. Sondiirme Etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmesine denir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekilde etki
eder.

3. Zincir Reaksiyonlarnmm Kirma Etkisi (Chain Breaking): Hemoglobn,
seriiloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma Etkisi (Repair): Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilleri onarirlar.

Diizgiin c¢alisan bir metabolizmada mitokondriyel sitokrom sistemi, sitozoldeki
organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Bu sistemin yetersiz kaldig
durumlarda dogal enzimler devreye girer. Enzimlerce etkisiz hale getirilemeyen
oksidanlar ilk olarak hiicre = membranindaki lipidleri etkileyerek  ‘lipid
peroksidasyonu’nu baglatir. Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan ¢oklu
doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler gibi gesitli iirlinlere yikilmasi reaksiyonudur ve sonugta ortaya ¢ikan
biyo-aktif aldehitler hiicre hasarina neden olur. Lipid peroksidasyonu sirasinda yeterli
diizeyde Vit-E ve Vit-C gibi antioksidan vitaminlerin bulunmasi halinde bu tip hiicresel

hasarlarin 6niine gegcilir [48].

1.2.8. Calismanin Amaci

Bu galisma, Triticum aestivum gesitlerinin tuz ve kuraklik streslerine diregli Triticum
aestivum L. (cv. Bayraktar) ve duyarli Triticum aestivum L. (cv. Atay) varyetelerinin
stres goOstergesi olan prolin ve MDA birikiminin saptanmasi, antioksidan enzimler
diizeyinde verdigi yanitin molekiiler seviyede belirlenmesi amaglanmistir. Tuz ve su

streslerinin veya bu stresleri geriye dondiirme kullanilan yarigmaci (compatator)
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molekiiller varliginda biiyiitiillen bugdaylarda antioksidant enzimlerin kompozisyon
iceriklerindeki degismeleri ve antioksidant enzim aktivitelerinin farklilastigini direncli

ve duyarli bugday varyetelerinde belirlemektir.



2. BOLUM
MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bitki Materyali

Bu calismada T.C Tarim Orman Bakanligi Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitiisiinden temin edilen kuraklik ve tuz stresine direngli ve duyarl iki farkli bugday
cesidi [Triticum aestivum L. (cv. Bayraktar), Triticum aestivum L. (cv. Atay)]

kullanilmustir.

2.2. Yontem
2.2.1. Bitki Yetistirme ve Stres Uygulamalar

Direngli Triticum aestivum L. (cv. Bayraktar) ve duyarli Triticum aestivum L. (cv. Atay)
bugday tohumlar1 deney kosullarina uygun gruplara ayrilarak bitki yetistirme kabininde
Hoagland ¢ozeltisinde (Ek 1) %60 nem ve 23 °C de 3 giin petri kaplar igerisinde
karanlik ortamda c¢imlendirilmistir. Cimlenmis fideler 3 giin boyunca Hoagland
cozeltisinde boylar1 5-7 cm oluncaya kadar biiyiitiilmiistiir. Cimlendirmede kullanilan
diizenek Sekil 2.1 de gosterilmektedir. Stres uygulamalarinda 200 mM NaCl (tuz) ve
%18 PEG (kuraklik) ¢ozeltileri kullanilmigtir (Tablo 2.1). Kontrol ve stres uygulamasi 5
giin siiresince (her giin 11 cm ¢apinda ve 7 cm yiiksekliginde plastik kaplar igerisindeki
sollisyon tamamen yenisiyle degistirilerek) uygulanmistir ve 5. giin sonunda 6rnekler
petri kaplarindan kesilerek sivi azot soklamasi ile dondurulup -20 °C de gerekli
caligmalara kadar saklanmistir. Biliyiimeleri esnasinda fidelere stres etkisini iyilestirdigi

bilinen 1mM glycine betaine ve trehaloz (trehalose) uygulamasi stres 6ncesi yapilmistir.
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Tablo 2.1. Calismada kullanilan deneysel parametreler.

Duyarh Cesit Seti

Direncli Cesit Seti

Atay-Kontrol

Bayraktar-Kontrol

Atay-Betain

Bayraktar-Betain

Atay-Tuz Bayraktar-Tuz
Atay-Tuz-Betain Bayraktar-Tuz-Betain
Atay-Peg Bayraktar-Peg

Atay-Peg-Betain

Bayraktar-Peg-Betain

Atay-Kontrol

Batraktar-Kontrol

Atay-Trehaloz

Bayraktar-Trehaloz

Atay-Tuz Bayraktar-Tuz
Atay-Tuz-Trehaloz Bayraktar-Tuz-Trehaloz
Atay-Peg Bayraktar-Peg

Atay-Peg-Trehaloz

Bayraktar-Peg-Trehaloz

Sekil 2.1. Bitki yetistirme ¢emberinde ¢imlendirme kasnaklarinin kullanimi ve stres
uygulamalar1 sonucu biiyiiyen bitkiler.

2.2.2. Prolin Miktarmmin Tayini

Kontrol grubu ya da strese maruz birakilan uygulamalardan sulfosalisilik asitle
ekstraksiyon yapilarak prolin miktar1 Bates ve ark., (1973) gelistirdigi yontemle tayin

edilmistir. Kasnak sistemi iizerinde yetisen Ornekler kesilerek sivi azot soklamasi ile
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dondurulmus ve -20 °C de muhafaza edilmis ya da hemen kullanilmigtir. 250 mg taze
veya sivi azotta dondurulmus ornek %3 liik siilfo salisilik asit ¢ozeltisi ile havan
yardimu ile ezilmistir. Homojenizasyon islemi; once bitki dokusu 1 mL %3 lik siilfo
salisilik asit c¢ozeltisi ile havanda ezilmis ve bu homojenatin ilizerine 4 mL daha
eklenerek toplam 5 mL’e tamamlanmistir. Homojenat pastor pipeti yardimi ile santrifiij
tiplerine aktarilmistir. 5000 g’de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatanttan 2 mL alinip 13 x 160 mm’lik vida kapakli tlipe aktarilmistir. Bunun
tizerine 2 mL Glasiyal Asetik asit eklenip vorteks ile karistirilmig ve daha sonra 2 mL
asetik asit-fosforik asit ninhidrin ¢6zeltisi eklenip ve tekrar karistirilmistir. Hot-plate
tizerinde kaynamaya birakilmis ve kaynama baslayinca zaman baglatilip 1 saat siiresince
bu kosullarda bekletilmigtir. Siire sonunda tiipler ¢esme suyu ile ani sogutmaya
birakilmistir. Sogutulmus drneklerin iizerine 4 mL toluen eklenip emilsiyon olusuncaya
kadar vortekslenmistir. Dinlenmeye birakilan tiiplerde olusan renkli toluen fazi1 pastor
pipeti yardimiyla alinarak cam veya quarts kiivette ODs;9 de okunmugtur. Kor (blank)
olarak bitki 6rnegi hari¢ tiim islemler aynen takip edilmistir. Standart kalibrasyon
egrisinin olusturulmasi i¢in ticari saflastirilmis prolin %3 liik stilfo salisilik asit ¢ozeltisi
ile aynen bitki 6rnekleri gibi muamele edilmis ve 0.01 ila 1.125 mM aralifinda seri
dilisyon (seyreltme) olusturularak standart egri cizilmistir (Sekil 2.2). Yas ve kuru
orneklerde bulunan prolin miktar1 bu egriden yararlanarak diliisyon miktarlarinda g6z

Ontine alinarak hesaplanmistir (y=0rneklerin abs). Buna gore formiil asagidaki gibidir:

x=(y-0,0157)/(0,0061)

Prolin Standart Grafigi Y ~ 0’0261)( +0,0157
1,8 R = 0,995

1,6 -
1,4 ~*

1,2 /
1 & Seri1
0,8 - / H
0.6 < Dogrusal

Absorbans (520 nm)

0,4 - ,/‘///,
0,2
i ad
0 100 200 300

Prolin Konsantrasyonu (umol)

Sekil 2.2. Prolin hesaplamasinda kullanilan standart egrisi ve formiilii.
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2.3. Antioksidan Aktivitesi
2.3.1. Membran Lipid Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu, Madhava ve Sresty (2000)’nin thiobarbutirik asit metoduna gore
(TBA) olglilmiistiir. Buna gore 0.5 gr taze veya sivi azotta dondurulmus ornekler %
10’luk trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ile havan yardimiyla ezilmistir. Homojenize
edilmis bitki 6rnekleri 12000 g ‘de 25 °C’ de ¢esitli siirelerde santrifiij edilerek, her 1
mL o6rnege % 0.5 thiobarbutirik asit iceren, %20 TCA ilave edilmistir. Karigimlar 95
OC’ de, 30 dakika 1sitilmus, tekrar santrifiij edilmis ve supernatantlari alinarak 600
nm’de okunan degerden 532 nm deki degerden ¢ikartilarak nonspesifik tilirbidite
degerlendirilmez MDA igerigi 155mM 'cm' ekstinksiyon sabiti kullanilarak

hesaplanmustir.

2.4. Enzim Aktiviteleri Icin Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Stres uygulanmis ve kontrol bitkilerden elde edilen taze bitki dokulart enzim analizi i¢in
kullanilmistir. Taze dokular hasat edilir edilmez, siv1 azot igerisinde dondurulmus ve
enzim deneyi i¢in kullanilincaya kadar -20 °C de muhafaza edilmistir. 1 gram taze doku
3 mL ImM EDTA ve %2 PVP igeren 0.05 M Na-fosfat tamponu (pH=6.8) icerisinde
proteaz inhibitdrleri bulunan [1 mM Phenylmethanesulphonyl Fuloride (PMSF) ve 284
uM No-P-Tosyl-L-Phenylalanine Ketone (TPCK)] tamponda sivi azot ile havanlarda
tamamen homojenize edilmistir. Askorbat peroksidaz enziminin ekstraksiyonu i¢in 50
mM Tris-HCI (pH 7.8), 0,3 M mannitol, 1 mM EDta,% 0.1 BSA, % 0.05 sistein i¢eren
tampon kullamlmistir. Homojenatlar 15 000 g de, 4 °C de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatant protein miktarinin belirlenmesi ve enzim deneyleri i¢in temiz ependorf
tiiplere alinmistir. Ornekler hemen galisilmak iizere buza alind1 veya sonraki calismalar

i¢in -20 °C’de muhafaza edilmistir.

2.5. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Orneklerin protein konsantrasyonu Bradford yontemine gére belirlenmistir. Protein
miktarinin belirlenmesinden 6nce 5X Bradford ayiraci 1:5 oraninda distile su (dH,O) ile
seyreltilmis ve Whatman # 1 numarali filtre kagid ile filtre edilmistir. Bradford ayiraci

hazirlanisi ise kisaca; 500 mg Comassie Brillant Blue G 250 (Amresco), 250 mL % 96
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etanol icinde iyice ¢oziilmiis, daha sonra 500 mL % 85 orto-fosforik asit ilave edilmis

ve son hacim distile su (dH,0) ile 1 litreye tamamlanmistir.

Protein konsantrasyonunun tespiti i¢in sigir serum albiimini (BSA) Fraksiyon V
(Sigma) kullanilarak standart serisi olusturulmustur. 1 mg/mL BSA stogundan 5, 10, 15,
20, 25 uL alinarak hazirlanan cam tiiplere aktarilmis ve son hacimleri 500 pL olacak
sekilde distile su ile tamamlanmistir. Tiiplerin ilizerine son hacim 5 mL olacak sekilde

1X Bradford ayiraci eklenmistir.

Orneklerin protein konsantrasyonlarinimn tespiti igin 4 °C* de buzlu suda tutulan her
ornekten 5 pL protein ekstrakti alinip cam tiiplere aktarilmis ve yine son hacim 500 pL’
ye distile su ile tamamlanarak seyreltilmistir (seyreltme katsayis1 100). Bu agamalardan
sonra 1:5 oraninda diliie edilmis 1X Bradford ayiracindan 5 mL karisima ilave
edilmistir. Oda sicakliginda yaklasik 10-15 dakika bekletilmistirkten sonra 595 nm’
deki absorbans degerleri belirlenmistir. Absorbans okumalarinda cam kiivet
kullanilmistir. Standartlara ait absorbans degerleri kullanilarak bir grafik elde edilmistir
(Sekil 2. 1). Grafikten elde edilen denklem yardimi ile de protein konsantrasyonu
bilinmeyen oOrneklerin konsantrasyonlar1 formiilden tespit edilmistir. Denklemde X
egim, Y ise orneklerin Bradford sonucu 6l¢iilen absorbans degerlerini temsil etmektedir.

Hesaplamaya diliisyon faktorii olarak 100 katsayisi da dahil edilmistir.

Tablo 2.1. Bradford Standartlarinin Hazirlanmasi.

Standartlar 1 mg/mL stok dH,O (uL) 1X Bradford
BSA Ayiract (mL)
(110)
Kor 0 500 5
0,01 mg/mL 5 495 5
0,02 mg/mL 10 490 5
0,03 mg/mL 15 485 5
0,04 mg/mL 20 480 5
0,05 mg/mL 25 475 5
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0,25 y = 0,0316x + 0,0516
’ R? = 0,9998
€ 02 P
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Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 2.1. BSA standartlarindan elde edilen grafik.

Kontrol ve agir metal uygulama 6rneklerinde protein konsantrasyonlari tespit edildikten
sonra tiim Orneklerin ortak bir konsantrasyon degerinde olmasi i¢in ezme tamponuyla
gereken seyreltme yapilmistir. Ayarlamalar1 yapilan 6rnekler yeterli kii¢iik hacimlere
(aliquatlara) ayrilarak enzim c¢aligmalarinda kullanilmis veya sonraki ¢aligmalar i¢in —80

°C’ de saklanmustur.

2.6. Enzim Aktivitelerinin Tayini

Biitiin enzim ekstraklari enzim calismalari siiresince 0—4 °C’ de buzlu suda tutulmustur.
Ayrica 15181n olumsuz etkisi olabilecegi ihtimali de gbz Oniinde tutularak tiim 6rnekler

miimkiin oldugunca 1siktan korunmaya calisilmistir.

2.6.1. Siiperoksit Dismiitaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Siiperoksit dismiitaz aktivitesi tayininde modifiye yontem kullamlmistir [46]. Reaksiyon
karisimi1 20 mM sodyum fosfat pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 10 mM metionin, 0.1 mM p-
Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 0.005 mM riboflavin icerecek sekilde hazirlanmistir.
NBT metanol i¢inde, riboflavin ise 0.1 N NaOH i¢inde 8 mg/mL olacak sekilde

coziilerek stoklar hazirlanmigtir. NBT’ nin ve riboflavinin 1siktan olumsuz
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etkilenebilecekleri ihtimali goz Oniinde bulundurularak soliisyon 1s1k geg¢irmeyen

(amber) siselere hazirlanmig ve bu iki kimyasal karigima en son ilave edilmistir.

SOD ol¢iimiinde tek dalga boyu kullanildig: i¢in, hata payini en aza indirmek amaciyla
ornekler ikiserli gruplar (dublike) seklinde c¢alisilmistir. Cam tiiplere Oncelikle 50
pg/mL olacak sekilde enzim Orneklerinden ilave edilmis ve son hacim 3 mL olacak
sekilde tiiplerin iizerine reaksiyon karisimi ilave edilmistir ve vortekslenmistir. Agizlari
bir tipa yardimu ile kapatilan tiipler 15 dakika siire ile 300 pmol m™ s™' 15132 maruz
birakilmistir. Isiklandirma bitki biiylitme ¢emberi kullanilarak yapilmistir. Siirenin
tamamlanmasimnin  ardindan  Orneklerin  absorbans degerleri 560 nm’ de
spektrofotometrede okunmus ve % inhibisyon hesaplamasi i¢in kaydedilmistir. Kor
olarak 151k muamelesi yapilmamis reaksiyon karisimi  kullamilmistir.  Ornek

uygulamalarina ilaveten enzim ekstrakti icermeyen, yalniz reaksiyon karigimi igeren iki

tiipte orneklerle birlikte 151k uyaranina maruz birakilmistir.

Orneklerdeki SOD  konsantrasyonlarmin  belirlenmesi icin SOD  standartlart
hazirlanmistir. Standartlarin hazirlanmasinda sigir eritrositlerinden elde edilmis SOD
4470 U/mg (Sigma) kullanmilmistir. Bu enzimden 0.01 mg/mL bir ara stok
hazirlanmistir. Standartlarin hazirlanmasi Tablo 2.” de belirtildigi gibi yapilmustir.

Tablo 2.2. SOD standartlarinin hazirlanmasi.

standartlar 10 mM sodyum 0,01 mg/mL SOD | Reaksiyon karisimi
fosfat pH 7.5 (uL) stogu (uL) (mL)
Kor 500 _ 2,5
20 ng/mL 499 1 2,5
40 ng/mL 498 2 2,5
80 ng/mL 496 4 2,5
120 ng/mL 494 6 2,5
160 ng/mL 492 8 2,5
200 ng/mL 490 10 2,5
400 ng/mL 482 20 2,5
151k 500 _ 2,5
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Ornek uygulamasinda oldugu gibi standartlarin bulundugu tiiplerde 15 dakika boyunca
1518a tabi tutulmustur. Standartlara ait absorbans degerleri yine 560 nm’ de
spektrofotometrede okunmustur. Tiim absorbans okumalar1 cam veya plastik kiivette
yapilmistir. Standartlarin absorbans degerleri kaydedilmis ve % inhibisyon degerlerini

hesaplama da kullanilmistir. Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.
% inhibisyon=(Is1ik Kont. Abs.-(")rnegin Absorbansi) X 100/ 151k kont. absorbansi

% inhibisyona karsilik enzim konsantrasyonlarindan logaritmik bir grafik elde edilmistir
(Sekil 2. 2). Grafikte kullanilan standart SOD enzim konsantrasyonlarinin logaritmalari
almarak ve % inihibisyon degerleri ise aynen kullanilarak yeni bir dogrusal denklem
cizilmistir (Sekil 2. 3). Grafikten elde edilen formiil kullanilarak SOD konsantrasyonlari
bilinmeyen uygulamalarin enzim konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Formiilde y degeri %
inhibisyonu, X ise SOD konsantrasyonunu ng/mL cinsinden belirtmektedir. Bir SOD
tinitesi ise % 50 inhibisyon saglayan enzim miktar1 olarak tanimlandigi ig¢in
konsantrasyon degerleri liniteye c¢evrilmistir. Bu donilisimde de % 50 inhibisyona
karsilik gelen SOD konsantrasyonu dogrusal grafikten elde edilen formiil yardim ile

belirlenmis ve bu deger Ornek konsantrasyonlarinin {initeye ¢evrilmesinde

kullanilmistir.
y = 21,916Ln(x) - 59,999
R?=0,9814
80
3

70 /
60

% Inhibisyon
N
o
\0

= N O
o O O O
L L

100 200 300 400 500
[SOD] ng/ml

o

Sekil 2.2. SOD Standartlarindan elde edilen logaritmik grafik.
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Sekil 2.3. Dogrusal standart SOD grafigi.

2.6.2. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde modifiye edilen yontem kullanilmistir [47].
Aktivite tayin ortaminda ise 20 mM sodyum fosfat pH 7.5, 15 mM H»O, (Fluka %3’ likk
H,0,) ve 40 pg/mL olacak sekilde ornek ekstrakti kullanilmistir. Daha konsantre
kullanilarak gerekli konsantrasyon ayarlamalari ¢aligilan uygun kiivet i¢inde yapilmistir.
Kiivet i¢cinde calisilan reaksiyon hacmi 1 mL olarak belirlenmistir. Kor olarak da yalniz
tampon kullanilmigtir. Her defasinda oOrnekler kiivete yiiklenmeden Once iyice
vortekslenmistir. Reaksiyon H,O; ilavesi ile baslatilmis ve 240 nm dalga boyunda 3
dakika boyunca absorbans degerindeki diisiis gozlenmistir. Absorbans okumalar1 quartz
kiivette yapilmistir. Reaksiyonun baslangic ve bitis anindaki absorbans degerleri
kaydedilip aktivite hesaplamalarinda kullanilmistir. Hesaplamada formiil olarak AAbs/
dk = ¢x ¢ x | kullanilmistir. Buradaki 1 ¢alisilan kiivete ait 151k yolunun uzunlugudur ve
1’ e esittir. ¢ ise kiivette calisan enzimin konsantrasyonudur. & degeri ise parcalanma
katsayist olup katalaz icin 40 mM ' c¢m ' “dir. Formiille yapilan hesaplamadan elde
edilen deger kullanilarak da katalaza ait spesifik aktivite degerleri elde edilmistir.
Spesifik aktivitenin (SA) birimi pmol/mL/dakika = {inite/mg cinsinden elde edilmistir.

Katalaz i¢in kullanilan formiiliin son hali ise su sekilde olmustur.

AAbs/ dk
SA= x 1000 png /7.5 ug /mL
ex 1
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2.6.3. Askorbat Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Askorbat Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesinde 50 mM potasyum fosfat pH 6.6, 0.25
mM askorbat ve 1 mM H,0, (Fluka %3’ lik H,O,) reaksiyon karisimi kullanilmaistir.
Askorbat stogu 10 mM olarak belirlenmis ve tartilan miktar distile suda ¢oziilerek stok
hazirlanmistir. Reaksiyonu baslatmak i¢in kiivete 100 pg/mL olacak sekilde enzim
ekstrakti ilave edilmistir. Reaksiyon hacmi 1 mL olarak belirlenmistir. Kor olarak yalniz
tampon kullanilmistir. Askorbat ve H,O, 1siktan etkilendikleri i¢in stok hazirlamakta
amber siseler kullanilmistir. Reaksiyon 290 nm’ de 3 dakika boyunca quartz kiivet ile
spektrofotometrede okunmustur. Reaksiyonun baslangi¢ ve bitis absorbans degerleri
kaydedilmistir. Askorbata ait & degeri 2.8 mM " cm ' dir. SA hesaplamasinda asagidaki

formiil kullanilmastir.

AAbs/ dk
SA= x 1000 pg / 100 pg /mL
ex1

2.6.4. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu enzimin aktivite okumasi yonteminin modifiye edilmesine gore yapilmistir [44].
Aktivite ortami1 olarak 100 mM sodyum fosfat pH 7.5, | mM EDTA, 0.1 mM NADPH,
1 mM GSSG igeren tampon kullanilmistir. 2.5 mM NADPH stogu ve 20 mM GSSG
stogunun her ikisi de distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Reaksiyon ortaminda
konsantrasyon ayarlamasi yapilmistir. Kiivetin son hacmi 1 mL olacak sekilde
calisilmigtir. Fosfat tamponu ve EDTA kor olarak okunmustur. Okumalarda quartz
kiivet kullanilmistir. Reaksiyon 50 pg/mL enzim 6rneginin ilave edilmesi ile baslatildi
ve 5 dakika boyunca 340 nm’ de spektrofotometrede okunmustur. Baslangi¢c ve bitis
absorbans degerleri kullanilarak enzime ait SA hesaplamalar1 yapilmistir. GSSG i¢in &

degeri 6.2 mM "' cm ™ dir. SA hesaplamasinda su formiil kullamlmustir.

AAbs/ dk
SA= x 1000 pg /20 pg /mL
ex1
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2.6.5. Glutatyon S-Transferaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon S-Transferaz aktivite Olglimii bugday icin optimize edilen degerlere gore
yapilmistir [47]. Reaksiyon ortami olarak 100 mM potasyum fosfat (pH 6.5), | mM
EDTA, 1 mM CDNB (1-Kloro 2.4-Dinitro Benzen), 2 mM GSH kullanilmigtir. CDNB
ve GSH icin 20 mM’ lik stoklar hazirlanmistir. Uygun miktarlarda tartilan GSH stoku
distile su yardimi ile ¢6ziildii ve 6rneklerle birlikte 4 °C’ de tutulmustur. CDNB icin ise
tartilan miktar ilk 6nce 1.8 mL etanolda iyice ¢dzlilmiistiir. Ardindan iizerine 1.2 mL
distile su ilave edilmis ve stok hazirlanmasi tamamlanmigtir. Tiim absorbans okumalari
quartz kiivette yapilmistir. Kor olarak tampon ve EDTA kullanilmigtir. 1 mL kiivet
hacmi ile calisilmistir. GSH’ 1n enzimatik olmayan pargalanmasi sz konusu
olmusturgundan ve bu durumun aktivite hesaplamalarin1 yaniltmasi ihtimali
olusturdugu i¢in bu etkinin ortadan kaldirilmasi adma enzim disinda tiim bilesikleri
iceren kiivet 5 dakika boyunca bekletilmistir. Enzimsiz beklenilen bu zamanin ardindan
kiivete 50 pg/mL protein ornek ilave edilerek reaksiyon baslatilmig ve 340 nm’ de 5
dakika boyunca takip edilmigtir. Siirenin baslangicinda ve bitisindeki Orneklerin
absorbans degerleri kaydedilmistir ve SA hesaplamalarinda kullanilmistir. CDNB igin ¢

degeri 9.6 mM ' cm ™ dir. Hesaplamalarda asagidaki formiil kullanilmustir.

AAbs/ dk
SA= x 1000 pg / 50 pg /mL
exl

2.6.6. Verilerin Analizi

Tim uygulamalar birbirinden bagimsiz olarak yetistirilen ¢ set iizerinden
ylriitiilmistir. Her sete ait ¢aligmalar kendi icinde ii¢ kez tekrarlandi. Elde edilen
sonuclarin istatistiksel analizi %95 giliven araliginda tek-yonlii ANOVA testine gore

yapilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Bitki Cesitleri ve Stres Faktorlerinin Etkisi

Bu ¢aligmada kuraklik ve tuz stresine direncli Triticum aestivum L. (cv. Bayraktar) ve
duyarli Triticum aestivum L. (cv. Atay) kullanilmistir. Uygulamalar sonucunda stres
faktorlerinin fidelerde antioksidan maddelerin birikimine ve antioksidan enzimlerin

degisimine neden oldugu gézlenmistir.

3.2.1. Stres ve Glycine-betain Uygulamasinda Askorbat Peroksidaz’a Ait Bulgular

Kuraklik ve tuz stresi uygulanan duyarli (Atay) ve direngli (Bayraktar) Triticum
aestivum ¢esitleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, askorbat peroksidaz aktivitesinin
tuzlu kosullarda arttii, kuraklik (PEG) kosullarinda ise azaldigi goriilmiistiir (Sekil
3.1). Bu sonuglarin %95 giiven aralifinda yapilan ANOVA testinde anlamli farklarin
olustugu tespit edilmistir (P<0.05). Her iki bugday cesidinde ve tiim gruplar arasinda en
fazla artisin A.-tuz uygulamasinda en diisiik seviyenin ise B.-PEG uygulamasinda
oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda her iki kiiltiivar i¢in kontrol-
betain ve PEG gruplarinda aktivitenin daha az oldugu, tuz ve tuz-betain
uygulamalarinda ise aktivitenin arttig1 belirlenmistir. PEG-betain uygulamasi ig¢in
duyarh kiiltiivarda aktivite daha diisiik olarak tespit edilirken, direngli kiiltiivarda daha
ylksek oldugu belirlenmistir. Tuz ve tuz-betain uygulamalarinda her iki ¢esit i¢in tuz-
betain grubunun daha diisiik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. PEG ve PEG-betain
uygulamasinda duyarli kiiltiivar PEG-betain sonuclar1 daha diisiik bir aktivite

gostermigken, aktivitenin direngli kiiltiivarde daha ytiksek oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.1. Stres ve glycine-betain uygulamalarinda APX aktivite seviyesi.

Her iki kiltiivar kiyaslandiginda APX aktivitesi duyarlh kiiltiivarda daha yiiksek

olmustur.

Istatiksel olarak ANOVA testine gére duyarli kiiltiivarda kontrol-betain ile tuz
uygulamasi arasinda anlamli farkliliklar gézlenmis (P<0.05), fakat direncgli kiiltiivarda

istatiksel olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir.

3.2.2. Stres ve Trehaloz Uygulamasinda Askorbat Peroksidaz’a Ait Bulgular

Kuraklik ve tuz stresi uygulamalarinda stres duyarli ve direngli her iki kiiltiivar i¢cinde
en yuksek askorbat peroksidaz aktivitesinin tuz ve tuz-trehaloz uygulamalainda oldugu
goriilmiistiir (Sekil 3.2). Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda duyarh kiiltiivar i¢in
kontrol-trehaloz uygulamasinda aktivite artarken, direngli kiiltiivarda énemli bir fark
olugsmamistir. PEG uygulamasi i¢in duyarl atay kiiltiivarinda kontrole gore daha yiiksek
bir aktivite belirlenmis, direngli bayraktar ¢esidinde aktivite daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. PEG-trehaloz i¢in ise her iki kiiltiivarda kontrole kiyasla daha diisiik enzim
ifadesi goOzlenmistir. Stres ve stresin etkisini 1iyilestirdigi diisliniilen trehaloz
uygulamalar1  karsilagtirmalarinda  trehalozun  enzimin  aktivitesini  diistirdiigii

goriilmiistiir. En diisiik aktivitenin ise PEG-trehaloz uygulamalarinda oldugu tespit
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edilmistir. Genel olarak duyarli kiiltiivarda enzimin aktivitesinin daha yiiksek oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 3.2. Stres ve trehaloz uygulamalarinda APX aktivite seviyesi.

ANOVA testi ile yapilan analize gore duyarli ve direngli ¢esitleri arasindaki enzim
aktivitesi ile duyarh kiiltiivarda kontrol ile tuz uygulamasi arasindaki farkin onemli
oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Diger uygulamalar arasinda istatiksel olarak anlamli fark

olmadig belirlenmistir.

3.3.1. Stres ve Glycine-betain Uygulamasinda Katalaz’a Ait Bulgular

Katalaz ile ilgili yapilan caligmada genel olarak direngli kiiltiivardaki enzim
aktivitesinin duyarh kiiltiivara goére daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En yliksek
aktivitenin direngli bayraktar ¢esidine ait kontrol ve PEG-betain uygulamalarinda ve en
diisiik aktivitenin ise duyarli atay g¢esidine ait tuz uygulamasinda oldugu goriilmiistiir
(Sekil 3.3). Kontrole kiyasla direngli kiiltiivarda PEG-betain uygulamasi hari¢ her iki
kiiltiivarda da tiim uygulamalarda diisiik aktivite degerleri gbzlenmistir. Sadece betain
uygulamasinin kontrol gruplart ve direngli ¢esitte PEG ve PEG-betain uygulamasi
disinda her iki c¢esit icinde yiiksek bir aktivite gosterdigi belirlenmistir. En diisiik

aktivitenin ise genel olarak tuz ve tuz-betain uygulamalarinda oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 3.3. Stres ve glycine-betain uygulamalarinda CAT aktivite seviyesi.

Tim uygulamalar i¢in ANOVA testine gore Onemli bir farkin olusmadig1 tespit

edilmistir.

3.3.2. Stres ve Trehaloz Uygulamasinda Katalaz’a Ait Bulgular

Stresin neden oldugu enzim aktivitesi degisim sonucglarma gore kontrol ile
karsilagtirildiginda uygulamalarda en diisiik aktivitenin duyarli Atay ¢esitinde PEG-
trehaloz uygulamasinda ve en yiiksek aktivitenin de direngli Bayraktar ¢esitinde tuz-
trehaloz uygulamasinda  oldugu goriilmistir (Sekil 3.4). Duyarli ve direncli
kiiltiivarlarin kontrol gruplar1 ve kontrol-trehaloz arasinda fark olusmadigi goriilmiistiir.
Uygulamalar arasinda direncli kiiltiivarda daha yiiksek bir aktivite gdzlenmistir. Stres
uygulamalar ile birlikte verilen trehalozun enzimin aktivitesini diisiirmesi beklenirken
bu sonucun sadece A.-PEG trehaloz uygulamasinda ortaya ciktigi tespit edilmistir.

Genel olarak direngli kiiltiivarde daha yliksek CAT aktivitesi gozlenmistir.
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Sekil 3.4. Stres ve trehaloz uygulamalarinda CAT aktivite seviyesi.

Her iki kiiltiivar i¢cinde yapilan ANOVA analizine gore cesitlerin kendi iginde ve
birbirleriyle karsilagtirilmalarinda anlamhi farkliliklarin olustugu belirlenmistir. Ayrica
B.-kontrol, B-tuz-trehaloz, B.-trehaloz, B.-tuz-terhaloz ve A.-kontrol ile Atay’a ait diger

uygulamalar arasindaki istatiksel farkin 6nemli oldugu goriilmiistiir (P<0.05).

3.4.1. Stres ve Glycine-betain Uygulamasinda SOD’a Ait Bulgular

Kontrolle karsilastirildiginda strese bagli en yiiksek SOD aktivitesinin kontrol-betain
uygulamasinda ortaya cikmustir. Stres faktorlerinin enzimin aktivitesinde bir artisa
neden olmadig1 belirlenmistir. Kontrolle birlikte betain uygulamasini aktiviteyi artirdigi
ancak stresle birlikte betain uygulamalarinin enzimin ifadesini diislirdigli goriilmiistiir
(Sekil 3.5). Duyarli Atay kiiltiivar i¢in tuz stresinin kuraklik, stresine gore aktiviteyi
artirdigi, direngli Bayraktar kiiltiivarinda ise onemli bir fark olusturmadigi tespit
edilmistir. Her uygulama kendi aralarinda degerlendirildiginde duyarli gesitte daha
yiiksek bir SOD aktivitesi belirlenmistir. En diisiik aktivite her iki ¢esit icinde PEG-

betain uygulamasinda oldugu gézlenmistir.
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Sekil 3.5. Stres ve glycine-betain uygulamalarinda SOD aktivite seviyesi.

Her iki kiiltiivar i¢in uygulamalarin kendi iclerinde kiyaslamasinin ve duyarh kiiltiivar
ile direncli kiiltiivarin uygulamalar1 arasinda istatiksel olarak ANOVA testine gore

anlamli farkliliklarin olugmadigi gorilmistiir.

3.4.2. Stres ve Trehaloz Uygulamasinda SOD’a Ait Bulgular

Kontrole kiyasla tuz stresinin enzimin ifadesini artirdigi ancak kuraklik stresinin
degistirmedigi tespit edilmistir. Her iki kiiltiivarde SOD aktivitesi tuz stresinde kontrole
gore daha yiliksek oldugu gozlenirken, kuraklik stresinin kontrole yakin degerlerde
oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.6). Tuz-trehaloz uygulamasinin tuz ile kiyaslanmasinda
duyarli Atay ¢esitinde daha diisiik oldugu, Bayraktar ¢esitinde ise daha yiiksek oldugu
ortaya ¢cikmistir. PEG-trehaloz setinin PEG ile karsilagtirilmasinda duyarl kiiltiivarda
aktivite artarken, direncli kiiltlivarda degismedigi goriilmiistiir. Kontrolle birlikte
trehaloz uygulamasinin enzimin aktivitesini duyarl kiiltiivarda diisiirdiigli fakat direngli
kiiltiivarda degistirmedigi gozlenmistir. Uygulamalar i¢in en yiiksek SOD aktivitesinin

A.-tuz uygulamasinda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.6. Stres ve trehaloz uygulamalarinda SOD aktivite seviyesi.

Istatiksel olarak ANOVA testine gore uygulamalarin kendi iglerinde ve Atay-Bayraktar

karsilastirilmasinin 6nemli olmadigi belirlenmistir.

3.4.1. Stres ve Glycine-betain Uygulamasinda Glutatyon Rediiktaz’a Ait Bulgular

Stres faktorleri nedeniyle ortaya c¢ikan glutatyon rediiktaz aktivitesi kontrolle
kiyaslandiginda her iki ¢esit i¢inde en yiiksek aktivitenin tuz stresinde meydana geldigi,
kuraklik uygulamalarinda ise enzim aktivitesinde diisiis oldugu belirlenmistir (Sekil
3.7). Tuz stresi ile birlikte betain uygulamasi duyarl kiiltiivarda aktivite artisina neden
olmus, direngli kiiltiivarda aktiviteyi azaltici yonde etki etmistir. PEG ve PEG-betain
uygulamalarinda her iki ¢esit icinde diisiik enzim aktivitesi goriilmiistiir. Duyarli Atay
kiiltivarinda en yiiksek aktivite tuz-betain uygulamasinda, direngli kiiltiivarda tuz
uygulamasinda oldugu ortaya c¢ikmistir. En diisiik aktiviteler ise Atay i¢in kontrol-
betain, Bayraktar i¢in PEG-betain uygulamalarinda gozlenmistir. Direngli kiiltiivar i¢in
stres kosullar1 ile betain uygulamasinin enzimin aktivitesini diigiirdiigii tespit edilmis,
duyarl kiiltiivar i¢in aktiviteyi artirdigi belirlenmistir. Kontrol-betain uygulamasinin
duyarli kiiltiivarda aktiviteyi diislirdiigli, direngli kiiltiivarda aktiviteyi artirdigi
gorlilmiistiir. Tuz stresinde duyarl gesitte direngli cesite gore daha yiiksek aktivite

gozlenmistir. Fakat kuraklik stresinde ¢esitler arasinda fark olugsmadigi tespit edilmistir.



44

Glutatyon Rediktaz Aktivitesi
2
5 0.07
= 0,06 o A-Atay; B-
:5 0,05 T T T Bayraktar
£ 004 T |
Z 0,03 L I
X
< 0,02 A ||
= 0,01 - — ﬂ
§ O T T T T T T T T T
n (‘\\\o s @(\ &\}’\, Q‘}{&(\ QJQ é)\.’b\‘(\ \\'o\ @(\ &\}’\, é}@(\ Q;Q’ Q}’O'\Q

CF v T e O F e Tl I
Uygulamalar

Sekil 3.7. Stres ve glycine-betain uygulamalarinda SOD aktivite seviyesi.

ANOVA testi ile yapilan istatiksel analizde direngli Bayraktar kiiltiivar: i¢in anlaml
sonuglar elde edilmigsken (P<0.05, Tukey), duyarli Atay kiiltiivar1 i¢in istatiksel olarak
onemli farkliliklar ortaya c¢ikmamustir. Ayrica duyarli ve direngli kiiltiivarlarin

karsilastirilmasindan anlamli sonuglara ulasilmamastir.

3.4.2. Stres ve Trehaloz Uygulamasinda Glutatyon Rediiktaz’a Ait Bulgular

Stres faktorleri nedeniyle glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi kontrole gore tuz stresi
uygulamalarinda daha yiiksek goriilmiis, kuraklik stresinde her iki ¢esit icinde 6nemli
bir fark olusmadig:i belirlenmistir (Sekil 3.8). Kontrol-betain uygulamasinda duyarh
kiiltiivarda aktivite daha diisiik olup direncli kiiltiivarda degismemistir. Tuz ve tuz-
betain uygulamalarindan A.-tuz-betain uygulamasinda enzim seviyesi diisiik olarak
tespit edilmis, direngli kiiltiivarde fark goézlenmistir. Atay ¢esidinde PEG
uygulamasinda aktivite daha diisiikken, direngli gesitte PEG-betain uygulamasi daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Duyarli ve direngli c¢esitleri karsilastirdigimizda

uygulamalar arasinda benzer sonuglar ortaya ¢iktigi goriilmiistiir.
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Sekil 3.8. Stres ve trehloz uygulamalarinda GR aktivite seviyesi.

Istatiksel olarak ANOVA testine gére uygulamalarin kendi iclerinde ve Atay-Bayraktar

karsilastirilmasinin 6nemli olmadigi belirlenmistir.

3.5.1. Stres ve Glycine-betain Uygulamasinda Glutatyon S-Transferaz’a Ait
Bulgular

Glutatyon S-Transferaz (GST) aktivitesi uygulamalara bagl olarak kiiltiivarlar arasinda
bir kiyaslama yapildiginda direngli Bayraktar kiiltivaranda daha yiiksek aktivite
gozlenmistir (Sekil 3.9). Cesitler kendi iclerinde karsilastirildiginda kontrole gore
duyarli Atay cesitinde betain, tuz, tuz-betain ve PEG-betain uygulamalarinda diistik bir
aktivite ortaya ¢ikmis, PEG uygulamasinda daha yiiksek aktivite goriilmiistiir. Direngli
cesitte ayn1 karsilastirmay1 yaptigimizda tuz ve tuz-betain uygulamasinda kontrole gore
daha disiik aktivite tespit edilmis, ancak kontrol-betain, PEG ve PEG-betain
uygulamalarinda ise daha yiiksek bir aktivite Olgiilmiistiir. Her iki ¢esit i¢inde tuz
uygulamasinda diisiik aktivite olusmus, fakat kuraklik uygulamalarinda daha yiiksek
aktivite ortaya c¢ikmistir. Tuz uygulamasinda duyarli c¢esitteki betain denemesinin
enzimin aktivitesini degistirmedigi ancak direngli ¢esitte ise enzimin aktivitesini
artirdign gozlenmistir. Kuraklik sartlarinda betain uygulamasinin duyarl kiiltiivarda
aktiviteyi diistirdiigi goriilmiis, bunun yaninda diren¢li kiiltiivarda artirdigi tespit

edilmistir.
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Sekil 3.9. Stres ve glycine-betain uygulamalarinda GST aktivite seviyesi.

Her iki kiltiivar i¢cin uygulamalarin kendi iglerinde kiyaslamasinin istatiksel olarak
ANOVA testine gore anlamh farkliliklarin olugsmadigi gortilmiistiir. Ancak kiiltiivarlar
birbirleri ile karsilastirdigimizda sonuglarin 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05,

Tukey).

3.5.2. Stres ve Trehaloz Uygulamasinda Glutatyon S-Transferaz’a Ait Bulgular

Kontrol grubu ile tuz stresinin duyarli Atay ¢esitinde GST aktivitesini diislirdiigii fakat
kuraklik stresinde degistirmedigi gozlenmistir. Direngli ¢esitte tuz ve kuraklik
streslerinde GST aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir (Sekil 3.10). Duyarli kiiltiivarda
kontrolle karsilastirildiginda kontrol-terhaloz ve PEG uygulamalarinda yiiksek aktivite
gozlenmis, ancak tuz, tuz-trehaloz ve PEG-trehaloz uygulamalarinda daha diisiik
aktivite ortaya ¢ikmistir. Direngli kiiltiivarda ise tiim uygulamalarda enzim aktivitesi
kontrole gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Stres kosullar ile birlikte uygulanan
trehaloz uygulamasi duyarli kiiltiivarda enzimin aktivitesini diisiirdiigii, direncli
kiiltlivarda tuz-trehaloz uygulamasinda tuz uygulamasma gore daha yiiksek aktivite
ortaya ¢iktig1, PEG-trehaloz uygulamasinda ise PEG uygulamasma gore aktivitenin
diistigii goriilmiistiir. Genel olarak GST aktivitesinin direngli ¢esitte daha yiliksek

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 3.10. Stres ve trehaloz uygulamalarinda GST aktivite seviyesi.

Uygulanan ANOVA testine gore duyarli ve direngli her iki kiiltiivar i¢inde anlamli
farkliliklarin olugmadigi ortaya c¢ikmis, ancak cesitleri aralarinda karsilastirdigimizda

onemli sonuglarin olustugu tespit edilmistir (P<0.05, Tukey).

3.6. Lipid Peroksidasyonu ve Prolin Icerigi
3.6.1. Stres ve Glycine-betain Uygulamasinda MDA (Malondialdehit) Seviyesi

Lipid peroksidasyonunun indirekt gostergesi olarak kontrol ve stres uygulamalarinda
MDA seviyesi tespit edilmistir. Stres faktorlerinin her iki kiiltivarda de lipid
peroksidasyonunu artirdigir gézlenmistir (Sekil 3.11). En yiliksek MDA igeriginin PEG
uygulamalarinda oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte tuz uygulamalarinda da kontrole
gore daha yiiksek MDA seviyesi oldugu belirlenmistir. Duyarli kiiltiivarda stres
faktorleri ile birlikte uygulanan betainin MDA seviyesini artirdigi ortaya g¢ikmustir.
Direngli kiiltiivarde ise stres kosullarina gore tuz-betain ve PEG-betain uygulamalarinda
daha diisiikk bir MDA diizeyi ortaya c¢ikmustir. Duyarli ve direngli kiiltiivarleri
karsilagtirdigimizda tuz uygulamalarinda direngli kiiltivarda daha yiiksek MDA
seviyesi gozlenmigken, duyarl kiiltiivarda PEG uygulamalarinda daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Kontrol ve kontrol-betain uygulamalarinda direngli Bayraktar ¢esidinde

daha yiiksek MDA seviyesi tespit edilmistir.
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Sekil 3.11. Stres ve glycine-betain uygulamasinda MDA (Malondialdehit) seviyesi.

Istatiksel olarak ANOVA testine gore Atay kiiltiivarinda Kontrol-Betain ile PEG-Betain
uygulamalar arasindaki farkin 6énemli oldugu gozlenmistir. Ayrica duyarli ve direngli
kiiltiivarlarin kendi i¢lerinde ve birbirleri ile kiyaslanmalarinda anlamli sonuglar ortaya

koymustur (P<0.05, Tukey).

3.6.2. Stres ve Trehaloz Uygulamasinda MDA (Malondialdehit) Seviyesi

Stres ve Trehaloz uygulamalarina dayali olusan MDA diizeyinin kuraklik stresinde en
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte tuz stresinde de MDA diizeyinin arttig1
belirlenmistir (Sekil 3.12). Kontrolle karsilastirildiginda duyarh kiiltiivar i¢in trehaloz
uygulamasinda diigsiik bir MDA seviyesi tespit edilmisken, tuz, tuz-trehaloz, PEG ve
PEG-trehaloz uygulamalarinda daha yiiksek bir sonu¢ ortaya ¢ikmistir. Direncli
kiiltiivarda trehaloz ve tuz-trehaloz uygulamasinda MDA diizeyinin diistiigii
belirlenmistir. Ancak tuz, PEG ve PEG-trhaloz uygulamalarinda daha yiiksek lipid
peroksidasyonu Ol¢lilmiistiir. Stres ile birlikte ekzojen olarak uygulanan trehalozun
duyarl kiiltiivarda PEG uygulamasi disinda her iki ¢esitte de lipid peroksidasyununu
diisiirdiigii goriilmiistiir. En diisiik MDA seviyesinin kontrol-trehaloz uygulamasinda
oldugu belirlenmistir. Kiiltiivarlar arasinda uygulamalardaki MDA seviyesinde benzer
sonuclar ortaya cikmustir. Kuraklik stresinde c¢esitler arasinda benzer sonuglar
belirlenmigken diger uygulamalar igin direngli g¢esitte daha yiiksek MDA seviyesi

gozlenmistir.
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Sekil 3.12. Stres ve trehaloz uygulamasinda MDA (Malondialdehit) seviyesi.

Yapilan ANOVA analizine gore uygulamalar arasinda anlamli bir farkin olusmadigi

tespit edilmistir.

3.6.3. Stres ve Glycine-betain Uygulamasinda Prolin Seviyesi

Kuraklik ve tuz stresine cevap olarak bitkilerin bircok tiir ve cesitleri yiiksek
konsantrasyonda prolin biriktirmektedirler. Kuraklik, tuz ve bunlarin Glycine-betain ile
kombinasyonlar1 prolin birikiminde degisimlere neden olmustur (Sekil 3.13). En yiiksek
prolin birikiminin A.-tuz-betain uygulamasinda ve en diisiik seviyenin de A.-kontrol,
A.-betain, B.-kontrol ve B.-PEG-betain uygulamalarinda oldugu goriilmiistiir. Stres
faktorleri ile uygulanan betainin A-tuz-betain seti hari¢ tiim uygulamalarda prolin
diizeyini diisiirdiigli belirlenmistir. Kontrol-betain uygulamasinin direngli genotipte
prolin birikimini artirdifi ancak duyarli genotipte Stres kosullarinda duyarli Atay
genotipe direngli bayraktar genotipine gore daha yiiksek bir prolin birikimi ortaya

cikmistir.

Istatiksel analizde ANOVA testi uygulandi. %95 giiven aralifma gore duyarli
kiiltiivarda kontrol ile tuz-betain ve kontrol betain arasindaki farkin 6énemli oldugu
belirlenmistir. Ayrica kiiltiivarlarin kendi i¢lerinde ve birbirleri ile karsilagtirilmalarinda

istatiksel farkin anlamli oldugu tespit edilmistir (P<0.05, Tukey).
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Sekil 3.13. Stres ve glycine-betain uygulamasinda prolin seviyesi.

3.6.4. Stres ve Trehaloz Uygulamasinda Prolin Seviyesi

Stres faktorleri ve ekzojen trehaloz uygulamalari kontrolle kiyaslandiginda prolin
birikimini 6nemli derecede artirdigr belirlenmistir. Duyarli kiiltiivarda en yiiksek
seviyenin PEG-trehaloz uygulamasinda oldugu goriilmiis, direngli kiiltiivarda ise tuz

uygulamasinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.14. Stres ve trehaloz uygulamasinda prolin seviyesi.
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Stres kosullariyla birlikte uygulanan trehalozun duyarl ¢esitte prolin birikimini artirdigi
gbzlenmisken, direncli kiiltiivarda azalttig1 sonucu ¢ikmistir. Ayrica stresin kiiltiivarlar
arasinda prolin birikiminde farkli sonuglar ortaya ¢ikmasina neden oldugu
belirlenmistir. Tuz stresine bagli prolin birikimi direngli Bayraktar cesidinde daha
yliksek olmus, ancak kuraklik stresinde bu durumun duyarli Atay ¢esitinde daha yiiksek
seviyede oldugu sonucuna varilmistir Kontrol ve kontrol-trehaloz uygulamalarinda her
iki kiiltiivar i¢cinde prolin birikiminin en diisiik oldugu goriilmiistiir.. Duyarli ¢esitte
PEG uygulamasinda tuz uygulamasina gore daha yiiksek prolin birikimi gozlenmistir.
Ancak direngli ¢esitte bunun tam tersi bir durumun olustugu goriilmiistiir. Tuz stresinin

kuraklik stresinden daha fazla prolin birikimine neden oldugu belirlenmistir.

Orneklerin istatiksel analizinde ANOVA testi uygulandi ve %95 giiven aralig

kullanildi. Elde edilen sonuglar istatiksel agidan 6nemli olmadig1 tespit edilmistir.



4. BOLUM
TARTISMA VE SONUCLAR

Tuzluluk ve kuraklik stresi bitki verimini etkileyen en Onemli abiyotik stres
faktorlerindendir. Bitkiler bu streslerle bas etmek i¢in ¢ok c¢esitli mekanizmalar
gelistirmislerdir. Iki farkli (strese duyarhi ve direncli) bugday cesidi kuraklik ve tuz
stresine farkli tepkiler vermislerdir. Stres sonucu bitkilerde morfolojik olarak kontrol
grubuna gore dnemli farkliliklar gézlenmistir. Stres uygulanan bitkilerin gévde ve kdk
boylar1 6nemli oranda kii¢lilmiistiir. Stres ile birlikte disaridan glycine-betain (GB)

uygulamasi bu durumu olumlu etkilemistir.

Glycine-betain (GB) dogal olarak bakteri, siyanobakteri, alg, fungi, hayvan ve bircok
bitki familyasinda (Gramineae, Composite, Amanontacea ve Malvaceae)
sentezlenmekte ve dolayisiyla biriktirilmektedir. Organizmalar stres kosullarinda GB
sentezini ve birikimini artirarak kendi kendilerini strese karsi korurlar. Daha yiiksek
yapil bitkilerde yalnizca osmotik streslere karsi koruyucu ve osmotik diizenleyici degil,
foto sistem-II’de, membranda, proteinlerin quaterner yapisinin korunmasinda ve
RUBISCO gibi enzimlerin dengelenmesinde gorev alir [20]. GB’nin koruyucu etkisi
bir¢ok bitkide rapor edilmistir. Bitkilerde ekzogen GB uygulamas: stres kosullarinda

bliylimeyi ve hayatta kalmay1 artirdig1 gozlenmistir.

Pirin¢ bitkisinde yapilan ¢alismada GB uygulamasinin kontrol grubuna gore tuzlu
kosullarda yetisen bitkilerde GB birikiminin arttigi goriilmistiir. 10 mM GB bezelye
bitkisinin yapraklarindan sprey yoluyla uygulanmis ve bitkinin tuza karsi toleransinin
arttig1 belirlenmistir. GB stresin sebep oldugu dehidrasyondan hiicrenin zarar gérmesini

Onleyici osmoprotektan bir rol oynadigi bildirilmistir [20].



53

Trehaloz bitkilerde biiylime ve gelismede 6nemli bir rol almaktadir. Kuraklik veya su
eksikliginde osmoprotektan olarak bilinmektedir. Trehaloz su emilimini saglayan bir
kapasiteye sahiptir. Bu molekiil, hiicreleri kurumanin zararlarindan korumada diger

biyolojik molekiillerin (sekerlerin) en basinda goriilmektedir [8].

Trehalozun soguk kosullarinda mayalarda (Saccharomyces) osmotik diizenleyici olarak
biriktirildigi bilinmektedir. Bu kosullarda mikroorganizmanin soguk direncini artirarak
diisiik sicakliktan ve liyoflizasyondan korudugu rapor edilmistir [49]. Bakterilerde, bazi
bitkilerde, mantarlarda, mikroskobik hayvanlarda ve bdceklerde dogal olarak yiiksek
konsantrasyonda trehaloz bir karbonhidrat olarak biriktirilmekte ve gesitli streslere ve
oksijen radikallerine karsi bu organizmalar1 korumaktadir. Stres kosullarinda bu
organizmalarin hayatta kalmalar1 genel olarak hiicrelerinde bulundurduklar1 trehaloz
igerikleri ile iliskilidir [50]. Normal olarak memeli hiicrelerinde trehaloz sentezlenmez
fakat trehaloz sentezini katalizleyen enzim bu organizmalarin fibroblast hiicrelerine E.
coli’den verilmis ve normal hiicreler gore trehaloz sentezi yapan fibroblast hiicrelerinin
kurumaya kars1 daha direngli olduklar1 goriilmiistiir. Bitkilerde bu rolii yaygin olarak
siikroz iistlenmektedir. Trehalozun yoklugu veya az bulunusu bir¢ok bitkide strese karsi
protektan etkisinin ortandan kalkmasi demektir. Trehaloz metabolik olarak biriktirilen
bir karbonhidrat olarak diisiiniilmekteydi. Ancak son yapilan ¢aligmalar trehalozun zor
cevresel sartlara karsi hiicreleri koruyucu Onemli bir rol oynadigini gostermistir.
Escherichia coli ile yapilan ¢alismada diisiik sicaklikta trehalozun oksijen radikallerinin
neden oldugu oksidatif zararlara karsi hiicreleri korudugu belirlenmistir [51]. Piring
bitkisinde tuz, soguk ve kuraklik streslerinde karbonhidrat metabolizmasi (galaktoz,
glukoz, fruktoz) calisilmis ve tuz stresinde herhangi bir degisim goriilmemistir. Diger
taraftan soguk ve kuraklik streslerinin hekzoslarin seviyesini artirdigi goézlenmistir.
Duyarli piring ¢esidinde abiyotik stres kosularinda galaktoz seviyesi azalmis veya
degismemis ancak glukoz ve fruktoz diizeyleri artmistir. Sukroz ve trehaloz gibi
disakkaritler agisindan soguk stresinde her iki kiiltiivar acisindan sukroz seviyesinde
Onemli bir artis olmamistir. Fakat toleransh kiiltiivarde tuz ve kuraklik streslerinde
azalma goriilmiistiir. Trehaloz konsantrasyonundaki degisme stres uygulamasindan
sonra artmistir. Bu disakkaritlerin duyarl kiiltiivardeki konsantrasyonlar1 tuz stresinde
yaklagik iki katina ¢ikarken kuraklik stresinde yirmi kat artmistir. Trehaloz

konsantrasyonu kontrol gruplarinda toleransh kiiltiivarda duyarh kiiltiivara gore dort kat
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daha fazla olmustur. Duyarli genotipte su eksikliginde trehaloz konsantrasyonunda
biiylik bir artis goriilmiistiir. Bu durum toleransh kiiltiivarla karsilastirildiginda su
eksikligi ve tuz streslerinde duyarl kiiltiivarin yasama sansini artirmasinin nedenini

aciklayan bir sonugtur [8].

4.1. Askorbat Peroksidaz (APX)

Askorbat peroksidaz askorbati katalizleyen bir enzimdir. Bu islemi yaparken hidrojen
peroksidi kullanir. Bu sekilde hidrojen peroksid hiicreden uzaklastirilir. Doku askorbat
peroksidaz aktivitesi 6zellikle tuz stresi ve tuz ile birlikte uygulanan GB’nin kontrole
kiyasla enzimin aktivitesini artirdig1 gézlenmistir. Tuz stresi altinda yetistirilen piring ve
domates bitkilerinde APX seviyesinin arttigi gorilmiistir. GB piring bitkisinin
yapraklarinda  biriktirilerek tuz stresinin  neden oldugu oksidatif zararlar
sinirlandirilmistir [20]. Benzer sekilde bugday, misir ve sorgum bitkileriyle yapilan
calismada disiik sicaklikta ve tuz kosullarda APX diizeyinin arttig1r goriilmiistiir. Bu
sonuglar ¢alismalarimizi destekler niteliktedir [46]. Beta maritima ve Beta vulgaris
cesitlerinde tuz stresi uygulamasi yapilmis ve artan tuz konsantrasyonuna paralel olarak
enzimin aktivitesinin arttig1 belirlenmistir [52]. Cesitli bugday genotipleriyle yapilan
calismada tuz stresi altinda APX aktivitesinin arttig1 bildirilmistir [31]. Deniz suyunda
yetistirilen bugday fidelerinde kontrol grubuna goére APX aktivitesinin kok ve
yapraklarda arttigi gozlenmistir [53]. Duyarli ve diregli piring ¢esitlerinde tuz stresi
altina yapilan calismada kontrole gore APX aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir [54].
Tiitiin bitkisiyle yapilan ¢alismada kontrolle karsilastirildiginda tuzlu kosullarda APX
aktivitesinin azaldigr gorilmiistiir. Tuzla birlikte disaridan GB uygulamasi yapilmis
fakat aktivitede onemli bir degisiklik goriilmemistir [55]. Kuraklik stresinde ve kontrol-
betain uygulamalarinda aktivitenin azaldigi goriilmiistiir. Kuraklik —sartlarinda
yetistirilen bugdaylarda enzimin aktivitesinin kontrole gore daha diisikk oldugu
goriilmistiir. Bizim ¢aligmalarimizda da paralel sonuglar elde edilmistir. Kuraklik ile
silicon uygulamasinda ise enzimin aktivitesinde onemli bir degisiklige yol agmadigi
belirlenmistir [9]. Bezelye bitkisinde kuraklik stresi altinda askorbat seviyesindeki
azalmanin oksidatif zararlar1 artirdigin1 bulmuslardir [46]. Bir baska calismada kuraklik
stresinde bugday bitkisinde askorbat peroksidaz seviyesinin arttigr gézlenmistir [56].

Fasulye bitkisiyle yapilan ¢alismada kuraklik stresinin kontrole goére uygulamalarda
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APX aktivitesinin direncli kiiltiivarda artirdigi ancak duyarh kiiltiivarda 6nemli bir
degisiklige yol agmadigr gozlenmistir [57]. B.PEG-betain uygulamasi disinda tiim
uygulamalarda GB’nin enzimin aktivitesini diisiirdiigii tespit edildi. Istatiksel olarak
sonuclarin anlamli oldugu belirlenmistir. Enzimin seviyesinde ki diisiisiin GB’nin

bitkide biriktirlerek osmoprotektan gorev yaptig1 diisiiniilebilir.

Stres kosullar1 ve GB uygulamasinin neden oldugu enzim degisimlerine benzer sonuglar
trehaloz uygulamasinda da goriilmektedir. Her iki kiiltiivar i¢in tuz stresinde ve duyarh
kiiltiivarde PEG uygulamasinda enzimin seviyesi kontrole gore artmistir. Ancak direncli
Bayraktar kiiltiivarinda kuraklik kosullarinda daha diisiik enzim diizeyi goriilmiistiir.
Stres kosullarinda disaridan trehaloz uygulamasi enzimin seviyesinin diigmesine neden

olmustur. Bu durum trehalozun stresin etkisini azalttig1 diisiincesini ortaya koymaktadir.

4.2. Katalaz (CAT)

Katalaz peroksizomlarda hidrojen peroksidi su ve oksijene parcalayan bir enzimdir. Bu
sekilde gergeklesen olay hiicrelerde daha reaktif olan hidroksil radikallerinin olugmasi
engellenmektedir. GB ve trehaloz gibi osmoprotektan maddeler stres kosullarinda

oksidatif zararlara kars1 hiicreleri korumaktadirlar.

Kuraklik ve tuz stresi ile bunlarla birlikte disaridan uygulanan GB’nin CAT aktivitesi
belirlenmistir. Kuraklik ve tuz streslerinin kontrole kiyasla duyarli ve direngli
kiiltiivarlerde enzimin aktivitesini azalttig1 goriilmiistiir. Ancak aktivitenin kuraklik
stresinde tuz stresine gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmigtir. Tiitlin bitkisi ile
yapilan calismada tuz stresi altinda CAT aktivitesinin kontrole gore diisiik oldugu
gbzlenmistir. Tuz-GB uygulamasinda da benzer sonug ortaya ¢ikmugtir [58]. Kuraklik
sartlarinda yetistirilen bugdaylarda enzimin aktivitesinin kontrole goére daha diisiik
oldugu goriilmiistiir. Calismalarimizda da benzer sonuglar gézlenmistir [9]. Keles ve
Oncel’in bugday bitkisinde diisiik sicaklik ve tuz stresi altinda CAT aktivitesinin
artigin1 fakat uygun sicaklik ve tuz stresi altinda enzimin aktivitesinin azaldigini
gostermislerdir. Literatiirdeki baz1 calismalara gore de bazi bugday varyetelerinde
kuraklik stresi sonrasinda CAT aktivitesinde artis gozlenmistir [46]. Tuz stresi altinda
bugday ile yapilan calismada CAT aktivitesinin arttigt gozlenmistir. Ancak GB

uygulamasinin 6zellikle stres toleransh bugday ¢esidinde enzimin aktivitesinin azalttigi
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goriilmiistiir. Tuzlu kosullarda bitkilerde Na" ve CI” birikimi artmaktadir. GB bitkilerin
koklerinde biriktirilerek osmotik diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. Bu sekilde
koklerde GB birikimi Na” ve CI” iyonlarinin bitkilere gegmesini ve koklerden yapraklara
taginmasini engellemektedir [7]. Soguk ve su stresi kosullarin stres duyarli ve toleransl
piring ¢esitlerinde CAT aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte tuz stresinde
toleransh kiiltiivarde enzimin aktivitesi artarken, duyarh kiiltlivarda azalmistir. Bagka
bir piring ¢esidi ile yapilan caligmada duyarh kiiltlivarda CAT aktivitesi toleransh
kiiltiivardan daha yiiksek bulunmustur. Ancak tuzlu kosullarda enzimin aktivitesinin
azaldig1 goriilmiistiir. Duyarli ve direngli domates genotiplerinde tuz stresi altinda CAT
aktivitesindeki artis ve azalmalar1 gosterilmistir. Stres kosullar1 altinda CAT ve APX
hidrojen peroksidi (H,O;) elimine etmektedirler. Tuz stresi altinda yetistirilen direncgli
piring cesitlerinde GB uygulamasinin CAT aktivitesini azalttigi gorilmiistiir [20].
Kontrol-betain ve streslerle birlikte betain uygulamalarinda da enzimin seviyesinin
azaldig1 gozlenmistir. Direngli Bayraktar ¢esidinde enzimin aktivitesinin daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Tiitlin bitkisiyle yapilan ¢alismada kontrolle karsilastirildiginda
tuzlu kosullarda CAT aktivitesinin azaldig1 goriilmiistiir. Tuzla birlikte digaridan GB
uygulamasi yapilmis ve aktivitenin kontrole gore daha diisiik oldugu fakat tuz stresine

gore arttig1 gériilmiistiir [55].

Stres faktorlerinin ve stresle birlikte trehaloz uygulamasinin enzimin aktivitesinde
kontrolle karsilastirildiginda 6nemli bir farkin olmadig1 gézlenmistir. En yiiksek aktivite
Bayraktar-tuz-betain uygulamasinda ve en diisiik aktivitenin de A.-PEG-betain

uygulamasinda oldugu belirlenmistir.

Set i¢inde katalaz ve askorbat peroksidazin aktivitelerine bakildiginda zit bir aktivitenin
ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Stres kosullarinda katalaz aktivitesi azalirken, askorbat
peroksidaz aktivitesinin arttigi gorilmiistiir. CAT hiicrelerde hidrojen peroksidin
detoksifikasyonunda ve ROS’larin temizlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Tuz
stresinde CAT aktiviteisnde bir artisin olmamasi diger metabolik maddelerin (a-
tokoferol, hekzoslar (glukoz, fruktoz, galaktoz), askorbat, flavonoidler) ROS’lari

temizlemesinden kaynaklandigi bildirilmektedir [8].

Seker pancart ile yapilan ¢alismada 12 giin farkli tuz konsantrasyonlarinda yetistirlmis

ve sonunda (Beta maritima ve Beta vulgaris cv. ansa) CAT aktivitesinin arttigi
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goriilmiistiir [53]. Catharanthus roseus bitkisiyle farkli azot kaynaklar1 ve tuz stresi
altinda yapilan calismada kontrole gore stres altinda koklerde CAT aktivitesinin arttig1
gozlenmistir [59]. Fasulye bitkisiyle yapilan ¢aligmada kuraklik stresinin kontrole gore
uygulamalarda CAT aktivitesinin direngli kiiltiivarda artirdig1 ancak duyarh kiiltiivarda
onemli bir degisiklige yol agmadigi gozlenmistir [57]. Duyarli ve diregli piring
cesitlerinde tuz stresi altina yapilan ¢alismada kontrole gore direngli kiiltiivarde CAT

aktivitesi artarken duyarl kiiltiivarde azaldig: tespit edilmistir [54].

4.3. Siiperoksid dismutaz (SOD)

Oksidatif stresler hiicrelerde ROS’lar meydana gelmesine neden olur. SOD, GR, CAT
ve APX gibi antioksidan enzimler ROS’larin hiicrelerden temizlenmesini saglarlar [8].
Bir ROS g¢esidi olan siiperoksid anyonu (negatif iyon, O, ) hiicrelerde SOD enzimi
tarafindan H,O,’ ye donistiirilir ve H,O, CAT ve APX tarafindan H,O ve O,
parcalanir [8, 20]. Tuz ve kuraklik stresi ve bunlarla birlikte GB ve trehaloz uygulamasi
ile yaptigimiz ¢alismada bugday ¢esitlerinde kontrole kiyasla SOD aktivitesinde 6nemli
farkliliklarin olmagini gozlenmistir. Cesitli organizmalarda farkli stres kosullarinda
SOD aktivitesi incelenmistir. Bugday cesitlerinde artan SOD aktivitesine bagli olarak
bitkilerde tuz stresine toleransin arttigi gozlenmistir [20, 31]. Kuraklik sartlarinda
yetistirilen bugdaylarda enzimin aktivitesinin kontrole gore daha diisiik oldugu
goriilmiistiir [9]. En yliksek aktivitenin duyarli genotipte kontrol-betain uygulamasinda
oldugu belirlenmistir. Tuzlu kosullardaki enzim aktivitesinin kuraklik kosullarindan
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. GB uygulamalarinin kismen de olsa stres kosullarinda
enzimin aktivitesini diislirdiigii sonucuna varilmistir. Tiitiin bitkisiyle yapilan ¢calismada
kontrolle karsilastirildiginda tuzlu kosullarda SOD aktivitesinin azaldigir goriilmiistiir.
Tuzla birlikte disaridan GB uygulamas: yapilmis aktivitenin azaldigi gozlenmistir [55].
Benzer sekilde diger bir ¢alismada direngli ve duyarli bugday kiiltiivarlarinda kontrol
grubunda kontrol-GB uygulamasina goére SOD aktivitesi daha yiiksek bulunmustur.
Kontrol ve tuz stresi ile birlikte GB uygulamasinda direngli genotipte enzimin
aktivitesinin tiim kosullarda diistiigii, bununla birlikte kontrol-GB uygulamasinda daha
yiiksek bir aktivitenin ortaya ¢iktigi goriilmiistiir. Fakat duyarl kiiltiivarda kontrol
grubunda SOD aktivitesi diiserken GB uygulamasinin aktiviteyi artirdigi goriilmiistiir

[7]. Trehaloz uygulamasinda stres kosullar1 ve bunlarla birlikte uygulanan terhaloz
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uygulamalarinda tuz stresinde enzimin aktivitesinin arttig1 ancak kuraklik stresinde
belirgin bir degisimin olmadig1 goriilmiistiir. Duyarli kiiltiivarda trehalozun tuz
stresinde enzimin aktivitesini azalttig1 fakat her iki ¢esit icinde diger stres durumlarinda

kismen artirdig1 belirlenmistir.

Tiitlin bitkisiyle yapilan calismada kontrol grubunda tuz ve tuz-GB uygulamalarina
kiyasla SOD aktivitesinin arttig1 gorilmistiir. Tuz-GB uygulamasinda tuz stresine gore
daha diisiik bir aktivite tespit edilmistir [58]. Misir koklerinde yiiriitiilen ¢galismada SOD
aktivitesinin artan metal konsantrasyonuna paralel olarak arttig1 gézlenmistir [60]. Seker
pancart ile yapilan ¢alismada farkli tuz konsantrasyonlarinda (Beta maritima ve Beta
vulgaris cv. ansa) SOD aktivitesinin arttigi gorilmistiir [52]. Catharanthus roseus
bitkisiyle farkli azot kaynaklar1 ve tuz stresi altinda yapilan caligmada kontrole gore

stres altinda koklerde SOD aktivitesinin arttig1 gézlenmistir [59].

Dogal olarak trehalozun ¢ok cesitli fonksiyonlar1 vardir. Bunlar bakterilerde karbon ve
enerji kaynagi, mantarlarda karbonhidrat depolanmasi ve tasinmasi, mayalarda ve
bakterilerde streslere karsi koruma ve bitkilerde karbon akisi gibi fonksiyonlardir.
Ayrica hiicrelerde proteinlerin korunmasina yardimci olur [61] Fasulye bitkisiyle
yapilan calismada kuraklik stresinin kontrole gére uygulamalarda SOD aktivitesinin
artirdig1 goézlenmistir [57]. Duyarl ve direngli piring ¢esitlerinde tuz stresi altina yapilan
calismada kontrole gore SOD aktivitesinin direngli kiiltiivarda biraz arttig1 ancak duyarlh

kiiltiivarda azaldigi tespit edilmistir [54].

4.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini
katalizleyen antioksidan enzimlerden biridir. Bitkilerde glutatyona mitokondride,
sitozolde ve kloroplastlarda bulunur. Cevresel streslere ve patojen etkilere karsi
olusturulan cevapta ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar [13]. Stres faktorleri
ile kontrol gruplart GR aktivitesi yoniinden karsilastirildiginda bugday cesitlerinde tuz
stresi altinda enzimin aktivitesinin arttig1 fakat kuraklik stresinde azaldigi belirlenmistir.
Kuraklik sartlarinda yetistirilen bugdaylarda enzimin aktivitesinin kontrole gore daha
diisiik oldugu goriilmiistiir [9]. Bu sonug calismalarimizla paralellik gostermektedir.

Fasulye bitkisiyle yapilan ¢aligmada kuraklik stresinin kontrole gore uygulamalarda GR
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aktivitesinin ilk yedi giine kadar arttig1 sonra azaldigi gozlenmistir [57]. Stresorlerle
birlikte GB wuygulamasimin direngli kiiltiivarda enzimin aktivitesini diistirdiigii
goriilmiistiir. Kontrolle birlikte GB uygulamasi duyarli Atay kiiltiivarinda enzimin
aktivitesini diislirtirken, direngli Bayraktar kiiltiivarinda artirdigi gozlenmistir. Bugday
cesitleri ile yapilan caligmada yliksek sicaklik ve diisiik sicaklik kosullarinda kuraklik
ve tuz stresleri uygulanmis ve bu sartlarda tuz ve kuraklik streslerinde kontrole gore

enzimin aktivitesinin arttig1 goriilmistiir [54].

Trehaloz uygulamasinda GB uygulamasina benzer sonuglar ortaya ¢ikmistir. Kontrolle
kiyaslandiginda tuz stresinde aktivitenin artifi goriilmiis ancak kuraklik stresinde
azaldig1 tespit edilmistir. Streslerle birlikte trehalozun duyarli kiiltiivarda tuz
uygulamasinda ve direngli kiiltiivarda kuraklik stresinde enzimin aktivitesini diisiirdiigi
belirlenmigtir. Diger taraftan duyarh kiiltiivarin tuz uygulamasi ve direncli kiiltiivarin
kuraklik uygulamalarinda 6nemli farkin olusmadigi gozlenmistir. Istatiksel olarak

olusan farklarin 6nemli olmadig1 belirlenmistir.

Bitkiler ozellikle su yetersizligi durumlarinda olusan streslerde hiicresel ayarlamalar
yaparlar. Bu olay hiicrenin osmotik potansiyeli diisiiriilerek saglanir. Boyle durumlarda
hiicrede ¢oziiniir maddeler diye bilinen prolin, mannitol, sorbitol, polioller, glutamate
GB, carnitine, fruktanlar, sukroz, inorganik iyonlar (K") ve trehaloz gibi
osmoprotektanlarin birikimi artirilir. Boylece kuraklik ve hiicresel dehidrasyona karsi
direng kazanirlar. Son c¢aligmalar kuraklik stresi altinda bitkilerde fruktoz, glukoz,
galaktoz ve trehaloz gibi karbonhidratlarin birikiminin arttigi ve kurakliga direng

sagladig gosterilmistir [11].

Piring ¢esitleri ile yapilan ¢alismada direngli kiiltiivarda GR aktivitesi artarken, duyarl
kiiltiivarda azaldig1 goriilmiistiir. Direngli  kiiltlivarda GR aktivitesine bagh tuz
toleransinin artig1 tespit edilmistir [25]. Tuz stresi altinda pamuk c¢esitlerinde GR
aktivitesi arastirilmis ve tuz stresine bagli olarak direncli kiiltlivarda GR aktivitesi
artarken duyarh kiiltiivarda degismedigini gézlemlemislerdir [62]. Beta maritima ve
Beta vulgaris kiiltiivarlarina tuz stresi uygulanmis ve artan tuz konsantrasyonuna bagli
olarak GR aktiviteisinin arttig1 Ancak B. maritima’ da aktivitenin B. vulgaris’den daha
yiiksek oldugu bildirilmistir [52]. Cesitli bugday genotipleriyle yapilan ¢alismada tuz
stresi altinda GR aktivitesinin arttigi bildirilmistir (40). Catharanthus roseus bitkisiyle
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farkli azot kaynaklar1 ve tuz stresi altinda yapilan ¢alismada kontrole goére stres altinda
koklerde GR aktivitesinin arttig1 gézlenmistir [59]. Bu ¢alismada elde edilen degerler
bizim caligmalarimizla benzer sonuclar gostermektedir. Deniz suyunda yetistirilen
bugday fidelerinde kontrol grubuna goére GR aktivitesinin kok ve yapraklarda arttigi
gozlenmistir. Aktivite artisinin  koklerde yapraklara goére daha fazla oldugu
belirlenmigtir [53]. Duyarli ve direngli piring ¢esitlerinde tuz stresi altina yapilan
calismada kontrole gére GR aktivitesinin her iki kiiltlivarda da arttig1 tespit edilmistir
[54]. Titiin bitkisiyle yapilan calismada kontrolle karsilastirildiginda tuzlu kosullarda
GR aktivitesinde 6nemli degisiklige yol agmadigi belirlenmistir. Fakat tuzla birlikte

disaridan GB uygulamas1 yapilmis aktivitenin kontrole gore arttig1 goriilmiistiir [55].

4.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon s-transferaz endobiyotik ve xenobiyotik bilesikleri glutatyonu hidrofobik bir
substrata baglayarak daha az reaktif duruma getirir. Stres faktorlerinin duyarl gesitte
enzimin aktivitesini azaltirken direngli ¢esitte artirdig1 goriilmiistiir. Direngli kiiltiivarda
kontrolle karsilastirildiginda tuz stresinde enzimin aktivitesi diiserken kuraklik stresinde
arttig1 goriilmiistiir. Ayn1 gesitte kontrol ve streslerle birlikte uygulanan GB’nin genel
olarak enzimin aktivitesini artirdigi gézlenmistir. Duyarh kiiltiivarda kontrole kiyasla
tuz stresinde azalan aktivitenin kuraklik stresinde onemli bir farkin olugsmadigi tespit
edilmistir. Duyarli kiiltlivarde GB uygulamasmin enzimin aktivitesini diistirdiigii

goriilmiistiir.

Stres kosullarinda ve trehaloz ile yapilan uygulamalar da enzim aktivitesinin direngli
kiiltiivarda genel olarak duyarli kiiltiivara gore daha yiiksek oldugu gdoriilmiistiir.
Kontrolle kiyaslandiginda duyal kiiltiivarda stres kosullarinda daha diisiik bir aktivite
gozlenirken, direngli bayraktarda énemli farkliliklarin olmadig1 gézlenmistir. Trehaloz
uygulamalarinin B.-tuz-trehaloz uygulamasi disinda diger stres kosullarinda her iki
cesittede de enzimin aktivitesini diisiirdiigli belirlenmistir. Kontrol ile trehaloz

uygulamasinin aktiviteyi artirdigi goriilmiistiir.

Catharanthus roseus bitkisiyle farkli azot kaynaklart ve tuz stresi altinda yapilan
calismada kontrole gore stres altinda koklerde GST aktivitesinin arttigi gézlenmistir

[59]. Calismalarimizda tuz stresinde GST aktivitesinin azaldig1 ancak kuraklik stresinde
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arttig1 gozlenmistir. Bezelye bitkisi koklerinde yapilan ¢alismada metallerin neden
oldugu oksidatif stres sonucunda glutatyon s-transferaz aktivitesinin artigi goriilmiistiir

[63].

4.6. Malondialdehit (MDA)

ROS’lar ve toksik iyonlar stres kosullar altinda hiicrelerde birikerek membran iizerinde
olumsuz etki yaparlar. Hiicrelerde Na’ ve CI” birikimi iyon dengesini degistirmektedir.
Bu iyonlar hiicrelerde 6zellikle Ca” ve K' gibi proteinlerin fonksiyonlarin1 meydana
getirmede Onemli role sahip iyonlarin yerini alirlar. Serbest radikaller ozellikle
membranda lipidperoksidasyonuna neden olarak membran biitiinliigline ve yapisina

zarar verirler.

Stres faktorlerinin membran {iizerinde lipidperoksidasyonu gostergesi olarak MDA
icerigi calisilmistir. Yaptigimiz ¢alismada tuz ve kuraklik stresi uygulanmis duyarli ve
direncli bugday kiiltiivarlarinda MDA seviyelerini kontrol ile kiyasladigimizda duyarl
kiiltiivarda o6zellikle kuraklik stresinde ve direngli kiiltivarda ise her iki stres
durumunda arttigr gorilmistiir. Yapilan birgok caligmada stres kosullarinda
lipidperoksidasyonu  gdsterilmistir. Seker pancar1 ile yapilan g¢alismada tuz
konsantrasyonuna bagli MDA diizeyinin arttig1 gdsterilmistir [52]. Duyarli ve direncli
piring genotipleriyle yapilan g¢alismada tuz ve soguk streslerinde MDA seviyesinin
arttigi ancak kuraklik stresinde azaldigi belirlenmistir. Ancak duyarli g¢esitteki artisin
daha fazla oldugu goézlenmistir [7]. Stres faktorleri ile birlikte GB uygulamasina
baktigimizda duyarlh kiiltiivarda stresle birlikte uygulamalarda MDA diizeyinin arttigi
ancak direncli kiiltiivarda GB uygulamasinin MDA seviyesini diiglirdiigii goriilmiistiir.
Piringle yapilan calismada tuz stresinde MDA seviyesinin arttig1 ancak tuzla birlikte GB
uygulamasinin MDA seviyesini diisiirdiigii gozlenmistir [20]. Kontrol ile birlikte GB

uygulamasinin ise her iki ¢esitte de 6nemli bir fark olusturmadig1 gézlenmistir.

Stresle birlikte trehaloz uygulamasinda da GB uygulamasina benzer sonuglar elde
edilmistir. Her iki kiltiivar i¢inde stres faktorlerinin MDA seviyesini artirdigi
belirlenmistir. Kontrol ve stres ile birlikte GB uygulamasinin MDA diizeyini diistirdiigii

goriilmiistiir.
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Yapilan uygulamalar ve alinan sonuglara gére GB ve trehalozun lipidperoksidasyonunu

belirli dl¢iide olsa da dnledigi sonucu ¢ikarilabilir.

Misir bitkisinde yaslanmaya bagl lipidperoksidasyonun gencg bitkiden yasliya bitkiye
dogru arttig1 belirlenmistir [27]. Fasulye bitkisiyle yapilan ¢alismada kuraklik stresinin
kontrole gore uygulamalarda MDA diizeyini artirdigr gozlenmistir [57]. Duyarli ve
direncli piring c¢esitlerinde tuz stresi altina yapilan c¢aligmada kontrole gore MDA
seviyesinin duyarl kiiltiivarda artarken direncli kiiltiivarda degismedigi tespit edilmistir

[54]. Literatiirdeki bu caligmalarin elde ettigimiz sonuclarla paralel oldugu goriilmiistiir.

Yapilan g¢alismalarda alinan sonucglara gore ozellikle tuz stresinde MDA seviyesinin

arttig1 rapor edilmistir. Bu durum ¢alismamizin sonuglarini destekler goziikmektedir.

4.7. Prolin

Prolin amino asidi hiicrelerde osmotik diizenleyici, enzimlerin ve membran
biitiinligiinii koruyucu role sahip Onemli bir osmoprotektandir. Organizmalarda
ozellikle bakteriler ve bitkilerde tuz ve kuraklik stresleri altinda hayatta kalma ve prolin
birikimi arasinda giiclii bir iliski vardir. Birgok diger cevresel streslerde bitkilerdeki

prolin seviyesinde artiglar gosterilmistir.

Duyarli (Atay) ve direncli (Bayraktar) bugday cesitlerinde tuz ve kuraklik stresi ve
bunlarla birlikte GB ve trehaloz uygulamasi sonucu yaptigimiz ¢aligmada stres kosullari
ile birlikte prolin diizeyinde 6nemli bir artisin oldugu goriilmiistiir. Duyarli ve direngli
piring ¢esitleri ile yapilan c¢alismada tuz stresi altinda prolin seviyesinin arttig
gozlenmistir. Mercimekle yapilan ¢alismada tuzlu kosullarda prolin diizeyinin arttigi
belirlenmigtir [22]. Duyarli ve direngli piring ¢esitlerinde tuz stresi altina yapilan
calismada kontrole gore prolin seviyesinin her iki kiiltiivarda da arttig1 tespit edilmistir.
Ancak duyarli kiltiivardaki artigin  direngli  kiiltiivardan daha yiiksek oldugu
goriilmistir [56]. Her iki Kkiiltiivar i¢inde o6zellikle kuraklik stresiyle birlikte GB
uygulamasinin prolin seviyesini diisiirdiigii belirlenmistir. Duyarl kiiltiivarda tuz ile
birlikte GB uygulamasi1 prolin seviyesini artirirken direngli kiiltiivarda diistirdiigii
gbzlenmigtir. Bu durum o6zellikle direngli kiiltiivar icin GB’nin osmotik diizenleyici

rolliniin bir sonucu oldugu kanisin1 ortaya koyabilir. Fasulye bitkisiyle yapilan
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calismada kuraklik stresinin kontrole gore uygulamalarda prolin diizeyini artirdigi

gbzlenmistir. Artisin direngli kiiltiivarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [57].

Stres ve trehaloz uygulamalarinda stres kosullarinda bugday c¢esitlerinde prolin
seviyesinin Onemli derecede arttig1i goriilmiistiir. Kontrolle birlikte trehaloz
uygulamasinin prolin diizeyinde herhangi bir degisiklige neden olmadig1 gozlenmistir.
Ancak stres kosullariyla birlikte uygulandigi zaman direngli kiltiivarda prolin

seviyesinin arttig1 bununla birlikte direncli kiiltiivarda diistiigii goriilmiistiir.

Duyarl1 ve direngli dut kiiltiivarlari ile yapilan ¢alismada artan tuz konsantrasyonu ile
birlikte 6zellikle direngli kiiltiivarda prolin seviyesinin arttigr goriilmiistiir [64]. Tuz
stresi altinda sorgum, biber, pamuk, tiitiin ve Catharantus roseus gibi bitkilerde prolin
birikiminin arttigt rapor edilmistir. Abelmoschus esculentus ile yapilan calismada
kuraklik stresinde prolin birikiminin arttig1 goriilmiis ve bu artisin kdklerde daha yiiksek
oldugu goézlenmistir [65]. Baska bir ¢alismada disaridan prolin uygulamasinin MDA

seviyesini diigiirdiigii rapor edilmistir [58].

Aktivite degerlendirmeleri yapildiginda uygulanan streslerin farkli enzimatik tepkilerin
meydana gelmesine neden oldugu goriilmiistiir. Stres faktorleri, giderek daha da
yogunlagmakta, diger canli organizmalarda oldugu gibi, bitkilerin yasamlarin tehlikeye
sokmakta ve metabolizmalarin1 zayiflatmaktadir. Ekolojik dengenin bozulmas: ile bitki
ve c¢evre arasindaki iliskilerde sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum; stress
faktorlerinin molekiiler temellerinin, dayaniklilik mekanizmalarinin ve metabolizmada

meydana gelen degisikliklerin Oncelikli olarak incelenmesini gerektirmektedir.
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EKLER
EK-1.
Hoagland Cozeltisi Hazirlanist (1X)
Kimyasallar Stok Soliisyon Kul.Miktar(mL/L)
MgSO47H,0 24.6g / 100mL 1.0 mL
KH,PO4 13.6 g/ 100mL 0.5mL
KNO3 10.1 g/ 100mL 2.5 mL
Ca(NO3)24H,0 23.6 g/ 100mL 2.3 mL
Soliisyon A : Mikronitrient soliisyonu 0.5 mL
Soliisyon B (Fe-EDTA) :  Fe-EDTA soliisyonu 20.0 mL

NOT: Fe-EDTA soliisyonu otoklavdan sonra eklenecek.
Fe-EDTA soliisyonu disindaki diger soliisyonlar hazirlandiktan sonra pH 5.8’¢
ayarlanacak. pH ayarlamak i¢in IN NaOH (35 pL /1 L) veya 1M HCI

kullanilacak.

Soliisyon A:
Eklenen Maddeler Stok Soliisyon (1X)

1- H3;BO; 286g/L

2- MnCl,4H,0 1.82¢g/L

3- ZnSO47H,0 022g/L

4- Na,Mo0O42H,0 0.09¢g/L

5- CuSO45H,0 0.09g/L
Soliisyon B:
Eklenen Maddeler Stok Soliisyon (1X)
1-FeCL36H,O 0.121 g/ 250mL
2-EDTA (Nay) 0.375 g/ 250mL

Stres Cozeltileri Hazirlanisi
e 200 mM NaCl — tuz stresi i¢in 11.7 g NaCl / 1000 ml H,O
e %18 PEG (Mr 8000) 180 g PEG 1000 ml H,O

e Kontrol sadece hoglan ile yapilmustir.
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EK-2.
Spectrofotometrik Ninhidrinli Prolin Tayin Y6ntemi

1. 250 mg taze veya sivi azotta dondurulmus 6rnek %3 liikk siilfo salisilik asit
cozeltisi ile havan yardimui ile ezilir. Homojenizasyon islemi; 6nce bitki dokusu
1 mL %3 liik siilfo salisilik asit ¢ozeltisi ile havanda ezilir ve bu homojenatin
tizerine 4 mL daha eklenerek toplam 5 mL e tamamlanir. Pastor pipeti yardimi
ile santrifijj tliplerine aktarilir.

2. 5000 x g de oda sicakliginda 10 dakika santrifiij edilir.

3. Siipernatanttan 2 mL almip 13 x 160 mm lik tiipe aktarilir. Bunun iizerine 2 ml
Gasiyal Asetik asit eklenip vorteks ile karistirilir ve daha sonra 2 ml asetik asit-
fosforik asit ninhidrin ¢ozeltisi eklenir ve tekrar karistirilir.

4. Hot-plate tlizerinde kaynamaya birakilir.  Kaynamaya baslayinca zaman
baslatilip 1 saat sliresince kaynatilir.

5. Siire sonunda tiipler ¢cesme suyu ile ani sogutmaya birakilir.

6. Sogutulmus orneklerin tizerine 4 mL Toluen eklenip karistirilir.

7. Tipteki karisimin tizerinden toluenli kisim alinip Cam veya Quarts kiivette OD
520 de okunur. Kor (Blank) olarak bitki 6rnegi harig¢ tiim islemler aynen takip

edilir yada toluen kullanilir.

%3 liik Siilfo Salisilik Asit Cozeltisi

3 gr Siilfo Salisilik Asit (w/v) dH,O ile 100 mL ye tamamlanir.

6 M Fosforik Asit

40.8 gr (w/v) dH,O ile 100 mL ye tamamlanir [Yaklasik 40.5 mL % 85 lik Orto-
fosforik asit (v/v) olarak yeterlidir].

Asit Ninhidrin Cozeltisi

1 gr ninhidrin 25 mL Gasiyal Asetik Asit + 16 mL 6 M Fosforik Asit i¢cinde ¢oziliir.
Ninhidrin 1518a duyarhdir. Soliisyon Aliminyum Folyo ile sarilir. Coziinmesi biraz

zaman aldigi i¢in 40 °C gibi 1s1da belirli bir siire
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