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OZET

Anahtar kelimeler: Antioksidant sistem, askorbik asit, foliar uygulama, misir, tuz

stresi, Zea mays

Bu caligmada tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) altindaki bir misir genotipinde (Zea
mays L. cv. Ada 9510) foliar askorbik asit (100 ppm) uygulamasmin etkisi bazi
fizyolojik ve biyokimyasal parametreler yardimiyla arastirilmisti. Calismada
kullanilan tiim tuz konsantrasyonlari musir yapraklarindaki siiperoksid dismutaz,
askorbat peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve guaiakol peroksidaz aktivitesini ve
indirgenmis askorbik asit miktarini ilgili kontrollerle karsilastirildiginda azaltmistir.
Diisiik siiperoksid dismutaz aktivitesi tuz stresinin misir yapraklarindaki stiperoksid
radikali birikimini artirdigim1  gostermektedir. Benzer sekilde diisiik askorbat
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz aktivitesi ile indirgenmis askorbik asit miktari
H>O2’nin  pargalanmasindan  sorumlu olan askorbat-glutatyon  dongiisiiniin
aktivitesinin de azaldigini isaret etmektedir. Bu sonuglara uygun olarak, tuz stresi (75
ve 100 mM) altindaki misir yapraklarinda H>O; miktarinin arttig1 belirlenmistir. Bu da
ayni tuz konsantrasyonlarinda, yiiksek MDA miktar1 ile gosterildigi gibi, lipid
peroksidasyon derecesini artirmistir. Tuz stresi altindaki misir yapraklarinda aym
zamanda muhtemelen diisiik antioksidant aktivite, yiiksek H>O; miktar1 ve lipid
peroksidasyonu nedeniyle fotosentetik pigment (klorofil a, klorofil b, toplam klorofil
ve toplam karotenoid) miktar1 da azalmistir. Foliar askorbik asit uygulamasi ise tuz
stresi (75 ve 100 mM) altindaki misir yapraklarindaki stiperoksid dismutaz, askorbat
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz aktivitesini ve indirgenmis askorbik asit miktarini
artirmistir. Bu sonuglar, foliar askorbik asit uygulamalarinin tuz stresi altindaki misir
yapraklarinda siiperoksid radikali birikimini azalttigin1 ve askorbat-glutatuon dongiisii
enzimlerini indiikledigini ispat etmektedir. Sonugta yiiksek antioksidant enzim
aktiviteleri tuz stresi altindaki musir yapraklarinda H>O> ve MDA miktarinin
azalmasina ve fotosentetik pigment miktarinin artmasini saglamistir.

Sonuglarimiza gore foliar askorbik asit uygulamasinin antioksidant kapasite ve
fotosentetik pigment miktarini artirarak, H>O> miktar1 ve membran hasarini azaltarak
tuz stresinin misir yapraklarinda neden oldugu olumsuz etkileri iyilestirdigi
sOylenebilir.
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INVESTIGATION OF THE PHYSIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL EFFECTS OF ASCORBIC ACID
APPLICATIONS IN CORN (Zea mays L.) PLANT UNDER SALT
STRESS

SUMMARY

Keywords: Antioxidant system, ascorbic acid, foliar application, maize, salt stress, Zea
mays

In this study, the effect of foliar ascorbic acid (100 ppm) application on maize genotype
(Zea mays L. Ada 9510) under salt stress (50, 75 and 100 mM NaCl) was investigated
through some physiological and biochemical parameters. All salt concentrations used
in this study decreased superoxide dismutase, ascorbate peroxidase, glutathione
reductase, guaiacol peroxidase activity and reduced ascorbic acid content in the leaves
of maize plants as compared to respective controls. Lower superoxide dismutase
activity showed that salt stress increased superoxide radical accumulation in the leaves
of maize. Similarly, decreased level of ascorbate peroxidase and glutathione reductase
activity and reduced ascorbic acid content may indicate lower efficiency of ascorbate-
glutathione cycle which is responsible for the degradation of H2O». In consistent with
these results, higher level of H2O2 was detected in the leaves of maize seedlings under
salt stress (75 and 100 mM) and therefore the degree of lipid peroxidation was found
to increase, as indicated by higher MDA content at the same salt concentrations.
Photosynthetic pigment (chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll and total
carotenoid) content was also lower in the salt-stressed maize leaves as compared to
controls, probably due to lower antioxidant activity, higher H>O> accumulation and
lipid peroxidation. Foliar ascorbic acid application, on the other hand, increased
superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and glutathione reductase activity and
reduced ascorbic acid content in the leaves of maize under salt stress (75 and 100 mM).
These results confirmed that foliar ascorbic acid application decreased superoxide
radical accumulation and induced ascorbate-glutathione cycle enzymes in the leaves
of maize genotype under salt stress. Therefore, higher activity of antioxidant enzymes
led to the lower H2O2 and MDA content, and higher photosynthetic pigment content.

According to these results, it may be concluded that, foliar ascorbic acid application
ameliorates the negative effects of salt stress in maize leaves by increasing antioxidant
capacity and photosynthetic pigment content and by decreasing H>O, accumulation
and membrane damage.
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BOLUM 1. GIRIS

Dokularin kendine 6zgii 6zellikleri ve organlardaki 6zellesmis hiicreler bir bitkinin
stirekli bliylime ve gelismesiyle dogrudan iliskilidir. Biiylime, hiicrelerin boliinmesi,
genislemesi ve farklilasmasindan kaynaklanan kuru madde, hacim, uzunluk veya
alandaki artistir (Lambers ve ark., 2008). Bitki hiicresindeki anabolik olaylarin
katabolik olaylardan daha hizli bir sekilde meydana gelmesi bitkideki biiytimeyi
saglamaktadir (Larcher, 1995). Bitkinin yapisal olarak degismesine ise farklilagsma
denir. Biiyiime ve farklilasma olaylarinin biitiinii olarak tanimlanan gelisme, bitkinin
tiim yasam dongiisiinii kapsayan siiregteki karmasik olaylar1 icermektedir (Sebanek,

1992).

Bitkinin biiylime ve gelisme olaylar1 bulundugu ortamin ¢esitli sartlar1 ve her bitkinin
kendine ait 6zelliklerine baglidir. Ortam sartlarindan olusan etmenler eksojen (digsal)
faktorler, kendine 6zgili 6zelliklerden olusan etmenler endojen (i¢sel) faktorler olarak

adlandirilmaktadir (Vardar, 1985).

Bitkilerde stres, abiyotik ve biyotik faktorlerle ilgilidir. Abiyotik faktorler; 151k, pH,
sicaklik, su, gazlar, mineral maddeler, mekanik etkiler, radyasyon ve kimyasallar gibi
etmenlerdir. Biyotik faktorler ise yabani otlar, patojenler, bocekler, mikroorganizmalar

(mantar, viriis, bakteri), hayvanlar ve insanlarin olusturduklari olumsuz etkilerdir.

Bitkiler stres sartlarini ortadan kaldirmak veya stresten minimum derecede etkilenerek
yasamlarini siirdiirebilmek i¢in ¢esitli diren¢ ve dayaniklilik mekanizmalar
gelistirmiglerdir. Bunlar; stres toleransi, stres adaptasyonu ve aklimasyonu, stresten

kagma ve stresten sakinma olarak agiklanmaktadir.



Dogal kosullar altinda, deniz suyu ile tatli sularin birbirine karistig1 alanlarda ve
gelgitlerle yer degistirdigi haliclerde yetisen bitkiler yiiksek konsantrasyonlarda tuza

maruz kalmaktadir.

Tuzluluk, olusma sebeplerine gore primer (dogal) ve sekonder tuzluluk olarak iki
grupta incelenir. Tuzlarin yagislarla birlikte atmosferden topraga gegmesi, minerallerin
pargalanmasi ve ayrigmasiyla ortaya ¢ikan tuzlar ve tuzlu su kaynaklarindan topraga
gecen tuzlar primer tuzlulugun nedenleri arasindadir. Sekonder tuzluluk ise zayif
toprak drenaji, tarimsal alanlarda tek yillik bitki kullanimi, tuz bakimindan zengin yer
alt1 sularinin varligi, yogun tarimsal sulama ve bu suda tuz bilesiklerinin bulunmasi ve
topraktaki hidrolik yapinin degismesi nedeniyle meydana gelmektedir. Ayrica
topraklarin bazi kimyasallarla kontaminasyonu ve dogal arazilerin kontrolsiiz bir

sekilde tarima agilmasi sekonder tuzluluk nedenlerindendir (Yilmaz, 2014).

Toprak tuzlulugu bitkilerde yavas ve yetersiz tohum ¢imlenmesi, turgor kaybi, solma
ve kuruma, bodurluk, kiigiik yaprak olusumu, govde biiyiimesinin yavaslamasi,
mavimsi yesil yaprak olusumu, ¢iceklenmenin gecikmesi, ¢igcek sayisinin azalmasi,
daha kiiciik tohum olusumu gibi olumsuzluklara neden olmaktadir. Ayrica tuzlanmis

tarimsal alanlarda tuza dayanikli yabanci otlarin gelisimi de gozlenmektedir.

Hiicre uzamasina ve boliinmesine direkt etki eden tuz stresi; bitkinin agirliginda ve
kok ile govdenin biiylime hizinda azalmaya neden olmaktadir (Culha ve Cakirlar,
2011). Toprak ¢ozeltisindeki ¢oziinmiis madde miktarinin artmasi, ozmotik basinci da
artirdigindan bitkinin su alimimini da olumsuz etkilemektedir. Tuz stresinde hiicre
organellerinde de degisimler gozlenmektedir. Stresten en ¢ok etkilenen organel
kloroplast olarak bilinmektedir. Yiiksek tuz varliginda kloroplastlarda tretilen aktif

oksijen tiirleri, tilakoidlerin sigsmesine ve dalgali bir yap1 almasina neden olmaktadir.

Mitokondriler de tuz stresinden onemli Slgiide etkilenmektedir. Kristalarda azalma,
vakoul olusumunda artig, organelde sisme, elektron tasinim hizinda azalma gibi

degisimler olusmaktadir (Koyro, 2002).



Tuz stresi altindaki bitkilerde stomalarin kapanmasi dolayli olarak kloroplastlarin
tilakod membranlarinda meydana gelen elektron taginim reaksiyonlarimi da
etkilemektedir. Tuz stresi 6zellikle fotosistem II’ nin (FSII) yapisinda bulunan DI

proteininin zarar gérmesine ve hatta pargalanmasina neden olmaktadir (Ferroni ve ark.,

2007).

Bitkiler tuz stresine maruz kaldiklarinda osmotik korucuyucu bilesikleri yapilarinda
biriktirmektedirler ve bu bilesenler birbirinin yerini alabilen (compatible) yapilardir
(Hussein ve ark., 2008). Bu yapilarin biiyiikk cogunlugunu organik maddeler
olustururken, bir kismini ise K* (potasyum) gibi temel iyonlar olusturmaktadir
(Parvaiz ve Satyawati, 2008). Diger bir adi osmolit olan bu bilesenler bitkiyi
dehidrasyona kars1 koruyabilmektedir. Bu yapilar nétral olup, toksik etki yaratmayan,
hiicre yapisina zarar vermeyen ve molekiil agirligr diisiikk molekiillerdir (Djilianov ve

ark., 2005).

Tuz stresi kosullarinda bitki hiicrelerinde bir¢ok aminoasitle karsilastirildiginda en
fazla biriken osmolit prolindir (Abraham ve ark., 2003). Prolin normal kosullarda
sitozolde birikim gostererek osmotik regiilasyon saglamaktadir (Parvaiz ve Satyawati,

2008).

Tuz stresinin etkin oldugu durumlarda diizenleyici proteine baglanarak gen
ekspresyonunu baglatan molekiillerin ifadesi artmaktadir. Bu molekiiller gorevlerine
gore iki baglik altinda incelenmektedir. Bunlardan ilki efektor (koruyucu) molekiiller,
digeri ise regiilator (diizenleyici) molekiillerdir. Efektor molekiiller ¢evreden gelen
stres faktorlerine karsi koruma gorevi yaparken, regiilator molekiiller gen
ekspresyonunu ve strese verilen cevaplarla ilgili sinyal iletimini diizenleyici olarak
gorev yapmaktadirlar. LEA proteinleri, saperonlar, iyon tastyicilar, detoksifikasyonda
gorevli enzimler ve bazi proteazlar, diizenleyici osmolit olusumunda etkili enzimler
efektor molekiiller grubunda yer almaktadir. Diizenleyici molekiillerin protein

fosforilasyonunda ve sinyal iletiminde gorev alan 6nemli grubu protein kinazlardir.



Radikal veya aktif oksijen tiirleri (AOT) olarak adlandirilan bilesiklerin dis
yorilingelerinde eslesmemis elektron ¢iftleri bulunmaktadir. Yar1 dmiirleri kisa olan ve
elektron konfigiirasyonlar1 normal olmayan AOT’ler ¢evresindeki diger molekiillere
elektron verebilir ve etkilesime girerek elektron alabilmektedir. Yapisal olarak kararsiz
olan AOT’ler kararli hale gelebilmek icin diger atom veya molekiillerle etkilesime
girer ve bunlarin molekiil yapilarini bozabilir. Bu molekiiller diger molekiillerle
elektron aligverisi yapabildikleri i¢in yiikseltgeyici ve indirgeyici 6zellige sahiptirler

(Halliwell ve Gutteridge, 1999).

AOT’ler radikaller ve nonradikaller olarak iki gruba ayrilmaktadir. Radikaller
eslesmemis elektronlara sahip olan bilesiklerdir. Bu sebeple diger molekiillerle hizlica
tepkimeye girebilmektedir. Bunlara 6rnek olarak hidroksil (OH”) ve siiperoksit
radikali (O7”) verilebilir. Nonradikaller ise radikallere gére daha kararli yapiya sahiptir
ve yapilarindaki elektronlar ¢iftler halinde bulunmaktadir. Bu yiizden radikallere gore
diger molekiillerle tepkimeye girme egilimleri daha azdir (Halliwell ve Gutteridge,
1999). Buna 6rnek olarak hidrojen peroksit (H2O2) molekiilii verilebilir (Genisel,
2010).

Antioksidantlar, canli organizmalarda bulunan ve AOT’leri detoksifiye ederek
oksidatif stresin istenmeyen etkisini 6nlemekten ya da azaltmaktan sorumlu olan bir

sistemdir (He ve ark., 2017; Rahal, 2014).

Antioksidant sistem enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden meydana
gelmektedir. Bu sistemin enzimatik bilesenleri arasinda siiperoksit dismutaz, askorbat
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve guaiakol peroksidaz; enzimatik olmayan
bilesenleri arasinda ise askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler, glutatyon ve fenolik
bilesikler sayilabilir. Biitiin bitki tlirlerinin belli oranda bir antioksidant potansiyele

sahip olduguna inanilmaktadir (Hassan, 2017; Kasote ve ark., 2015).

Bitkilerde giiclii bir antioksidant olan askorbik asit (AsA), 176.12 g mol"liik bir
molekiiler kiitleye sahiptir. Suda ¢6ziinebilir ve beyaz ile agik sar1 kristaller veya toz
seklinde goriinmektedir. Vitamin suda ¢6ziiniir oldugu i¢in, taze meyvelerde, 6zellikle

de portakal, limon ve mandalina agirlikli, narenciye ailesinde bulunur ve ayrica yesil



yaprakli sebzelerde bol miktarda bulunmaktadir. Gii¢lii indirgeme kabiliyeti nedeniyle
askorbik asit, stvi ve kat1 gida maddelerinde katki maddesi olarak kullanilmaktadir
(Mahmoud ve ark., 2013). Eski Yunanlilar, Misirlilar ve Romalilar, C vitamini
eksikliginin insanlar arasinda iskorbiit hastaligina neden oldugunu bildirmislerdir.
1750'lerde, James Lind giinlik taze meyve ve sebze tiikketiminin hastaligin

iyilesmesinde yardimci oldugunu kesfetmistir (Davey ve ark., 2000).

Askorbik asit, diger antioksidantlarla birlikte, HoO> ve diger AOT’leri detoksifiye
ederek oksidatif hasarin minimum seviyeye indirilmesine ve membranlarin stabilize
edilmesine yardimer olur. Askorbik asidin tuz stresi altindaki bitkilere uygulanmasi,
¢imlenme doneminde askorbat ve glutatyon igeriginde bir artisa yol a¢gmaktadir
(Asada, 1999). Tuz stresi altinda askorbik asit, biiylime diizeninde ve bitki
metabolizmasinda, su ve besin maddelerinin erisilebilirligini arttirmada énemli bir rol

oynamaktadir.

Bu ¢alismada, misirin (Zea mays L.) Ada 9510 genotipinin tuz stresi (50, 75, 100 mM)
ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarinin etkisi, baz1 fizyolojik biiyiime
parametreleri, oksidatif hasar indikatorleri (MDA ve H20:; miktar1) ve bazi igsel
dayaniklilik mekanizmalar1 (prolin miktar1 ve bazi antioksidant enzim aktiviteleri)
yoluyla arastirilmis ve askorbik asit uygulamalari ile tuz tolerans: arasindaki iliski

belirlenmeye caligilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bitkinin Yapis1

Bitkiler karasal ortamlarin yarattigi 6zel sorunlara sudan karaya gectigi siire boyunca
evrimsel olarak uyum saglamiglardir. Bir bitkinin yapisi, ¢evreyle olan iligkisini
yansitmaktadir. Tiim bitki tlirleri uzun donemde seleksiyonla birlikte icinde
biiyiidiikleri ve gelistikleri ortamda yagama ve tireme basarisini arttiran adaptasyonlari
gelistirmistir. Ornegin, ¢ol bitkilerinde gévdenin fotosentetik organ halini almasinin
nedeni yapragin indirgenmis olmasidir. Buradaki morfolojik adaptasyon sayesinde
yapragin su kaybi en aza indirgenmistir. Bitkiler dinamik bir yapiya sahip
olduklarindan dolayr kisa donemde 6zel ortamlara yapisal olarak ¢ok hizli yanit
vermektedir. Fakat ¢evresel degisikliklere kars1 verdikleri fizyolojik cevaplar yapisal
cevaplarindan daha hizlidir. Genellikle ¢6l1 bitkileri hari¢ diger ¢ogu bitki kuraklik
kosullarina ¢ok az maruz kalmaktadir. Olusan bu stresle basa ¢ikmak i¢in bitkiler

oncelikle fizyolojik olarak cevap vermektedir (Campbell ve Reece, 2010).

2.2. Bitkilerde Biiyiime ve Gelisme

Bitkilerin ¢ogu yasami boyunca biiyliimeye devam etmektedir. Bu 6zellige bitkilerde
siirs1z biiylime ad1 verilmektedir. Dokularin kendine 6zgii 6zellikleri ve organlardaki
0zellesmis hiicreler bir bitkinin siirekli biiyiime ve gelismesiyle dogrudan iliskilidir.
Biiylime, hiicrelerin boliinmesi, genislemesi ve farklilagsmasindan kaynaklanan kuru
madde, hacim, uzunluk veya alandaki artigtir (Lambers ve ark., 2008). Bitki
hiicresindeki anabolik olaylarin katabolik olaylardan daha hizli bir sekilde meydana
gelmesi bitkideki biiylimeyi saglamaktadir (Larcher, 1995). Bitkinin yapisal olarak
degismesine ise farklilasma denir. Biiylime ve farklilasma olaylarinin biitiinii olarak

tanimlanan geligsme, bitkinin tiim yasam donglislinii kapsayan siiregteki karmagsik



olaylar1 igermektedir (Sebanek, 1992). Biiylime ve gelisme bitkideki 6zel yapilar
sayesinde gerceklesmektedir. Bunlar biiyiime bolgelerinde bulunan ve devamli olarak
boliinebilme o6zelliginde olan meristem olarak adlandirilan yapilardir. Boliinen
meristematik hiicrelerden bir kismi bitkinin biiyliyen organlarina katilirken diger kismi

yeni hiicreler olusturmak {izere bu bolgede kalmaktadir.

Bitki biiylimesinde meristemlerin konumu o©nemli rol oynamaktadir. Primer
bliylimeden sorumlu olan apikal meristemler, kok uglart ve gévde tomurcuklarinda
bulunmaktadir ve bitkinin boyuna biiylimesini saglar. Lateral (yanal) meristemler ise
kok ve govde ¢apinda artisa neden olarak bitkinin enine biiyiimesini saglar. Bu nedenle

sekonder biiylimeden sorumludur (Campbell ve Reece, 2010).

2.3. Bitki Biiyiimesini Etkileyen Faktorler

Bitkinin biiylime ve gelisme olaylar1 bulundugu ortamin gesitli sartlar1 ve her bitkinin
kendine ait 6zelliklerine baglidir. Ortam sartlarindan olusan etmenler eksojen (digsal)
faktorler, kendine 6zgii 6zelliklerden olusan etmenler endojen (i¢sel) faktorler olarak

adlandirilmaktadir (Vardar, 1985).

2.3.1. Eksojen (digsal) faktorler

Biiylime ve gelisme tizerinde farkli etkiler gosteren g¢esitli eksojen faktorler
bulunmaktadir. Bunlar 151k, sicaklik, su ve nem, mineraller, yer ¢ekimi etkisi ve

endiistriyel tirtinlerdir.

2.3.1.1. Isik

Bitkilerde biiyiime ve gelismeyi 15181n yogunlugu, dalga boyu ve stiresi etkilemektedir.
Isik elektromanyetik bir radyasyon veya fotonlardan olusur. Goriiniir 15181n dalga boyu
400-700 nm arasinda olup bu bélgede bulunan mavi-mor ve kirmizi-turuncu 1siklar
fotosentetik elektron tasinim reaksiyonlar1 i¢in gereklidir. Yiksek 1sik yogunlugu

fotosentez lizerinde fotoinhibisyon etkisi yaparak bitkilerde biiylimeyi olumsuz yonde



etkilemektedir (Kadioglu, 2011). Fazla 1s1k alan bitkilerin bodur olusu bu olaya bir

Ornektir.

Bitkiler i¢in uygun olan 151k yogunlugu bitkinin tliriine bagli olarak degismektedir.
Gilin uzunlugu (fotoperiyodizma) da bitkilerin biiyiime ve gelismesi lizerinde etkilidir.
Ornegin baz1 bitki tiirleri kisa, bazilar1 da uzun fotoperiyotlara maruz kaldiklar1 zaman
cigeklenir. Bu bitkiler sirasiyla kisa giin bitkileri ve uzun giin bitkileri olarak
adlandirilmaktadir. Diger yandan bazi bitki tlirleri fotoperiyodizmadan bagimsiz
olarak ciceklenebilmektedir. Bu bitkiler ¢i¢eklenmek icin baska faktorlere bagh
kalmaktadir. Misirinda iginde bulundugu bu gruba nétr bitkiler denir (Vardar, 1985).
Bitkilerde tek yonlii 1518a maruz kalma durumunda fototropizma (1s18a yoOnelim)

hareketi gézlemlenmektedir.
2.3.1.2. Sicakhik

Bitkilerde biiyiime ve gelismeyi etkileyen 6nemli digsal faktorlerden biri de sicakliktir.
Bitkilerde biiyiime hizina olumsuz etki eden diisiik sicaklik degerine minimum, yiiksek
sicaklik degerine maksimum sicaklik denir. Optimum sicaklik ise biiylime hizinin en
yiiksek oldugu degerdir. Ornegin, giindiiz 26,5 °C’lik gece 17-19 °C’lik 1s1
periyodunda domates bitkisinin en iyi meyve verdigi ve en iyi biiylime gosterdigi
saptanmistir. Bitkiler i¢in sicaklik degisimleri soguk aklimasyonu, ¢i¢ceklenme ve

tomurcuk dormansisi i¢in bir uyarti olusturmaktadir (Vardar, 1985).
2.3.1.3. Su ve nem

Bitkilerin biiylimesi ve gelismesi uygun miktarda suya ihtiya¢ gostermektedir. Bitkiler
su gereksinimlerinin biiylik bir kismini topraktan karsilamaktadir. Su miktarinin
toprakta optimum degerin altina diismesi kurakliga, yiikselmesi ise sel stresine neden
olmaktadir. Her iki durumda da bitki biiylimesi ve gelisimi olumsuz yonde

etkilenmektedir.



2.3.1.4. Mineraller

Toprakta ¢6ziinmiis halde bulunan mineralleri bitkiler kendi biinyelerine su yoluyla
almaktadirlar. Bitkiler i¢cin kullanim gereksinimi fazla olan minerallere makroelement,
kullanim gereksinimi az olan minerallere mikroelement denir. Her iki grup mineralin
topraktaki eksikligi ya da fazlaligi durumunda bitki biiylimesi ve gelismesi olumsuz
etkilenmektedir. Ayrica c¢esitli faktdrler nedeniyle topraklarda tuzlanma
goriilebilmektedir. Bu sebeple bitki su alma kapasitesinde azalma ve buna bagli olarak

bliylime ve gelismesinde yavaslama meydana gelebilmektedir.

2.3.1.5. Yer cekimi etkisi

Bitkilerin reprodiiktif gelismelerinde yer c¢ekiminin etkisi iizerine yapilan
caligmalardan yatay biiyiitiilen bir elma agacinin siirgliniindeki ¢iceklenmenin dikey
biiyliyene gore tipik bir hizlanma gdstermistir. Fakat bitkiden bitkiye gravimorfik
hassasiyetin degistigini ve bu olaylarin metabolik yollarla kontrol edildigi sonucuna

varilmstir.

2.3.1.6. Endiistriyel iiriinler

Endiistriyel faaliyetlerin insan gereksinimlerinin karsilanmasini saglamak amaciyla
cesitlilik kazanmasi sonucu dogal ortamlara verilen atiklar bitkilerde biiylime ve
gelismeyi olumsuz etkilemektedir. Bunlar iiretim sonunda atmosfere verilen kirletici
ve zehirli gazlar, agir metaller ve sanayi atik maddeleridir. Ayrica tarim alaninda
kullanilan herbisit, pestisit, insektisit gibi maddeler biiyiime ve gelismeyi olumsuz

yonde etkilemektedir.

2.3.2.Endojen (igsel) faktorler

Bitkilerdeki bir¢ok fizyolojik olayin diizenlenmesinde gorevli olan hormanlar endojen
faktor olarak degerlendirilmektedir. Bu fizyolojik olaylar tohum olusmasi, tohum
olgunlagmasi, tohum cimlenmesi, ¢iceklenme, yaprak olusmasi, yaprak gelismesi,

yaprak dokiilmesi ve bunun engellenmesi, fide gelismesi, meyve olusmasi ve
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olgunlagmasi, dormansi, apikal dominansi, senses ve vernalizasyon gibi bitki yasami
boyunca gerceklesen olaylardir. Bitkiler, bu fizyolojik olaylar1 bizzat kendi
sentezledikleri hormanlar (diizenleyiciler) ile kontrol etmektedir. Bitkisel hormanlar
veya bitki bliylime diizenleyicileri olarak adlandirilan bu kimyasal maddeler oksinler,
sitokininler, giberellinler, absisik asit ve etilenin yaninda brassinosteroidler,

poliaminler, salisilik asit ve jasmonatlardir.

2.3.2.1. Oksinler

Bitki biiyiime diizenleyicileri i¢inde ilk kesfedilen grup oksinlerdir. Oksinler
hiicrelerin uzamasini ve boliinmesini arttirarak bitkiyi bitylimeye tesvik etmektedir. Bu
bliylime diizenleyicileri bitkide yapraklarda, tepe tomurcuklarinda ve g¢igeklerde
bulunan meristematik dokularda sentezlenmektedir. Oksinler bitkide yukaridan

asagiya dogru tasinmaktadir.

Oksinler grubunda bulunan ve bitki dokularinda dogal olarak sentezlenen tek bitki
diizenleyici indol-3-asetik asit (IAA)’dir. Fakat sentetik olarak IAA ile benzer etkileri

gosteren maddeler sentezlenmistir (Grunewald ve ark., 2009).

2.3.2.2. Sitokininler

Adindan da anlasilacagi iizere sitokininler (cytokinins=hiicre bdliinmesi) hiicre
boliinmesini  kontrol ederek bitkilerde doku ve organ farklilagmasinda goérev
almaktadir. Sitokininler bitkide aktif olarak boliinmenin gergeklestigi tiim dokularda
yiiksek oranda bulunmaktadir (Cetin, 2002). Sitokininler 6zellikle kok meristem
dokularinda sentezlenmektedir ve buradan bitkinin gen¢ dokularina ksilem araciligi ile
taginmaktadir. Oksinler bitkide kdk olusumunu tesvik ederken sitokininler ise siirgiin
olusumuna tesvik ve katki saglamaktadir. Bitki tarafindan sentezlenmekte olan bu
bliylime diizenleyicisinin organ ve doku olusum ve gelisimine etkisi bilindiginden
dolay1 doku kiiltiir ¢calismalarinda oksinler ile birlikte kullanilmaktadir (Kumlay ve

Eryigit, 2011).
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Bitkilerden elde edilen ilk sitokinin misir tohumlarindan elde edilen zeatindir. Dogal
olarak sentezlenen diger sitokininler ise dimetilaliladenin, dihidrozeatin ve izopentenil
adenindir. Oksinler gibi sitokininlerinde yapay olarak sentezlenmis tiirevleri vardir.
Bunlar kinetin, tetrahidropiranilbenzil adenin ve uygulamalarda en yaygin olarak

kullanilan benziladenindir (Algiil ve ark., 2016).
2.3.2.3. Giberellinler

Giberellinlerde oksinler gibi diisiik dozlarda biliylimeyi ve gelismeyi tesvik edici
hormonlardir. Gibberellinler ilk olarak 1926 yilinda Japon arastiricilar tarafindan
Gibberella fujikuroi adli mantarda kesfedilmis ve adin1 da bu mantardan almistir.
Giberellinler, G. fujikuroi’nin geltik bitkisinde asir1 boy uzamasina sebep oldugunun
gdzlenmesi sonucu kesfedilmistir. Izole edilen bu madde giberellik asit (GA) olarak

isimlendirilmistir (Kumlay ve Eryigit, 2011).

Biiyiimeyi ve gelismeyi tesvik eden bitki diizenleyicilerden olan giberellinlerin
giinlimiizde en az 126 ¢esidi bilinmektedir. Giberellinler bitkide kambiyum dokuda,
koklerde, tomurcuklarda, embriyolarda, gen¢ yapraklarda ve meyvelerde bulunur.
Giberellinlerin bitkilerde hiicre uzamasi tesvik etmesinin yani sira bodurlugun ortadan
kaldirilmasinda, tohum ¢imlenmesinde, tohum ve tomurcuk dormansisinin
kirilmasinda ve partenogenik meyve olusumunda etkili oldugu bilinmektedir (Cetin,

2002).

2.3.2.4. Absisik asit

1960’larde absisyon ve dormansi {lizerine yapilan g¢aligmalar hormonal bir bitki
biiyiime engelleyicisinin kesfini saglamistir. 1963 yilinda pamuk meyve yapraklarinda
bu inhibitoriin kimyasal yapisi incelenmis ve ayni y1l Wareing tarafindan kimyasal
yapisi belirlenerek absisik asit (ABA) olarak isimlendirilmistir. Cevre kosullarina gére
bitki dokularinda az veya ¢ok miktarda bulunan bu hormon miktar olarak en fazla yesil
yapraklarda bulunsa da diger tiim bitki dokularinda da bulunmaktadir (Cetin, 2002).
Cevre sartlarina gore ABA c¢ogu bitki tiiriinde stomalarin kapanmasinda, RNA ve buna

bagli olarak protein sentezini yavaslatmada, depo organlarinda biiylimeyi
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engellemede, depo proteini {liretimini uyarmada ve tohumlarin erken ¢imlenmesinin
engellenmesinde ve bircok tohumda dormansinin saglanmasinda etkili rol
oynamaktadir. Oksinler ve sitokininler gibi absisik asit de yapay olarak

sentezlenmektedir (Kumlay ve Eryigit, 2011).

2.3.2.5. Etilen

Etilen kimyasal olarak ¢ok basit bir yap1 gosteren ve bitkinin tiim dokularinda bulunan
organik bir molekiildiir. Oda sicakliginda gaz halinde bulunan etilen olgunlagtirma
hormonu olarak bilinmektedir. Bitkide ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile fizyolojik
etkilerini gdsterebilmektedir. Etilen hem stres altindaki bitki organlarinda hem de
olgun ve yaslanan dokularda sentezlenmektedir. Ancak tiim bitki organlarindaki etilen
sentezi gelisimsel kontrol altindadir. Bitki koklerinde ise sentez hizi oldukga diisiiktiir.
Etilen sentez hiz1 absisyona ugrayacak olan yaprak ve ¢i¢eklerden yiiksek seviyededir
(Kumlay ve Eryigit, 2011). Etilenin dogal sartlarda bitkilerde meyve olgunlagmasi,
dormansinin kirilmasi, yaprak ve ¢icek absisyonunun uyarilmasi, disi ¢igek
olusumunun uyarilmasi, meyve absisyonunu tesvik ederek hasadin kolaylastirilmasi,
gdvde uzamasinin engellenmesi, adventif kok olusumunun uyarilmasi, polar oksin
taginiminin inhibe edilmesi gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonu bulunmaktadir (Algiil ve

ark., 2016). Ticari olarak kullanim i¢in sentetik olarak iiretilen etilen formlar1 da vardir.

2.4. Bitki Stres Kavrami ve Siniflandirilmasi

Bitkiler hem dogal hem de tarimsal alanlarda sik sik cevresel streslere maruz
kalmaktadir. Hava sicakligi gibi bazi ¢evresel faktorler sadece birka¢ dakika iginde
stres olusturabilir; toprak suyu igeriginin stres olusturmasi haftalar alabilirken,
toprakta mineral eksikliginin bitkilerde stres olusturacak seviyeye ulasmasi aylar
alabilmektedir (Taiz ve Zeiger, 2002). Ayrica, stres faktorleri bitki tiirlerinin
yeryliziindeki dagilimini da etkilemistir. Bu nedenle, stres hasarmin altinda yatan
fizyolojik siirecleri ve bitkilerin c¢evresel strese adaptasyon ve aklimasyon
mekanizmalarini anlamak hem tarim hem de ¢evre i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bitki stres kavramini agiklamak icin bazi tanimlamalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Stres,

genellikle bitki lizerinde dezavantajli bir etkiye neden olan bir dis faktor olarak
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tanimlanir. Bir bagka deyisle bitkilerde biiyiimeyi ve gelismeyi etkileyen ve metabolik
faaliyetleri durduran biyotik ve abiyotik ¢evre sartlart stres olarak tanimlanmaktadir

(Sekil 2.1.).

, STRES FAKTORLERI '\

VAN

Abiyotik Biyotik
gk Bitkiler
= Eksiklik =  Yojunluk
=  Fazlalik = Allelopati
= Uk = Parazit bitkiler
Sicaklik Mikroorganizmalar
- Yikiek sscaklhik - Wiriisher
=  Digik sscaklik =  Bakteriler
*  Donma *  Mantarlar
Su Haywanlar
*  Kuruhava =  Otlama
=  Kurutoprak =  Ezilme
= Subaskim

insan etkileri
Gazlar = Kirlenme
- Oksijen eksikligi - Tanm ilaglam
= Volkanik gazlar = Toprak sertlifl

*  Yangin
Minaral maddelar - i-,-unizc radyasyon
. Eksiklik . Elektromagnetik alan
= Fazlahlk
=  Dengesizlik
- Tuzluluk
= Asitlik
*  Bazhk

Rizgar
Erozyon
Gamidlme
Kar drrisd

Makanik atkilar
*  Buztabakas:

Sekil 2.1. Bitki biiyiimesi ve gelismesinde etkili olan stres faktorleri (Larcher, 1995)

Stres ilk olarak fizik biliminde bir sistem iizerinde digsal bir kuvvet tarafindan
olusturulan gerilim olarak tanimlanmistir (Larcher, 1995). Ancak zamanla biyolojik
terim olarak da kullanilmaya baslamistir. Biyolojik olarak stresin tanimi; canlilik igin
optimum olan sartlarda meydana gelen 6nemli degisimlerdir. Bitkilerde stres; kuraklik,
tuzluluk, donma, sicaklik, oksijen eksikligi ve hava kirliligi gibi bagliklar altinda
incelenmektedir (Taiz ve Zeiger, 2002).

Bitkilerde stres, abiyotik ve biyotik faktorlerle ilgilidir. Abiyotik faktorler; 151k, pH,
sicaklik, su, gazlar, mineral maddeler, mekanik etkiler, radyasyon ve kimyasallar gibi

etmenlerdir. Biyotik faktorler ise yabani otlar, patojenler, bocekler, mikroorganizmalar



(mantar, virlis, bakteri), hayvanlar ve insanlarin olusturduklari olumsuz etkilerdir.
Bitkiler stres sartlarini ortadan kaldirmak veya stresten minimum derecede etkilenerek
yasamlarii siirdiirebilmek i¢in ¢esitli diren¢ ve dayaniklilik mekanizmalari
gelistirmislerdir (Sekil 2.2.). Bunlar; stres toleransi, stres adaptasyonu ve aklimasyonu,

stresten kagma ve stresten sakinma olarak agiklanmaktadir (Dogru, 2006).

Soren Scalktlan ki gaalihbar [T Rt

s [ ]
# - Ing

Sekil 2.2. Cesitli faktorlere baglh olarak bitkilerin olusturabilecegi stres cevaplari (Dogru, 2006).

2.4.1. Stres toleransi

Stres toleransi, bitkinin elverissiz ortam kosullar1 ile basa ¢ikma potansiyeli ile
yakindan iliskilidir. Bir bitki i¢in stresli olan bir ortam diger bitkilere gore stresli
olmayabilir. Ornegin, bezelye (Pisum sativum) ve soya fasiilyesi (Glycine max),
sirastyla yaklasik 20 °C ve 30 °C'de en uygun sekilde biliylime ve gelisme gosterir.
Sicaklik arttikca bezelye, soya fasiilyesinden ¢ok daha erken donemde sicaklik stresi
belirtileri gosterir. Boylece soya fasiilyesinin daha yiiksek sicaklik toleransina sahip
oldugu anlasilmaktadir. Strese verilen hiicresel tepkiler, hiicre siklusundaki ve hiicre
boliinmesindeki degisiklikleri, endomembran sistemindeki degisiklikleri, hiicrelerin

vakuolizasyonunu ve hiicre ¢eperindeki yapisal degisiklikleri icermektedir.
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Biyokimyasal diizeyde, bitkiler prolin ve glisin betain gibi osmoregiilator bilesiklerin
tiretilmesi dahil olmak tizere ¢evresel streslere karst metabolik aktivitelerini
degistirebilmektedir. Stres toleransi saglayan genomik tepkilerle bir stres sinyalinin
algilanmas1 arasindaki baglantiy1 saglayan molekiiler olaylar son yillarda yogun bir

sekilde arastirilmistir (Taiz ve Zeiger, 2002).
2.4.2. Stres aklimasyonu ve adaptasyonu

Aklimasyon ve adaptasyon birbirinden farkli kavramlardir. Aklimasyon, g¢evresel
kosullara verilen ve bitkilerde genetik degisim olmaksizin gergeklesen fenotipik
degisimlerdir. Adaptasyon terimi ise gen ifadesindeki degisimlerle ilgili bir kavramdir
ve uzun siireli stres kosullarinda bitkilerin verdigi genotipik cevaplar sonucunda
meydana gelen morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal degisimleri ifade eder. Bu
genotipik degisimler nesilden nesile aktarilmaktadir. Ornegin, kuraklik stresine cevap
olarak yapraklarin solmasi, yapraktaki su kaybini azaltir. Boylece yapraklar tizerindeki

181 stresini azaltilmis olur (Taiz ve Zeiger, 2002).
2.4.3. Stresten kacinma

Bitkiler olumsuz ¢evre sartlarinda yasamlarini slirdiiremeyece§i durumda kagma
mekanizmalarin1 kullanarak kendilerini stres etkilerinden korur. Ornegin; efemer
bitkiler kisa siireli yagmur doneminde en az bir tohum olusturur. Yasam siireleri kisa
olan bu bitkilerin tohumlar1 kurak mevsimde dormant kalarak bir sonraki yagmur
donemini bekler ve bu sekilde kuraklik stresinden kag¢inmis olur (Salisbury ve Ross,

1992).

2.4.4. Stresten sakinma

Bitkilerin olumsuz c¢evresel kosullar nedeniyle olusabilecek stresten kendilerini
sakinmak i¢in gelistirdigi bir mekanizmadir. Stresin etkilerini azaltacak ve
engelleyecek durumlar olusturmasidir. Ornegin; ¢6l bitkilerinin bol yagis aldig
mevsimde sukkulent organlarina su depolamalar1 kuraklik stresinden etkilenmelerini

azaltmaktadir veya engellemektedir (Hale ve Orcutt, 1987).
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2.5. Tuz Stresi

Dogal kosullar altinda, deniz suyu ile tatli sularin birbirine karistig1 alanlarda ve
gelgitlerle yer degistirdigi haliclerde yetisen bitkiler yiiksek konsantrasyonlarda tuza
maruz kalmaktadir. i¢ kisimda, jeolojik deniz yataklarindan kaynaklanan dogal tuz
sizintis1, yakindaki diger topraklar1 tarim i¢in kullanilamaz hale getirebilmektedir.
Ancak, tarimda gozlenen daha yaygin bir sorun, sulama suyundaki tuzlarin tarimsal
alanlarda birikmesidir. Buharlasma ve transpirasyon olaylart suyun topraktan
uzaklagmasina ve toprak ¢ozeltisinin daha konsantre hale gelmesine yol agmaktadir.
Bu durumda toprakta tuz birikimi baslamaktadir. Topragin drenajimnin zayif olmasi
durumunda topraktaki tuz birikimi artmaktadir ve tuza duyarl tiirlere zarar verebilecek
seviyelere ulasabilmektedir. Diinyadaki sulanan tarimsal arazilerin yaklasik {igte
birinin tuzdan etkilendigi tahmin edilmektedir (Taiz ve Zeiger, 2002). Topraktaki tuz
miktarinin artmasi ile diisen osmotik potansiyel nedeniyle bitkilerdeki tohum
¢imlenmesi, hiicre boliinmesi, biiylime, gelisme ve fotosentez gibi yasamsal olaylar

olumsuz sekilde etkilenmektedir.

2.5.1. Toprakta primer ve sekonder tuzluluk

Tuzluluk, olusma sebeplerine gore primer (dogal) ve sekonder tuzluluk olarak iki
grupta incelenmektedir. Tuzlarin yagislarla birlikte atmosferden topraga gegmesi,
minerallerin parcalanmasi ve ayrismasiyla ortaya ¢ikan tuzlar ve tuzlu su
kaynaklarindan topraga gecen tuzlar primer tuzlulugun nedenleri arasindadir.
Sekonder tuzluluk ise zayif toprak drenaji, tarimsal alanlarda tek yillik bitki kullanima,
tuz bakimindan zengin yer alt1 sularinin varligi, yogun tarimsal sulama ve bu suda tuz
bilesiklerinin bulunmas1 ve topraktaki hidrolik yapimin degismesi nedeniyle meydana
gelmektedir. Ayrica topraklarin bazi kimyasallarla kontaminasyonu ve dogal arazilerin
kontrolsiiz bir sekilde tarima agilmasi sekonder tuzluluk nedenlerindendir (Yilmaz,

2014).
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2.5.2. Tuz stresinin bitki biiyiimesi iizerine etkisi

Toprakta bulunan ¢dziinebilir tuzlar, bitki kokleri tarafindan kolayca alinabilmektedir.
Bitki dokularina alinan tuzlar, miktarina ve ¢esidine gore belli bir konsantrasyondan
sonra bitki i¢in zararli olmakta ve stres olusturmaktadir. Metabolizmay1 ve mineral
beslenmeyi bozan bu maddeler zamanla bitki i¢in toksik etki géstermektedir. Diger bir
onemli olayda artan tuz konsantrasyonu nedeniyle bitkinin topraktan su aliminin

azalmasi1 veya durmasidir (Kanber ve ark., 1992).

Bazi bitkilerin toprakta yeterli miktarda su bulunmasina ragmen bazi kosullar altinda
turgorlarim1 kaybettikleri goriilmiistii. Bunun nedeni toprakta bulunan yiiksek tuz
konsantrasyonundan kaynaklanan fizyolojik kurakliktir. Fizyolojik kurakliktan dolay1
olusan yiiksek ozmotik basing bitki koklerinin toprakta bulunan suyu almasini
engellemektedir. Ozmotik basing ve bitki gelisimi arasinda ters bir orant1 oldugu
bilinmektedir. Diigiik ozmotik basing altinda bitki gelisimi uygun sekilde devam
ederken, basing 20 atmosfere ulastiginda gelisim kisitlanmakta, 40 atmosfere

ulastiginda ise dliimler goriilmektedir.

Toprak tuzlulugu bitkilerde yavas ve yetersiz tohum ¢imlenmesi, turgor kaybi, solma
ve kuruma, bodurluk, kiiciik yaprak olusumu, govde biiylimesinin yavaglamasi,
mavimsi yesil yaprak olusumu, ¢iceklenmenin gecikmesi, ¢icek sayisinin azalmasi,
daha kii¢iik tohum olusumu gibi olumsuzluklara neden olmaktadir. Ayrica tuzlanmis

tarimsal alanlarda tuza dayanikli yabanci otlarin gelisimi de gozlenmektedir (Ekmekei

ve ark., 2011).

2.5.3. Tuz stresinin organ diizeyindeki etkileri

Toprak suyunda bulunan yiiksek kontrasyonlardaki tuz toprak verimini ve kalitesini
dogrudan etkilemektedir. Bitkilerin kullanimi ve buharlagsma nedeniyle toprakta bir
yandan su miktar1 azalirken diger yandan da tuz miktar1 artmaktadir. Toprakta artan
tuz, kok bolgesinde birikerek koklerin su alinimini azaltic1 veya zamanla engelleyici
etki yapmakta ve sonugcta Uriin miktar1 ve kalitesini azaltmaktadir (Kanber ve ark.,

1992). Hiicre uzamasina ve bdliinmesine direkt etki eden tuz stresi; bitkinin agirliginda
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ve kok ile govdenin biiyliime hizinda azalmaya neden olmaktadir. Ayrica yapraklarda
incelme ve kiigiilme, yaprak sayilarinda azalma, kutikula tabakasinda incelme ve
vaskiiler dokularin gelisiminde azalma meydana gelmektedir (Culha ve Cakirlar,

2011).

2.5.4. Tuz stresinin hiicre diizeyindeki etkileri

Toprak c¢ozeltisindeki ¢Oziinmiis madde miktarinin artmasi, ozmotik basinci da
artirdigindan bitkinin su alinimini olumsuz etkilemektedir. Genellikle Na*, CI", SO47,

Ca* ve HCOj iyonlari tuzluluga neden olan iyonlardir.

Bitkilerde hiicrenin hacmini ve seklini koruyan hiicre duvari, hiicrenin en disinda
bulunmaktadir. Yapisal olarak oligosakkaritler ve polimerlerden olugmaktadir. Tuz
stresi sartlarinda apoplastta yiiksek konsantrasyonda Na" iyonu birikir. Biriken bu Na*
iyonu apoplastik enzimleri olumsuz yonde etkilemekte veya hiicre duvarinda bulunan
pektin gibi yapisal elemanlarin iyonik baglantilarini bozmaktadir. Bu durumda hiicre

duvari temel islevlerini yerine getiremeyebilir.

Tuz stresinin hiicresel boyutta diger bir olumsuz etkiside hiicre zar1 tizerinedir. Segici
gecirgen olan hiicre zar ¢ift tabakali fosfolipid yapisindadir. Bu tabaka igerisinde
proteinler bulunmaktadir. Tuz stresine neden olan iyonlar hiicre zarinda lipid
tabakasinin yapisinda degisime neden olmaktadir. Olusan bu degisimle birlikte lipid
sentezinde gorevli enzimlerde parcalanmalar ve yikimlar veya fosfolipidlerin
hidrolizinde artiglar meydana gelmektedir. Sonugta hiicre zarinin akiskanligi ve segici
gecirgenlik 6zelligi bozulabilmektedir. Ayrica hiicre zarindaki fosfolipidlerin artisina
ve oksidatif stres ile olusan aktif oksijen tiirlerinin buradaki lipidlere saldirmasiyla

lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir (Culha ve Cakirlar, 2011).
2.5.5. Tuz stresinin hiicre diizeyindeki diger etkileri

Tuz stresinin hiicre diizeyindeki diger bir etkiside iyon almimidir. K* ve Ca*? iyonu
bitki bliylimesi ve gelismesi igin temel elementlerdendir. K" iyonu bitki hiicrelerinde

enzim aktivitesinin diizenlenmesi, stoma hareketleri ve osmotik dengenin korunmasi
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gibi olaylarda gorev almaktadir. Hiicre i¢inde enzimlerin aktivite gosterebilmesi igin
belli bir Na*-K" dengesi vardir. Dis ortamda artan Na" iyonu K" iyonunun baglanacagi
alanlar i¢in K* iyonu ile rekabete girerek dengeyi bozmaktadir (Tester ve Davenport,
2003). Benzer bir durum Ca*? iyonu i¢in de s6z konusudur. Na* iyonu, hiicre zarindaki
Ca*?ile yer degistirerek zarmn apoplast bolgesinde Na*/Ca*? dengesinin artmas: ile

hiicrenin Ca*? miktar1 etkilenmektedir (Yokoi ve ark., 2002).

Tuz stresinde hiicre organellerinde de degisimler gozlenmektedir. Stresten en ¢ok
etkilenen organel kloroplast olarak bilinmektedir. Yiksek tuz varliginda
kloroplastlarda tiretilen aktif oksijen tiirleri, tilakoidlerin sismesine ve dalgal1 bir yap1
almasma neden olmaktadir. Ayrica kloroplastlarda plastoglobulinlerin boyut ve
sayisinin artigi, grana lamellerinin bozulmasi ve nisasta miktarindaki artis, tuz stresinin

diger etkileridir (Koyro, 2002).

Mitokondrilerde tuz stresinden 6nemli Ol¢iide etkilenmektedir. Kristalarda azalma,
vakoul olusumunda artis, organelde sisme, elektron taginim hizinda azalma gibi
degisimler olusmaktadir (Koyro, 2002). Hiicrenin diger organelleride tuz stresinden
etkilenmektedir. Ornegin endoplazmik retikulumda bolgesel sismeler, golgi aygitinda
asir1 biiyiime, ¢ekirdek boyutunda degisimler ve bu degisimleri takiben yikimlar ve
tonoplastta vesikiilasyon tuz stresi altindaki bitki hiicrelerinin organellerinde gozlenen

degisimler arasinda sayilabilmektedir (Katsuhara ve Kawasaki, 1996).
2.5.6. Tuz stresinin fotosentez iizerine etkisi

Fotosentez bitkinin biiylimesini ve gelismesini saglayan, bitkide biyokiitleyi artiran
fizyolojik bir olaydir. Bitkiler yiiksek tuz konsantrasyonlarina maruz kalmalar
durumunda fotosentetik aktiviteleri azalirken, maruz kaldiklar1 tuz konsantrasyonunun
azalmasiyla fotosentetik aktivite artmaktadir. Bu sebeple tuz stresi altindaki bitkilerde
fotosentetik aktivite bakimindan stomalarin kapanmasina bagli olan veya olmayan

kisitlamalarla karsilasilmaktadir (Ashraf, 2004).

Bitki bulundugu ortamda tuz stresiyle karsilastigi anda osmotik basinct artirip

kullandig1 su miktarin1 azaltmaya ¢alismaktadir. Boyle bir durumda bitki terlemeyle
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su kaybetmemek i¢in stomalarini kapatmak durumunda kalmaktadir. Bu sebeple bir
yandan terlemeyi engelleyen bitki diger yandan stomalarin iletkenlik derecesini en aza
indirmis olmaktadir (Munns ve Tester, 2008). Boylelikle kloroplastlardaki CO, miktar1
sinirlandirilmis ve bitkideki asimilasyon orani azalmis olmaktadir (Degl'Innocenti ve

ark., 2009).

Stomalarin tuz stresi durumunda kapanmasi iki sekilde gerceklesmektedir. Bunlar;
hidroaktif ve hidropasif mekanizmalarla saglanmaktadir. Hidroaktif mekanizmada tuz
stresi altindaki bir bitki ilk olarak ABA sentezi gerceklestirmektedir (Zhu, 2002). Daha
sonra, ¢oziinebilir nitelikteki bazi metabolitlerin etkisiyle stomalar kapanmaktadir
(Mahajan ve Tuteja, 2005). Hidropasif mekanizmada ise bitkide su miktarinin ve
turgor basincinin azalmasi sebebiyle metabolik bir etki olmadan stomalarin kapanmasi

s0z konusudur (Mahajan ve Tuteja, 2005).

2.5.7. Fotosentetik mekanizmaya etkisi

Tuz stresi altindaki bitkilerde stomalarin kapanmasi dolayli olarak kloroplastlarin
tilakod membranlarinda meydana gelen elektron tasinim reaksiyonlarini da
etkilemektedir. Tuz stresi Ozellikle fotosistem II'nin (FSII) yapisinda bulunan DI
proteininin zarar gdrmesine ve hatta par¢alanmasina neden olabilmektedir (Ferroni ve
ark., 2007). Buna bagli olarak FSII’nin yapisinda bulunan ve 151k toplayic1 kompleksi
olusturan (ITK) karotenoid ve klorofil pigmentlerinin miktarinda da azalmaya sebep

olmaktadir (Parida ve Das, 2005).

NaCl, FSII’de oldugu gibi FSI’deki elektron hareketlerini de bozmaktadir. Bunun
nedeni tuz stresinin stomalarin kapanmasina ve yaprak dokularindaki CO2 miktarinin
azalmasma neden olmasi, Calvin dongiisiindeki enzimleri belirli oranda inaktive
etmesi, NADPH nin kullanimi ve NADP’nin rejenerasyon hizinin azalmasidir. Bu
kosullar altinda FSI’in yapisindaki ferrodoksin ortamda yeterince NADP"®
bulunmadig i¢in elektronunu NADP™ yerine O2’ye vermektedir. Bu sekilde O>’nin
elektron alarak indirgenmesi sonucunda hiicresel yapilar i¢in son derece toksik olan

O (siiperoksid radikali) meydana gelmektedir (Asada, 1999; Apel ve Hirt, 2004). Tuz
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stresinin fotosentetik aktivite tizerindeki diger olumsuz etkisi de rubiloz-1,5-bisfosfat
karboksilaz oksigenaz (Rubisco) enzimine bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu enzim
yaprak dokularindaki CO; konsantrasyonu O;’ye gore daha yiiksek oldugunda CO>’yi
baglayarak Calvin dongiisliniin aktive olmasini, O» konsantrasyonunun CO;’ye gore
daha yiiksek olmasi durumunda da O2’yi baglayarak fotorespirasyon olayinin
gerceklesmesini saglamaktadir. Fotorespirasyon olaymin hizlanmasi ise 6zellikle C3
bitkilerinde fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde etkilemektedir (Sivakumar ve ark.,
2000). Bunun diger bir sebebinin de stomalar kapandiktan sonra yaprak dokularinda

meydana gelen sicaklik artis1 oldugu rapor edilmistir (Apel ve Hirt, 2004).

2.6. Bitkilerde Tuz Toleransi Saglayan Mekanizmalar

Bitkiler tuz stresinden olumsuz sekilde etkilendikleri halde tuzlu topraklarda
yasayabilmektedir ve tuzun olumsuz etkilerinden sakinabilmektedir. Tuza karsi
dayanikliligr artirmak amaciyla farkli tolerans yontemleri gelistirmislerdir. Tuzlu
ortamdaki bu bitkiler yapilarindaki tuz igerigini ve iyon dengesini 3 sekilde

diizenlemektedirler (Dajic, 2006).

2.6.1. Tuzdan sakinma ve yapisina almama

Bitkinin koklerdeki yiiksek tuz yogunlugu sebebiyle tuz iyonlarma (Na®, CI)
gecirgenliginin az olmasit durumudur. Fakat hiicreler yapisina bir miktar tuzu
almaktadir (Liittge, 2002). Baz: bitki tiirleri kokteki endodermis hiicrelerinin sahip
oldugu kaspari seridi ad1 verilen bir yap1 yardimiyla tuzu bir anlamda filtrelemektedir
(Botella ve ark., 2005). Baz1 bitkiler bu yontemle fazla tuzu kokte tutarak toprak iistii
organlarina az miktarda tuzun ulagmasini saglamaktadir (Larcher, 1995). Kokte
bulunan transport proteinleri gibi kontrol mekanizmalart da Na" miktarinin

diizenlenmesini saglamaktadir (Botella ve ark., 2005).

2.6.2. Tuzun eliminasyon yoluyla uzaklastirilmasi

Bitkiler ortamdaki fazla tuzdan korunmak i¢in tuz barindiran organlarindan kurtulma

(yaprak dokme vb.) yoluna gitmektedir. Bu uzaklastirma yontemi yapragin st
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kisminda yer alan trikom kokenli salgi tliyleri ve st tabakanin farklilagmasiyla
olusmus tuz bezleriyle yapilmaktadir (Munns ve Tester, 2008). Salgi tiiyleri tuzu
yapisindaki vakuollerde tutarken, salgi bezleri tuzu disar1 salgilamaktadir. Tuz bu
sekilde yaprak dokusundan fizyolojik sekilde uzaklastirilmis olmaktadir (Breckle,
2002). Bu mekanizmaya sahip olmayan bitkilerde ise karakteristik 6zellik olan yaprak
absisyonuyla tuzun atilmasi s6z konusudur. Bu olay tuzlu ortama uyum saglamig yash

yapraklarda gerceklesmektedir (Cram ve ark., 2002).

2.6.3. Sukkulent yapilarla tuzun seyreltilmesi ve yeniden dagilim

Sukkulentlik, genellikle halofit bitkilerde parankima hiicrelerinin ve yaprak
kalinliginin artmasiyla stomalarin azalmasi ile meydana gelen morfolojik ve anatomik

bir degisiklik olarak agiklanmaktadir (Dajic, 2006).

Yeniden dagilim islemi gen¢ yapilardaki fazla tuzun floeme geri tasinarak yapraktaki
tuzun azaltilmasi olayidir (Larcher, 1995). Bu iyonlar floemden ya yash yapraklara
tuzu biriktirmesi i¢in gonderilerek ya da tuzun uzaklagtirllmasini saglayan ozel

yapilara gonderilerek elimine edilmektedir (Botella ve ark, 2005).
2.7. Tuz Tolerans1 Saglayan Mekanizmalar

Bitkiler tuz stresinin olumsuz etkilerine kars1 bir¢ok molekiiler ve biyokimyasal
mekanizma olusturmustur. Antioksidant sistem, hiicrelerdeki iyon birikimi veya
atilimi ve kokteki iyon alimi bunlara 6rnek olarak verilebilmektedir (Parida ve Das,

2005).

2.7.1. iyon dengesinin diizenlenmesi ve tuza asir1 duyarh sinyal iletim yolu (SOS)

Bitkiler tuz stresinden kaynaklanan iyonik dengesizlikleri ortadan kaldirmak icin
osmotik dengeyle Na" iyonlarinin disar1 atilmasi ve hiicrelerdeki tuz toleransmin
saglanabilmesi i¢in bircok mekanizma gelistirmislerdir. Bu mekanizmalar Na"nin

hiicre i¢inde toksik yogunluga ulasmasini dnlemektedir (Munns ve Tester, 2008).
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Topraktaki Na" iyonunun koklerden alinimi pasif tagima yoluyla olmaktadir. Pasif
taginim ise iyon kanallar1 ya da difiizyon ile gerceklesmektedir. Bu iyon kanallari;
se¢ici olmayan katyon kanallari ve sodyum tasiyici kanallaridir. Na™ iyonu tagsima
kanallar1 bitki bliylime sartlarina ve tiirlerine gore degismektedir. Fakat farkli tasima

sistemlerinin bir arada ¢alistig1 bilinmektedir (Apse ve Blumwald, 2007).

Na" iyonu bitki kdkleri ile alindiktan sonra iki farkl1 yol izlemektedir. Once tasiyicilar
yoluyla merkezi silindire daha sonra ksileme aktarilmaktadir. Bu tasimaya simplastik
yol ad1 verilmektedir. Diger bir yol ise apoplastik yoldur. Na" endodermise ulasmak
icin Once hiicre dig1 matriksi kullanarak suya gegmektedir. Bu yolla hiicre i¢ine girmis
olan Na" iyonu simplastik yolu takip ederek kaspari seridini gegmektedir (Botella ve

ark., 2005).

Na"’nin ksileme tasinimi sadece apoplastik yolla da gerceklestirilmektedir. Bu ise
katyon/H" tasiyicilarin Na"y1  endodermisdeki hiicrelerden merkezi silindire
tagimasiyla saglanmaktadir. Ksileme giden Na iyonlarinin miktarini azaltmak igin

vakuol tipi Na"/H" tasiyicilar1 (NHX) ile hiicre vakuollerinde depolanmaktadir.

Merkezi silindirden gelen Na"’nin ksileme aktarimi hiicre zarina bagh Na'/H'
tagtyicilart (SOS1) ile yapilmaktadir. Ksilemden koke geri aktarimi Na™ya karsi segici
olmayan (HKT ve Nax) tastyicilarla, yapraktaki parankima hiicrelerine ise HKT ve
Nax’e ek olarak secici olmayan katyon kanali (NSCC) ile yapilmaktadir (Apse ve
Blumwald, 2007).

Bitki hiicrelerinde sitoplazmik Na" iyon konsantrasyonunun korunmasi iki ana faktore
baglidir. Bunlar; plazma zarinda bulunan Na“/H" antiportu olan SOS1 ve tonoplastta
yer alan Na"/H" ¢ikisin1 saglayan NHX antiportudur (Blumwald ve Poole, 1985; Qiu
ve ark., 2002).

Bitki tuz stresi ile karsilastiginda hiicre sitoplazmasindaki Na* iyon yogunlugu ayni

+2s

zamanda sitozolik Ca*?’nin artmasina da sebep olmaktadir. Ca*?*’nin artmasr hiicredeki

fazla tuzun disar1 atilmasi i¢in SOS1 antiportunu aktiflestirmektedir. SOS1 yolu ise
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Ca*™?nin aktiflestirildigi ii¢ farkli gen ile saglanmaktadir (Qiu ve ark., 2002). SOS2
geni serin/threonin protein kinazi kodlarken (Shi ve ark., 2000), SOS3 geni
kalsinerium B-benzeri protein (CBL4) denilen geni kodlamaktadir. SOS3 geni, Ca™’y1
baglayabilecegi ii¢ cebe sahiptir ve Ca™ uyaricisi olarak gorev almaktadir (Bertorello
ve Zhu, 2009). SOS2 geni ise SOS3 ve Ca*? baglandiktan sonra fizyolojik olarak SOS3
genine baglanarak aktif hale gelmektedir (Shi ve ark., 2000). SOS1 proteninin
sentezlenmesi, Na " nin atilmasini saglamas: SOS3-SOS2 kinaz yapisinin SOS1 genini

aktiflestirmesiyle meydana gelmektedir. Ayrica bu yapt SOSI1 fosforilasyonunu da
saglamaktadir (Gong ve ark., 2004).

2.7.2. Diizenleyici osmolitlerin biyosentezi

Bitkiler tuz stresine maruz kaldiklarinda osmotik korucuyucu bilesikleri yapilarinda
biriktirmektedir ve bu bilesenler birbirinin yerini alabilen (compatible) yapilardir
(Hussein ve ark., 2008). Bu yapilarin biiylikk cogunlugunu organik maddeler
olustururken bir kismim ise K gibi temel iyonlar olusturmaktadir (Parvaiz ve
Satyawati, 2008). Diger bir adi osmolit olan bu bilesenler bitkiyi dehidrasyona kars1
koruyabilmektedir. Bu yapilar nétral olup, toksik etki yaratmayan, hiicre yapisina zarar

vermeyen ve molekiil agirligr diisiik molekiillerdir (Djilianov ve ark., 2005).

Organik yapiya sahip olan osmolitler cogunlukla organellerde ve sitoplazmada
birikirken, inorganik iyonlar vakuolde bulunmaktadir (Moghaieb ve ark., 2004).
Bitkideki osmolit miktar1 dig ortamdaki basingla dogru orantili olup, suyun hiicre igine
girisinin artirilmasini veya hiicreden ¢ikisinin azaltilmasimi saglamaktan sorumludur

(Parida ve Das, 2005).

Osmolitler hiicredeki pH seviyesini ve zar yapisini koruma, aktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonunu saglama, FSII’nin yapisina enzim ve protein destegi saglama gibi
fonksiyonlara da sahiptir (Chen ve ark., 2007; Vijayan, 2009). Osmolitler;
karbohidratlar, polioller, aminoasitler ve kuarterner amonyum bilesikler olarak

gruplandirilmaktadir (Djilianov ve ark., 2005).
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Karbohidratlar tuz stresi durumunda biriktirilen ve sentezlenen osmolitlerden biridir.
Yapilarina gore farklt gorevleri vardir. Fruktoz, sukroz ve glukoz osmotik
diizenlemeleri saglamaktadir (Parida ve Das, 2005). Sadece bazi bitki tiirleri tarafindan
cok az miktarda sentezlenmesine ragmen tuzluluk da dahil birgok g¢evresel stres
altindaki bitkilerde osmotik koruyucularin stabilizasyonunu saglayan diger bir

karbohidrat disakkarit yapisindaki trehalozdur (Djilianov ve ark., 2005).

Bitkiler aleminde siklik ve asiklik sekilleriyle yayilim gdsteren polioller, bitki
dokularinda tuz stresi sonucunda birikim gdsteren ve osmotik basincin korunmasinda
gorev alan bir osmolit grubudur (Sun ve ark., 1999). Bitki hiicre yapilarini radikallere
karsi korumaktadir (Djilianov ve ark., 2005). Na"’nin apoplastik bolgeye ve vakuollere

gonderilmesini saglayarak osmotik regiilasyon saglamaktadir (Bohnert ve ark., 1995).

Kuarterner amonyum bilesiklerinden en ¢ok bilineni glisin betaindir (GB). GB amfoter
ozellik gosteren bilesiklerdir. Bitki hiicrelerindeki konsantrasyonu tuz toleransiyla
orantilidir (Sakamoto ve Murata, 2002). GB’nin sentezi kloroplastlarda
gerceklesmektedir. Stres sartlart ortadan kalktiginda prolin gibi metabolize
edilmemektedir (Hare ve ark., 1998).

Tuz stresi kosullarinda bitki hiicrelerinde bir¢ok aminoasitle karsilastirildiginda en
fazla biriken osmolit prolindir (Abrahdm ve ark., 2003). Prolin normal kosullarda
sitozolde birikim gostererek osmotik regiilasyon saglamaktadir (Parvaiz ve Satyawati,
2008). Prolin tuz stresi altindaki bitki dokularinda azot ve karbonun depolanmasini da
saglamaktadir. Kosullar iyilestiginde ise metabolize edilerek bitkinin biiylimesine
destek gorevi gormektedir (Jain ve ark., 2001). Ayni zamanda hiicrelerdeki
indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlarun diizenlenmesinde, serbest radikallerin
detoksifikasyonunda (Vijayan, 2009), metabolizmanin NADP*/NADPH dengesinin
korunmasinda (Hare ve Cress, 1997), DNA’da meydana gelen hasarlarin
engellenmesinde de gorev yapmaktadir. Prolin, prolin-5-korboksilaz sentetaz (P5CS)
ve prolin-5-karboksilaz rediiktaz (P5SCR) enzimlerinin sitoplazmada katalizledigi
tepkimeler sonucu sentezlenmektedir. Prolinin bozulmasi ve pargalanmasi ise

mitokondrilerde meydana gelmektedir. Stres faktorleri ortadan kalktiginda prolinin
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yiikseltgenmesiyle agiga ¢ikan enerji stresin yarattii hasari azaltmaktadir (Hare ve

Cress, 1997).

2.8. Tuz Stresine Kars1 Gen Cevaplari

Tuz stresinin etkin oldugu durumlarda diizenleyici proteine baglanarak gen
ekspresyonunu baslatan molekiillerin ifadesi artmaktadir. Bu molekiiller gorevlerine
gore iki baslik altinda incelenmektedir. Bunlardan ilki efektor (koruyucu) molekiiller,
digeri ise regiilator (diizenleyici) molekiillerdir. Efektor molekiiller ¢evreden gelen
stres faktorlerine karsi koruma gorevi yaparken, regiilator molekiiller gen
ekspresyonunu ve strese verilen cevaplarla ilgili sinyal iletimini diizenleyici olarak

gorev yapmaktadirlar.

Iyon tasiyicilar, diizenleyici osmolitlerin sentezinde yer alan enzimler, LEA (late
embryogenesis abundant; ge¢ embriyogenez) proteinleri, su kanal proteinleri,
saperonlar, detoksifikasyon enzimleri ve ¢esitli proteazlar efektor molekiilleri; protein
kinazlar, transkripsiyon faktorleri ve fosfoinositol metabolizmasinda yer alan enzimler

(fosfolipazlar) ise regiilatér molekiilleri olugturmaktadir.

2.8.1. Efektor molekiiller

LEA proteinleri, saperonlar, iyon tastyicilar, detoksifikasyonda gorevli enzimler ve
bazi proteazlar, diizenleyici osmolit olusumunda etkili enzimler bu grupta yer

almaktadir.

LEA proteinleri sitozoldeki iyon yogunlugunun diizenlenmesinde, yapisi bozulan
proteinlerin yapilarini onarmada, hiicre toleransinda, dehidrasyonu engellemede ve zar
yapisinin korunmasinda gorev almaktadir. Saperonlar, bir diger ismiyle 1s1 sok
proteinleri ¢cevresel stres durumlarinda sentezi artan molekiillerdir. Bu proteinler hiicre
yapisinin diizenlenmesinde, proteinlerin katlanmasi ve translokasyonunda gorev
almaktadir. HSP’ler proteinleri korurken bir yandan da hiicre igindeki stres nedeniyle
hiicrede zararli hale gelen protein yapilarimi engelleyerek dengenin bozulmadan

kalmasina destek saglamaktadir (Dajic, 2006).
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2.8.2. Regiilator molekiiller

Diizenleyici molekiillerin protein fosforilasyonunda ve sinyal iletiminde gorev alan
onemli grubu protein kinazlardir. Protein kinazlar sinyal iletim yollarinda mitojenle
aktive edilen protein kinazlar (MAPK) olarak aktif halde bulunmaktadirlar. Osmotik
stresin etkin oldugu durumlarda zar proteinlerinin yapilarinda degisiklik yaparak
sinyal iletimine katkida bulunurlar (Dajic, 2006). MAPK’lar stres kosullarinda
antioksidant sistem tarafindan da aktif hale getirilmektedirler (Apel ve Hirt, 2004).

MAPK yapisi ii¢ kinazdan olusmaktadir. MAPK, MAPKK (MAPK kinaz) ve
MAPKKK (MAPK kinaz kinaz)’dir. Bu li¢ kinazdan MAPKKK, MAPKK’nin
aktivasyonuna katilmaktadir. MAPK ise ¢ift yonlii islev goren, yapisinda serin-treonin
kinaz bulunan MAPKK tarafindan fosforile edilmekte ve aktif hale getirilmektedir
(Rodriguez ve ark., 2010).

MAPK basamaklari, hiicre boliinmesi (Komis ve ark., 2011), bitki biiylimesi ve
gelismesi (Xu ve Zhang, 2015), bitki patojenlerine kars1 direng (Bigeard ve ark., 2015)
ve bitkilerin abiyotik streslere karsi tepkisi (Liu, 2012) dahil olmak iizere bitki
fizyolojisinin bir¢cok yoniine katilmakta ve kritik rol oynamaktadir (Bigeard ve ark.,

2015).

CPDK ’lar, hiicredeki tagiyicilarin (SOS1, H'-ATPaz ve akuaporinler) diizenlenmesini

+2s

stres durumunda miktar1 artan Ca™’yi indiikleyerek yapmaktadirlar (Dajic, 2006).

2.9. Oksidatif Stres

Radikal veya aktif oksijen tiirleri (AOT) olarak adlandirilan bilesiklerin dis
yorilingelerinde eslesmemis elektron ¢iftleri bulunmaktadir. Yar1 6miirleri kisa olan ve
elektron konfigiireasyonlar1t normal olmayan AOT’ler ¢evresindeki diger molekiillere
elektron verebilmektedir ve etkilesime girerek elektron alabilmektedir. Yapisal olarak
kararsiz olan AOT’ler kararli hale gelebilmek i¢in diger atom veya molekiillerle

etkilesime girmekte ve bunlarin molekiil yapilarinit bozabilmektedir. Bu molekiiller
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diger molekiillerle elektron aligverisi yapabildikleri i¢in yiikseltgeyici ve indirgeyici

ozellige sahiptirler (Halliwell ve Gutteridge, 1999).

AOT’ler radikaller ve nonradikaller olarak iki gruba ayrilmaktadir. Radikaller
eslesmemis elektronlara sahip olan bilesiklerdir. Bu sebeple diger molekiillerle hizlica
tepkimeye girebilmektedir. Bunlara 6rnek olarak hidroksil (OH") ve siiperoksit
radikali (O2") verilebilmektedir. Nonradikaller ise radikallere gore daha kararli yapiya
sahiptirler ve yapilarindaki elektronlar ciftler halinde bulunmaktadir. Bu yiizden
radikallere gore diger molekiillerle tepkimeye girme egilimleri daha azdir (Halliwell
ve Gutteridge, 1999). Buna o6rnek olarak hidrojen peroksit (H202) molekiilii
verilmektedir (Genisel, 2010).

AOT’ler stres altinda olmayan bitkilerde normal metabolizma sirasinda pek ¢ok
reaksiyon araciligiyla olusturulmaktadir (Kiling ve Kiling, 2002). Ancak tuz stresi de
dahil tiim biyotik ve abiyotik stres faktorleri bitki dokularinda AOT’lerin olusum hizini
artirmaktadir. Bu durumda AOT’ler antioksidant sistem tarafindan elimine edilerek
hiicresel yapilara zarar vermesi onlenmektedir. Ancak stres faktorlerinin siiresine ve
siddetine bagli olarak antioksidant sistem AOT’lerin detoksifikasyonu konusunda
etkisiz kalabilmekte ve bdylece hiicre ve dokulardaki AOT konsantrasyonu artmaya
baslamaktadir (Breusegem ve ark., 2001). Sonugcta hiicrelerde oksidatif hasar, yag

asitlerinin peroksidasyonu ve hiicre 6liimleri meydana gelmektedir (Mittler, 2002).

2.9.1. Singlet oksijen (*O2)

Singlet oksijen ('02) bitkilerde metabolik bozulmalara ve hiicre Sliimlerine yol
acabildigi gibi ¢evresel stres kosullarina uyum saglamada fonksiyonel olan sinyal
iletim yollarinda da rol oynamaktadir (Apel ve Hirt, 2004). Bu yap1 molekiil oksijenin
ilk uyarilmis halidir (Clo, 2007). Elektronlar ¢ift halde ya ayni yoriingede ya da
karsilikli olarak farkli yoriingelerde bulunmaktadir. Singlet oksijen c¢ift elektron
bulundurmast sebebiyle bir AOT dir. Ciinkii O2’ye elektron transferi ile ilgili degil
enerji aktarimiyla meydana gelmekte ve fotoaktivasyonla iiretilmektedir. Bircok
molekiilii kolayca okside edebilmekte ve bu sebeple hiicreler i¢in toksik bir etki

yaratabilmektedir (Clo, 2007; Giiler, 2008; Creissen ve ark., 1996).
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2.9.2. Siiperoksit radikali (O2")

Bir elektron ilavesiyle molekiiler oksijenden olusturulan siiperoksit radikali, serbest
radikal olmasma ragmen yiiksek oranda reaktif degildir. Hiicresel membranlari
gecemedigi i¢in liretildigi hiicre boliimii i¢inde kalmaktadir. Siiperoksit, flavoenzimler

tarafindan endojen olarak da iiretilmektedir (Laitonjam, 2012).

Kararsiz bir yapiya sahip olan siiperoksit radikali tek basina tehlikeli degildir. Fakat
hidrojen peroksit kaynagi olarak kullanilmasi nedeniyle hiicresel toksisite etkisine
sahiptir. Hiicrede DNA zincir kirilmalarina ve yaglarin yiikseltgenerek par¢alanmasina

sebep olarak hasar yaratmaktadir (Fridovich, 1995).

2.9.3. Hidrojen peroksit (H202)

Hidrojen peroksit (H203), iki siiperoksit radikalinin bir araya gelmesiyle olusmaktadir
(Hagar ve ark., 1997). Katalitik 6zelligi fazla olan siiperoksit dismutaz (SOD)
enziminin etkisiyle oksijene ihtiya¢ duyan (aerobik) canlilarin hiicrelerinde olusum
gostermektedir (Harbinson ve Hedley, 1993). Bitkiler icin toksik etkiye sahiptir ve
kloroplast stromasindaki bazi enzimlerin aktifligini kaybetmesine sebep olmaktadir.
Ayrica DNA zincirinde kirilmalara ve proteinlerin pargalanarak denatiire olmasina da

sebep olmaktadir (Hagar ve ark., 1997).

Hidrojen peroksit serbest bir radikal olmadigi halde hiicresel membranlardan gegme
yeteneginden dolayr oldukg¢a dnemlidir. Ayrica gegis metallerinin varliginda hidroksil
radikallerinin olusumuna yol agmaktadir. H>O>’nin bir baska énemli fonksiyonu da,
hiicre i¢i sinyal molekiilii olarak gorev yapmasidir. H>O», katalaz, glutatyon
peroksidaz ve peroksiredoksin gibi enzim sistemleriyle detoksifiye edilmektedir

(Laitonjam, 2012).

2.9.4. Hidroksil radikali (OH")

Hiicrelerde hidroksil radikalini detoksifiye eden herhangi bir enzim yoktur. Bu nedenle

hidroksil radikali biyomolekiillerle kuvvetli bir sekilde tepkimeye girebilen en reaktif
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radikaldir (Haber ve Weiss, 1934) ve biyolojik sistemlere diger herhangi bir reaktif
oksijen tiirlinden daha fazla zarar verebilmektedir. Hatta hiicreyi 6lime kadar
gotiirebilmektedir. Hidroksil radikali (OH~), metal iyonlar1 (Fe*? veya Cu") tarafindan

katalizlenen bir reaksiyondaki hidrojen peroksitten olusmaktadir (Laitonjam, 2012).

Gegis metalleri olan Fe*? ve Cu' hidroksil radikallerinin olusumunda énemli bir rol
oynamaktadir. Uygun gecis metallerinin varhiginda, dzellikle Fe*, OH ayrica nétral
pH'da ve ¢evre sicakliklarinda demir katalizli, Fenton reaksiyonu ile O> ve H>O;'den
de iretilebilmektedir (Vranova ve ark., 2002). Canli hiicrelere 6zgii olan ve hiicre
icinde gergeklesen bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu adi verilmektedir

(Laitonjam, 2012).

2.10. Bitkilerde Antioksidant Sistem

Antioksidantlar, canli organizmalarda bulunan ve AOT’leri detoksifiye ederek
oksidatif stresin istenmeyen etkisini 6nlemekten ya da azaltmaktan sorumlu olan bir
sistemdir (He ve ark., 2017; Rahal, 2014). Oksidatif stresin biyokimyasal temelinde,
AOT’lerin asir1 iiretimi yatmaktadir. Bu iiretim ile antioksidant savunma sisteminin
performans1 arasindaki dengenin saglanmasi hayati bir Onem tasimaktadir.
Antioksidant sistem enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden meydana
gelmektedir. Bu sistemin enzimatik bilesenleri arasinda siiperoksit dismutaz, askorbat
peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve guaiakol peroksidaz; enzimatik olmayan
bilesenleri arasinda ise askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler, glutatyon ve fenolik
bilesikler yer almaktadir. Baz1 antioksidantlar ve gorevleri Tablo 2.1.” de verilmistir.
Biitiin bitki tiirlerinin belli oranda bir antioksidant potansiyele sahip olduguna

inanilmaktadir (Hassan, 2017; Kasote ve ark., 2015).
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Tablo 2.1. Baz1 antioksidant bilesikler ve temel gorevleri

Bilesikler Gorevleri
Siiperoksit Dismutaz (SOD) 0,°’1 H20,’ye doniistiiriir.
Askorbat Peroksidaz (APOD) H20-’yi H>0 ’ya ¢evirir.
Katalaz (KAT) H20-’yi H0 ’ya ¢evirir.
Glutatyon Rediiktaz (GR) GPOD ile birlikte H,0,’den OH*"’in olusmasini engeller.
Glutatyon Peroksidaz (GPOD) H>0.’i ve lipit peroksitlerini etkisiz hale getirir.
Askorbik Asit Direkt olarak O,°*", OH*"ve H,0y’i temizler.
Tokoferoller Lipit peroksitlerini O,* ve OH*"i temizler.
Karotenoidler Peroksi radikalleri ile O2°- ve OH*"’i temizler.
Glutatyon GPOD ile birlikte H,0,’den OH*"’in olusmasini engeller.
Fenolik Bilesikler 10,'i temizler.

2.10.1. Enzimatik antioksidanlar

2.10.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD), aerobik organizmalarin tiimiinde bulunan, oksidatif strese
kars1 ilk enzimatik savunma hatt1 olarak kabul edilen ve yapisinda metal iyonu
bulunduran bir enzimdir (Gratao ve ark., 2015). Siiperoksit radikalinin bir dismutasyon
reaksiyonu ile H>O’ye doniisiimiinii saglayan reaksiyonu katalizlemektedir. Bu
nedenle SOD, hem Oz~ hem de H2O>’nin hiicresel seviyesini etkilemektedir ve Oz ile
iligkili toksisiteyi onleyerek AOT’lerin detoksifikasyonunda 6nemli bir role sahip
olmaktadir (Abouzari ve Kakheri, 2015). Ayn1 zamanda Haber-Weiss reaksiyonu ile
gerceklesen OH liretimini de siki bir sekilde koordine etmektedir (Gupta ve ark.,

2018).

Metaloenzim olarak bilinen SOD, aktif merkezinde bulunan iyona bagli olarak ytiksek
bitkilerde {i¢c grupta incelenmektedir. Bunlar; bakir-¢inko siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-
SOD), mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) ve demir siiperoksit dismutaz (Fe-

SOD)’dir (Perry ve ark., 2010; Sharma ve ark., 2012).
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Yapisal olarak, Fe-SOD ve Mn-SOD birbiriyle iliskilidir. Cu/Zn-SOD, yapisinda iki
metalik iyon bulundugundan, yapisal seviyede farkliliklara neden olan farkli kimyasal

ve fiziksel 6zelliklere sahiptir (Scandalios, 1997).
2.10.1.2. Askorbat peroksidaz (APOD)

Askorbat peroksidaz (APOD), askorbik asitten (AsA) aldig1 elektronu indirgeyici gii¢
olarak kullanmakta ve H>O>’yi su ve oksijene doniistiirmektedir. Bu arada askorbik
asit de monodehidroaskorbik aside (MDHA) doniismektedir (Sharma ve ark., 2012).
Bu sebeple, APOD’un aktivitesi biiyiik 6l¢iide askorbik asidin kullanilabilirligine
baglidir (Foyer ve Noctor, 2003). APOD, bitkilerde oldugu gibi pek cok farkl

organizmada da bulunabilen bir enzimdir (Mittler ve ark., 2004).

Katalazdan farkli olarak APOD, H>0O: i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir ve bu yiizden
diisiik AOT seviyelerinde de islevini yerine getirebilmektedir. APOD’un bu 6zelligi
H,0,’nin neden oldugu hiicresel zararn dnlenmesini saglamaktadir. Oncelikle bitki
hiicrelerindeki H>O> seviyesini kontrol altinda tutarak gerekli sinyal iletim olaylarinin

fonksiyon gostermesine yardimci olmaktadir (Mittler, 2002).

APOD; transkripsiyon oranlar1, H>O2 konsantrasyonu ve redoks sinyalleri gibi farkli
uyaricilar tarafindan diizenlenen kiiciik bir grup gen tarafindan kodlanmaktadir
(Shgieoka ve ark., 2002). Amino asit dizilimlerine dayanarak, bitkilerde 5 ayrt APOD
siifi tanimlanmis ve hiicre igindeki lokalizasyonlarina goére siiflandirilmigtir. Bu
smiflar; sitozolde bulunan sitozolik APOD (cAPOD), kloroplastta bulunan stromal
APOD (sAPOD), tilakoid membranlarda tilakoidal APOD (tAPOD) ve sirasiyla
mitokondri ve peroksizomal zarlara bagli olan (mitAPOD) ve (pAPOD) izoenzimlerini

icermektedir (Gill ve Tuteja, 2010; Sharma ve ark., 2012; Gupta ve ark., 2015).

2.10.1.3. Katalaz (KAT)

Aerobik organizmalarin peroksizomlarinda bulunan ve tetramerik yapiya sahip olan

katalaz (KAT), ilk kesfedilen ve islevsel olarak karakterize edilen antioksidant bir
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enzimdir (Sharma ve ark., 2012). Katalaz, H>O>’nin H>O ve O;’ye ayristirilmasindan
ve hiicre i¢i detoksifikasyonundan sorumludur (Gill ve Tuteja, 2010; Weydert ve
Cullen, 2010). H2O>’nin ayrismasinda yer alan birkag¢ enzim olmasina ragmen, katalaz,

bu detoksifikasyon isleminde merkezi bir rol oynamaktadir (Gill ve Tuteja, 2010).

Katalaz ile H2O> arasindaki yiiksek spesifiklige ragmen, bu enzimin aktivitesi ancak
yiiksek H202 seviyeleri mevcut oldugunda etkilidir. Ciinkii katalazin H2O2'ye olan
afinitesi askorbat peroksidaz ve diger peroksidazlar gibi enzimlerden nispeten daha
distiktiir (Mittler, 2002). Ayrica bazi arasgtirmacilar katalazin yiiksek oranda
peroksizomlarda bulunmasi ve 15181n etkili oldugu durumlarda da etkisini kaybettigini

aciklamiglardir (Foyer ve Mullineaux, 1994).

2.10.1.4. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR) esas olarak kloroplastlarda yer alan ancak mitokondri, sitozol
ve peroksizomlarda da bulunabilen, glutatyonun (GSH) indirgenmesi, AOT
detoksifikasyonu ve hiicre proliferasyonu gibi ¢esitli hiicresel islemlerde anahtar rol
oynayan, flavo-protein oksidorediiktaz grubundaki 6nemli bir antioksidant enzimdir

(Jozefczak ve ark., 2012; Yu ve Zhou, 2007).

Bitkilerde askorbat-glutatyon (AsA-GSH) dongiisii, AOT lerin olumsuz etkileriyle
miicadelede merkezi bir rol oynamaktadir (Sekil 2.3.). GSH ve GR, AsA-GSH
dongiistiniin 6nemli bilesenleridir. GSH, bir siilfthidril (-SH) grubu iceren suda
¢oziinebilen bir¢ok fonksiyona sahip olan bir tripeptittir ve AsA-GSH yolundaki
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi i¢in bir substrattir (Anjum ve ark., 2010).

GR, okside olmus glutatyonu (GSSG) NADPH molekiiliinden aldig1 elektronu
kullanarak indirgenmis glutatyona (GSH) doniistiirmektedir. Boylece ¢esitli abiyotik
stres faktorleri altindaki bitki hiicrelerinde yiiksek GSH/GSSG oraninin korunmasina
yardime1 olmaktadir (Yu ve Zhou, 2007). Boylece GR, proteinlerin aktif ¢alismasi igin

¢ok 6nemli olan GSH havuzunun korunmasina da katki saglamis olmaktadir.
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GR'nin katalizledigi reaksiyon sonucunda GSSG'nin GSH'ye indirgenmesi, bu
reaksiyon sirasinda elektron kaynagi olarak kullanilan NADPH miktarinin azalmasini
ve NADP" miktarinin artmasini da saglamaktadir (Tandogan ve Ulusu, 2007; Edwards
ve ark., 1990). Bu da NADPH/NADP® oraninin CO; fiksasyon reaksiyonlarini
destekleyecek seviyede kalmasini saglamaktadir. (Aono ve ark., 1995; Creissen ve

ark., 1996; Giiler, 2008).

H,O
| APX |
H.0; MDA
NADP*
GR
L7
NADPH
0, H,05
\_ >
SOD

Sekil 2.3. Askorbat-glutatyon dongiisii (O2 -~ , siiperoksit radikali; SOD, siiperoksit dismutaz; H202, hidrojen
peroksit; APX, askorbat peroksidaz; AsA, askorbik asit; MDA, monodehidroaskorbik asit; MDHAR,
monodehidro askorbat rediiktaz; DHA, dehidroaskorbik asit; DHAR, dehidroaskorbat rediiktaz; GSSG,
okside glutatyon; GSH, indirgenmis glutatyon; GR, glutatyon rediiktaz) (Mittler 2002” den degistirilerek
alinmustir.).

2.10.1.5. Guaiakol peroksidaz (GPOD)

Guaiakol peroksidaz (GPOD), tiim canli organizmalarda, 6zellikle bitki hiicrelerinin
sitozollerinde ve hiicre ¢eperinde bulunan bir enzimdir (Sharma ve ark., 2012). GPOD,
guaiakol veya pirogallol gibi farkl bilesikler kullanarak H>O>’yi su ve oksijene kadar
parcalamakta ve boylece H2O>’nin hiicre i¢i seviyesini diizenlemektedir. Ayrica hem
hiicre i¢i hem de hiicre dis1 enzimatik aktivitesi nedeniyle, farkli calismalar GPOD’un
H>0O> detoksifikasyonunda anahtar enzim oldugunu gostermektedir (Das ve

Roychoudhury, 2014; Gill ve Tuteja, 2010).
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GPOD, bitkilerde oksidatif stres toleransindaki roliiniin yani sira, ayrica diger bazi
temel biyosentetik olaylarda da 6nemli fonksiyonlara sahip olan bir enzimdir. Bunlar;
hiicre duvarmin lignifikasyonu, IAA katabolizmasi ve etilen biyosentezidir (Sharma

ve ark., 2012).

2.10.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

2.10.2.1. Askorbik asit

Askorbik asit (C vitamini), bitkilerde en bol bulunan ve iizerinde en ¢ok arastirma
yapilan antioksidant bilesiktir. Bu bilesikler cok c¢esitli enzimatik ve enzimatik
olmayan reaksiyonlara katilabilmektedir. Bitki hiicrelerindeki askorbik asit,
mitokondride bulunan L-galactano-y-lakton dehidrojenaz enzimi tarafindan katalize
edilirken, bir kism1 da D-galakturonik asitten tiretilen Smirnoff-Wheeler yoluna
katilmaktadir. Askorbik asit havuzunun %90" sadece sitozolde degil, ayn1 zamanda
biiyiikk ol¢iide apoplastta konsantre halde bulunmaktadir. Boylece AOT’lerin
saldirisina karsi ilk savunma hattin1 olugturmaktadir (Barnes ve ark., 2002). Ayrica
metal baglayici enzimlerin aktivitelerini de korumaktadir. Indirgenmis haldeki
askorbik asit bir¢ok enzimin kofaktorii olarak gorev yapmakta ve asir1 uyarma
enerjisinin  dagitilmasin1  saglamaktadir (Smirnoff, 2000). FSII aktivitesinin

fotooksidasyonunun 6nlenmesinde de dnemli rol oynadigi bilinmektedir.

2.10.2.2. Tokoferoller

Tokoferoller  plastidlerde,  kloroplastlarin  tilakoid = membranlarinda  ve
plastoglobulinlerde bulunmaktadir (Blokhina ve ark., 2003). Tokoferoller sadece
fotosentetik organizmalar tarafindan sentezlenmektedir. Bu nedenle sadece bitkilerin

yesil dokularinda bulunmaktadir (Igamberdiev ve ark., 2004).

Dort izomer igeren tokoferoller (a-, B-, y-, 6-tokoferol), 2-metil-6-kromanol halkasinda
belirli bir say1 ve metil gruplarinin pozisyonu ile karakterize edilmektedir (Blokhina

ve ark., 2003; Foyer ve Noctor, 2003). a-tokoferol, dort izomer arasinda antioksidant
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etkisi en yiiksek olanidir. a-tokoferol, y-tokoferolden y-tokoferol-metil transferaz
(VTE4 geni tarafindan kodlanan y-TMT) enzimi ile katalizlenen reaksiyon sonucunda
sentezlenmektedir. Tokoferoller oksitlenebilen lipitleri koruyarak membran
Ozelliklerini, belirli membran bdlgelerinde yerlesen reseptorleri ve sinyal yollarini
degistirebilmektedir (Tengerdy, 1990). Ayrica kloroplast lipitleri ve diger membran
bilesenlerinin, O ile reaksiyona girmesini saglayarak FSII'nin hem yapisal hem de

fonksiyonel olarak korumasini sagladigi bilinmektedir (Igamberdiev ve ark., 2004).

a-Tokoferol, zellikle 02, OH~ ve ayrica ¢oklu doymamus yag asitlerinin oksidasyonu
sonucunda meydana gelen bazi lipit radikalleriyle dogrudan etkilesime girebildigi i¢in
tilakoid membranlarda 6zellikle aktiftir. Farkli kinonlarin ve epoksitlerin iretimine yol
acan bir enerji aktarma mekanizmasi yoluyla 'O>’yi detoksifiye edebilmektedir. Bu
tiriinlerden biri olan a-tokoferol kinon, a-tokoferol ile ayni antioksidant 6zellige
sahiptir ve FSII’deki enerji dagiliminda rol oynamaktadir (Munné-Bosch ve Alegre,

2002).

2.10.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler, hem fotosentetik (siyanobakteriler, bitkiler ve algler) hem de
fotosentetik olmayan (bazi bakteriler, mantarlar ve omurgasizlar) canlilarda ve bitki
dokularmin plastidlerinde bulunan lipofilik antioksidantlar grubuna aittir (Nisar ve
ark., 2015). Bunlar 450-570 nm'de 151k absorbsiyonu yapan ve enerjiyi klorofil
molekiiliine aktaran bir grup anten molekiilii olarak gérev yapmaktadir. Karotenoidler,
fotosentetik aktiviteyi dort farkli mekanizma ile koruyarak antioksidant aktivitelerini
gostermektedir. Bunlar; zincir reaksiyonlarini sonlandirmak i¢in lipid peroksidasyon
iiriinleri ile reaksiyona girmek, 'O,'yi detoksifiye etmek ve bir yan iiriin olarak 1s1
iiretmek, *Chl” (triplet klorofil) ve Chl” (tekli uyarilms klorofil) ile reaksiyona girmek

ve ksantofil dongiisii yoluyla fazla uyarilma enerjisini dagitmaktir (Fini ve ark., 2011).
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2.10.2.4. Glutatyon

Glutatyon, sitozol, endoplazmik retikulum, mitokondri, kloroplastlar, vakuoller,
peroksizomlar ve hatta apoplast gibi hemen hemen tiim hiicresel yapilarda bol
miktarda bulunan diisiik molekiiler agirlikli tiyol tripeptit yapili bir antioksidanttir
(Mullineaux ve Rausch, 2005). Etkili bir radikal temizleyici olarak islev goren
glutatyon, !02, OH-" ve H>0; ile kimyasal olarak reaksiyona girebilmektedir (Sharma
ve ark., 2012). Glutatyon ayrica hem normal hem de stres kosullar1 altinda hiicre
bilesenlerinin durumunun korunmasina katkida bulunan hiicresel bir tampon gorevi
goren bir antioksidanttir (Foyer ve Noctor, 2005a; Foyer ve Noctor, 2005b). Glutatyon,
sitozol ve kloroplastlarda spesifik enzimler olan glutamil sistein ligaz ve glutatyon

sentetaz ile sentezlenmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.10.2.5. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler yaygin olarak yapraklarda, ¢iceklerde ve polen tanelerinde bulunan
antioksidant bilesikleridir. Fenolik bilesikler yapilar1 bakimindan, flavanoidler,
hidrosinnamik asit (HCA), taninler ve antosiyaninler olmak tiizere dort sinifa
ayrilmaktadir. Bitkilerde lireme ve polenlerin ¢cimlenmesinde, bitki patojenlerine karsi
savunmada, ¢icek, meyve ve tohumlarda pigmentasyon saglamada cesitli rollere
sahiptir. Fenolik bilesikler, asir1 uyarma enerjisinden dolay: fotosentetik aygita zarar
veren sekonder AOT’leri yok etme sistemi olarak kabul edilmektedir (Fini ve ark.,
2011). Fenolik bilesikler, 'Oz’nin detoksifikasyonunda rol oynamaktadir ve
kloroplastik zarin dig tabakasinda meydana gelen hasarlar1 azaltmaktadir (Agati ve
ark., 2012). Ayrica farkli peroksidazlar igin substrat olarak gorev alma ozellikleri

bulunmaktadir (Pourcel ve ark., 2007; Hernandez ve ark., 2009).

Fenolik bilesikler fosfolipidlerin kutupsal bolgesi ile etkilesime girebildiginden,
membranlardaki lipit homeostazina katkida bulunmaktadir, boylece oksidatif hasari
onlemektedir (Erleyman ve ark., 2004). Ek olarak, nukleuslarda bulunan kuersetin

tiirevleri, yiiksek H>O> konsantrasyonlarinda bile OH" iiretimini engelleyebilmekte,
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boylece DNA {izerindeki AOT lerin sebep oldugu hasar1 6nleyebilmektedir (Brown ve
ark., 1998).

2.11. Askorbik Asit

Bitkilerde giiclii bir antioksidant olan askorbik asit (AsA), 176.12 gmol'liik bir
molekiiler kiitleye sahiptir. Suda ¢oziinebilmektedir ve beyaz ile agik sar1 kristaller
veya toz seklinde goriinmektedir. Vitamin suda ¢6ziiniir oldugu icin, taze meyvelerde,
ozellikle de portakal, limon ve mandalina agirlikli, narenciye ailesinde bulunur ve
ayrica yesil yaprakli sebzelerde bol miktarda bulunmaktadir. Giiglii indirgeme
kabiliyeti nedeniyle, AsA sivi ve kati gida maddelerinde katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Mahmoud ve ark., 2013). Eski Yunanlilar, Misirlilar ve Romalilar, C
vitamini eksikliginin insanlar arasinda iskorbiit hastaligina neden oldugunu
bildirmislerdir. 1750’lerde, James Lind giinliik taze meyve ve sebze tiikketiminin

hastaligin iyilesmesinde yardimei oldugunu kesfetmistir (Davey ve ark., 2000).

1932°de Haworth, C vitamini yapisin1 dogrulamig ve ilk kez 1933’te Reichstein ve
arkadaglar tarafindan sentezlenmistir (Reichstein ve ark., 1933). Kimyasal olarak,
vitamin L-askorbik asit, D-arabo-askorbik asit ve L-arabo-askorbik asit olmak tizere
ti¢ izomerik formda bulunmaktadir. Bunlar arasinda, ticari olarak kullanilan sadece L-

askorbik asittir (L-AsA).

L-askorbik asidin yapis1 basit bir alt1 karbonlu halkadir (bir heksonik asidin aldono-
1,4-lakton) (Davey ve ark., 2000). L-askorbik asit, ters hidrokarbonik asit olarak
bilinen D-askorbik aside doniistiiriilebilmektedir. Askorbik asit hemen hemen tiim
yiiksek bitki tiirleri tarafindan sentezlenmekte, hayvanlarda ise sadece L-gulukano-
1,4-laktonu oksitleme kapasitesine sahip olanlar askorbik asidi sentezleyebilmektedir.
Askorbik asit giiclii bir biyolojik antioksidanttir ve esas olarak antioksidant 6zellikleri
ile bilinmektedir. Bitkileri, askorbat peroksidaz enziminin katalize ettigi
reaksiyonlarda elektron vericisi olarak rol oynayarak oksidatif hasardan korumaktadir.

Askorbik asit AOT’lere karsi koruma saglama disinda baska bazi ek ozelliklere de
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sahiptir. Bu nedenle hiicrelerde her zaman yeterli miktarda bulunmali ve yeniden

tiretilebilmelidir (Arrigoni ve Tullio, 2002).

Askorbat igerigi meristematik dokularda (Loewus ve Loewus, 1987; Smirnoff ve
Pallanca, 1996), cigekler ve gen¢ meyvelerde (Alhagdow ve ark., 2007; Hancock ve
ark., 2007), kok uclarinda (Arrigoni, 1994) ve yumru koklerde (Tedone ve ark., 2004)
yiiksektir. Myrciaria dubia’min meyvesi (Familya: Myrtaceae) askorbat igerigi

bakimindan en zengin meyvelerden biri olarak kabul edilmektedir (Justr ve ark., 2000).

2.11.1. Askorbik asitin bitkilerdeki biyosentezi

Bitkiler, askorbik asit sentezi i¢in ii¢ farkli biyosentetik yol izlemektedir. Farkli
yollarla meydana gelen bu sentez islemi, hiicrenin 0zelligine ve metabolik
diizenlemesine baglidir. Askorbik asidin biyosentezini saglayan mekanizmalardan biri
enerjiye bagl bir yol olan Smirnoff-Wheeler yoludur. Bu yol farkli basamaklardan
olugmaktadir. GDP-D-mannozun GDP-L-galaktoza déniisiimii, GDP-mannoz-3',5'-
epimeraz enzimi ile saglanmaktadir (Wheeler ve ark., 1998). GDP-L-galaktoz, L-
galaktono-1,4-laktonun Onciisii olan L-galaktoza doniistiiriiliir ve bu bilesikte,
galaktono-1,4-lakton dehidrojenaz ile L-askorbik aside donustiiriilmektedir.
Galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz enzimi, mitokondrinin i¢ zar1 lizerinde yer alirken,
digerleri sitoplazmada bulunmaktadir (Smirnoff ve ark., 2001). Bu sentez
mekanizmasi ¢ilek meyvelerinde deneysel olarak gosterildigi gibi karbon zincirinin
terse cevrilmesini igermemektedir (Loewus ve ark., 1956). GDP-mannoz-3',5'-
epimeraz tarafindan GDP-L-galaktoz olusturmak yerine, enzimin molekiiler formuna
bagli olarak GDP-L-glukoz da olusturabilmektedir (Wolucka ve Montagu, 2003;
Vapuesta ve Botella, 2004). Wolucka-Van Montagu (WVM) yolu olarak bilinen diger
bir mekanizma bazi hayvanlarda askorbik asidin biyosentezini saglamaktadir. Bunun
disinda D-galakturonik asidin metil esterinden baslayan diger bir mekanizma da
tironik asit yoludur (Isherwood ve ark., 1954). Bu sentez mekanizmasinda karbon
zincirinin tersine c¢evrilmesi s6z konusudur (Agius ve ark., 2003). Ayrica, biiyiik
miktarlarda L-askorbik asit, tere bitkisinde oldugu gibi, D-galakturonik asidin metil

esterinden sentezlenmektedir (Isherwood ve ark., 1954).
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2.11.2. Askorbik asit ve tuz stresi

Bitkilerde tuz stresi, bitkilerin topraktan fazla miktarda absorbe ettigi NaCl’den
kaynaklanmaktadir. Bitkilerin ¢ogu i¢in, Na" esansiyel bir mineral degildir. Tohum
¢imlenmesi ve bitki gelisimi gibi ¢esitli fizyolojik siire¢ler tuz stresinden etkilenmekte
ve bu nedenle bitkinin {iretim potansiyelini sinirlamaktadir (Bohnert ve ark., 1995).

Tuz stresinin ana hedefi, fotosentetik mekanizmanin bilesenleridir.

Bitkilerde tuz stresine cevap olarak ABA iiretilmektedir ve stoma hiicrelerindeki
ozmotik degisimler sonucunda stomalar kapanmaktadir. Sonugta yaprak dokularina
giren CO2 miktar1 ve fotosentetik aktivite azalmaktadir (Leung ve ark., 1994). Tuz
stresi altindaki bitkilerde AOT fretiminin artmasi yiiziinden lignin {iretimi de
artmaktadir (Lee ve ark., 2007). AsA ile GSH, tuz toleransinin saglanmasi i¢in ¢ok
O6nemli olan hiicrenin redoks durumunun korunmasinda rol oynamaktadir (Gossett ve

ark., 1996; Shalata ve ark., 2001).

Tuza toleransh bitkilerle karsilagtirildiginda, tuza duyarli bitkilerde, askorbat-
glutatyon dongiisiiniin aktivitesinde bir azalma gozlenmektedir. Tuza duyarl: tiirler
hem GSH sentezi hem de GSH’nin kullaniminin yeniden diizenlenmesi bakimindan,

toleransl bitkilerle karsilagtirildiginda yetersizdir (Mittova ve ark., 2003).

Tuz stresi, AsA’nin biyosentezinde bir azalmaya neden olmaktadir (Song ve ark.,
2005). AsA’'min katabolizmasi, tuzluluk sirasindaki sentezi ve yenilenmesi ile
karsilastirildiginda artmaktadir (Shalata ve ark., 2001; Amor ve ark., 2006). Tuz
stresine uyum saglayan bazi bitkilerde, askorbat i¢eriginin artt1g1 gézlenmistir (Shalata
ve ark., 2001). Tuz stresi altindaki bitki dokularinda AsA/DHA oraninin siddetli bir
sekilde azalmasi, APOD’un AOT’lerin detoksifikasyonu sirasinda AsA’yr siirekli
kullanmasindan ve dokulardaki AsA’nin azalmasindan kaynaklanmaktadir. APOD
aktivitesinin AsA’nin diisiik konsantrasyonlarinda 6nemli Ol¢iide azaldig
belirlenmistir; bu nedenle APOD’un aktivitesinin korunmasi i¢in AsA’nin bitki
dokularindaki miktarinin artmasi gerekmektedir (Asada, 1999). Askorbat-glutatyon

dongiisiinde rol oynayan bazi antioksidant enzimlere ait genlerin ekspresyonlarinin
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manipiilasyonu ile, tuzluluga bir miktar tolerans kazanmig transgenik bitkiler

tiretilmistir (Ashraf, 2009).

Askorbik asit, diger antioksidantlarla birlikte, H,O> ve diger AOT’leri detoksifiye
ederek oksidatif hasarin minimum seviyeye indirilmesine ve membranlarin stabilize
edilmesine yardimc1 olmaktadir (Shao ve ark., 2008). Bitki dokularindaki IAA igerigi,
hiicre boliinmesini ve genislemesini tesvik eden askorbik asit uygulamasi nedeniyle

artmakta, bu da bitki bliylimesinin iyilestirilmesine neden olmaktadir (Hassanein ve

ark., 2009).

Bununla birlikte askorbik asidin uygulanmasi bitkilerde lignin miktarini 6nemli dl¢iide
azaltmaktadir (Mazid ve ark., 2011). Askorbik asidin tuz stresi altindaki bitkilere
uygulanmasi, ¢imlenme doneminde askorbat ve glutatyon igeriginde bir artisa yol
acmaktadir (Asada, 1997). Tuz stresi altinda askorbik asit, biiylime diizeninde ve bitki
metabolizmasinda, su ve besin maddelerinin erisilebilirligini arttirmada énemli bir rol

oynamaktadir (Barakat, 2003).

2.12. Miasir Hakkinda Genel Bilgiler

Misir (Zea mays L.), piringten sonra diinyada en bol {iretilen ikinci tahildir. Misir,
Antarktika hari¢ her kitada yetistirilmektedir. Kuzey Amerika, diinya misir
mahsuliiniin %43"linden fazlasinin yetistirildigi bolgedir. “Corn Belt (Misir Kemeri
Bolgesi)” ise Amerika Birlesik Devletleri’'nde tretilen toplam misirin %90'1mi1
karsilamaktadir. Bunun disinda diinya genelinde misir iiretimi bakimindan Cin %18,
Avrupa Birligi %7, Brezilya %6, Balkan iilkeleri %3, Meksika %3, Arjantin, Hindistan
ve Gliney Afrika’nin her biri %2°lik paya sahiptir. Kurutulmasinin, depolanmasinin ve
tasinmasinin kolaylig1, misirt hayvansal gidalar i¢in biiyiik bir enerji kaynagi ve nigasta
bazli endiistriyel {irlinlerin iiretimi i¢in glivenilir ve tercih edilen bir hammadde haline
getirmistir. Misir, Gliney Amerika, Orta Amerika ve Afrika dahil, diinyanin pek ¢ok
bolgesinde Ogiitme, alkali isleme, kaynatma/pisirme veya fermantasyon yoluyla

dogrudan gida iirlinlerine doniistiiriilen baglica gida kaynagidir.
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Misir taneleri musir bitkisinin tohumlarint olusturmaktadir. Misir tohumlarinin
ortalama %12’si embriyo, %82’si endosperm, %6’s1 da perikarptan olusmaktadir. Bu
boliimlerin her birinin kendine 6zgli gorevi vardir. Misir tohumlari, {ireme i¢in ana
kaynak olan embriyoyu, gerekli tiim enzimleri, genetik materyali, organik ve inorganik

maddeleri igermektedir.

Embriyo yaklasik %34 yag, %19 protein, %28 ¢ozilinebilir maddeler (sekerler, suda
¢Oziiniir proteinler, mineral ve vitaminler) ve %19 oraninda ¢dziinmeyen maddeleri
icermektedir. Embriyo protein agisindan nispeten zengin olmasina ragmen,
calismalarda yag icerigi asil ilgilenilen konudur. Misir yagi, goreceli olarak yiiksek
diizeyde linolenik asit icerir ve bu yiizden sahip oldugu ideal lezzet nedeniyle ragbet
goren bir bitkisel yagdir. Embriyo, tohumun albliminlerinin %65'inden fazlasini (suda
¢Oziiniir proteinler), globiilinleri (tuzda ¢6ziinen proteinler), toplam tohum proteininin
%25'ini, ¢oziiniir sekerleri, vitaminleri ve mineralleri yiiksek oranda igermektedir

(Eckhoff ve ark., 2003).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Aragtirmada, misir (Zea mays L.) bitkisine ait Ada 9510 genotipi kullanilmistir. Ada
9510 musir genotipine ait tohumlar Sakarya Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin

edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Kullanilan arag ve gerecler

Calismada kullanilan baslica ekipmanlar, Radwag AS220/C/12 hassas terazi,
Centurion Scientific K3 Series sogutuculu santrifiij, DragonLab MS-H-Pro manyetik
karistirici, IsoLab vorteks, Hanna HI2211 pH metre, Niive sicak su banyosu, Elga saf
su cihazi, JEIOTECH etiiv, Shimadzu mini UV 1240 spektrofotometre ve JSR JSPC-
200C iklim dolabidir.

3.3. Bitki Yetistirme Yontemi

Esit biiyiikliikte ve saglam olan tohumlar segilerek cam petri kaplarinda bidistile su ile
islatilmis kurutma kagitlar1 arasina yerlestirilmistir. Petri kaplar1 24 °C sicaklik ve
%40-50 oransal neme sahip olan iklim dolabinda karanlik ortamda ¢imlenmeye
birakilmigtir. Ug giin sonra bu genotipe ait uniform fideler % oraninda sulandirilmus
Hoagland besin c¢ozeltisi iceren saksilara transfer edilerek 18/25 °C sicaklik
(gece/giindiiz), 16/8 saat fotoperiyot (giindiiz/gece), %50+5 oransal nem ve 200 umol
foton m s 151k siddetine sahip iklim dolabina yerlestirilmistir. Ongiinliik olan bitkiler

gruplara ayrilarak asagidaki uygulamalar gerceklestirilmistir:
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1. Kontrol (NaCl igermeyen besin ¢ozeltisi)
2. T1 (50 mM NaCl)

3. T2 (75 mM NaCl)

4. T3 (100 mM NacCl)

5. AsAy (Yapraktan 100 ppm askorbik asit)
6. T1 + AsAy

7. T2 + AsAy

8. T} + ASAy

Birinci grupta bulunan kontrol bitkileri denemenin sonuna kadar 'z oraninda
sulandirilmis Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulanmistir. Calismada kullanilan biitiin tuz
cozeltileri Hoagland besin ¢ozeltisi i¢cinde, yapraktan uygulanan askorbik asit ¢ozeltisi
ise saf su ile hazirlanmistir. Bes giinlik uygulamanin sonunda biyokimyasal
analizlerde kullanilacak olan yaprak ornekleri analizlere kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir. Calismada kullanilan Hoagland besin ¢6zeltisinin kimyasal igerigi Tablo

3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1. Hoagland besin ¢6zeltisi (Hoagland, 1920).

Bilesikler Stok ¢ozeltiler %2 Hoagland besin ¢ozeltisi
Ca(NO3).4H,0 118,1 gL
MgS0,4.7H20 26,6 gL!
KoHPO4.3H,0 16,4 gL} 50 mL
KNO; 50,4 g L
Alx(S04)3.18H20 0,105 g 25 mL!
Kl 0,0139 g 25 mL"!
KBr 0,0139 g 25 mL'!
SnCL.2H,0 0,0139 g 25 mL'!
LiCl 0,0139 g 25 mL!
MnCL.4H,O 0,1944 g 25 mL! 37,5 uL
H;BOs 0,3055 g 25 mL!
ZnS04.7H,0 0,0494 g 25 mL!
CuS04.5H,0 0,0277 g 25 mL'!
NiS0O4.7H,0 0,0297 g 25 mL'!
Co(NO3)2.H20 0,0277 g 25 mL'!
FeSO4.7H,0O 0,0834 g 100 mL! 10 mL
C4HgOg (tartarik asit) 0,0450 g 100 mL!
3.4. Analizler

3.4.1. Fotosentetik pigment miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki klorofil a, klorofil b, toplam klorofil (klo a+b) ve toplam
karotenoid (x+c) miktarlar1 Lichtenthaler (1987)’ye gore belirlenmistir. Yapraklardan
c¢ikarilan 0,5 cm ¢apindaki 3 adet disk tartildiktan sonra, cam deney tiiplerine alinarak
izerine 3 mL saf aseton ilave edilerek bir hafta buzdolabinda (4 °C) bekletilmistir. Bu
siirenin sonunda elde edilen 6ziit 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
siipernatantin absorbans degerleri 661,1, 644,8 ve 470 nm’de spektrofotometrik

(SHIMADZU, UV mini 1240 UV-VIS Spektrofotometre) olarak belirlenmistir.
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3.4.2. Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki lipid peroksidasyonunu belirlemek i¢in malondialdehit (MDA)
miktar1 Ohkawa ve ark. (1979)’nin metodu kullanilarak saptanmistir. Kontrol ve tuz
stresine maruz birakilmis bitki yapraklarindan alinan yaklasik 0,3 g 6rnek 6 mL %5°lik
trikloroasetik asit (TCA) ile havanda doviilerek homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sirasinda ve sonrasinda numunelerin soguk tutulmasina dikkat
edilmistir. Bu karisim 4 °C’de 4.100 rpm’de 20 dakika santrifiijlendikten sonra
siipernatanttan 0,5 mL alinarak yeni tiiplere, i¢inde %0,5 tiobarbiitrik asit (TBA)
bulunan %20’lik TCA ¢ozeltisinden 1 mL ve 0,1 M 0,5 mL Tris tamponu (pH 7,6)
eklenmis, daha sonra 95 °C’de 60 dakika su banyosunda tutulmustur. Su banyosundan
c¢ikarilan tiiplerdeki reaksiyonlar1 durdurmak igin tiipler buz banyosuna konulmustur.
Spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga boyunda absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Yaprak

dokularindaki MDA miktar1 nmol g taze agirlik™! olarak hesaplanmistir.

3.4.3. Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi

Yaprak dokularindaki hidrojen peroksit (H2O2) miktar1 Ohkawa ve ark. (1979)’nin
metodu kullanilarak saptanmistir. Kontrol ve tuz stresine maruz birakilmis bitki
yapraklarindan alian yaklasik 0,3 g 6rnek 6 mL %S5 trikloroasetik asit (TCA) ile
havanda doviilerek homojenize edilmistir. Homojenizasyon sirasinda ve sonrasinda
numunelerin soguk tutulmasina dikkat edilmistir. Bu karisim 4 °C’de 4.100 rpm’de 20
dakika santrifiijlendikten sonra siipernatanttan 0,5 mL alinarak yeni tiiplere, i¢cinde 0,1
M 0,5 mL Tris tamponu (pH 7,6) ve 1 M 1 mL potasyum iyodiir (KI) eklenmistir.
Spektrofotometrede 390 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Kor olarak
%0,1’lik TCA ¢ozeltisi kullanilmistir. Yaprak dokularindaki hidrojen peroksit miktari

standart grafik yardimiyla nmol g taze agirlik™! olarak hesaplanmustir.

3.4.4. Serbest prolin miktariin belirlenmesi

Etiivde kurutulduktan sonra havanda ezilerek ince toz haline getirilen yaprak
orneklerinde prolin miktarini belirlemek i¢in Bates ve ark. (1973)’nin metodu

kullanilarak 6ziitler hazirlanmistir. 10 mg kuru materyal tizerine 4 mL distile su ilave
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edildikten sonra tiipler sicak su banyosunda (100 °C) 10 dakika bekletilmistir. Bu
stirenin sonunda 6rnek sogutulup siiziilmiis ve ¢okelti tizerine 3 mL distile su konulup
tekrar sicak su banyosunda bekletilmistir. Sogutma ve slizme asamasindan sonra ayni
islemler bir kez daha tekrarlanarak siizlintiilerin toplam hacmi 10 mL’ ye tamamlanmis
ve vorteksle karistirilmigtir. Stiziintiiden alinan 6rneklerle prolin miktar (umol g kuru
agirhk')  asit-ninhidrin  metoduna gére 520 nm’de yapilan dlgiimlerle

spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

3.5. Baz1 Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.5.1. Toplam siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich (1987)’e gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3
g taze yaprak dokusu, sivi azotla dgiitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-POs4 (pH 7,0)
tamponu, %2’lik PVP (polivinilpirolidon) ve 1 mM Na>EDTA igeren ekstraksiyon
¢ozeltisi ile homojenize edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve 4 °C’de 20 dakika
santrifiij edilmistir. Son hacim 1.030 pL olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu (pH
7,8), 9,9x10 M metionin, 5,7x10°> M NBT (nitroblue tetrazolyum), %1°lik Triton X-
100 ve enzim karistmindan olusan bir reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon 0,9
uM riboflavin ilavesi ile baslatilmis, bu karisim 15 dakika boyunca 375 pmol m™ s°!
siddetinde 1518a maruz birakildiktan sonra 560 nm’de absorbans degerleri
belirlenmistir. Toplam SOD aktivitesi daha 6nce hazirlanmis olan standart grafikten

faydalanarak hesaplanmistir (U mg protein™).

3.5.2. Toplam askorbat peroksidaz (APOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam APOD aktivitesi Wang ve ark. (1991)’na gore belirlenmistir. Yaklagik 0,3 g
taze yaprak dokusu, sivi azotla dgiitiilmiis ve 1,5 mL, 50 mM Tris-HCI (pH 7,2)
tamponu, %2’°lik PVP, 1 mM Na;EDTA ve 2 mM askorbat igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi
ile homojenize edilmistir. Homojenat, 12.000 rpm ve 4 °C’de 20 dakika santrifiyj
edilmistir. Son hacim 1.000 pL olacak sekilde 50 mM K-PO4 tamponu (pH 6,6), 2,5
mM askorbat, 10 mM HxO; ve 100 pg protein igeren enzim karisimindan olusan

reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, H>O>’nin eklenmesiyle baslatilmistir.
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Askorbat konsantrasyonundaki azalma, spektrofotometrede 290 nm’de yapilan
Ol¢iimlerle enzim Oziitii icermeyen reaksiyon g¢ozeltisine karsilik kaydedilmistir.
Enzim aktivitesi, askorbatin ekstinksiyon katsayis1 (2,8 mM cm. 290 nm™)
kullanilarak reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol askorbat dakika™!

mg protein).

3.5.3. Toplam glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GR aktivitesi Sgherri ve ark. (1994)’na gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3 g taze
yaprak dokusu, s1v1 azotla 6giitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-PO4 (pH 7,0) tamponu,
%2’1lik PVP ve 1 mM Na;EDTA igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize edilmistir.
Homojenat, 14.000 rpm ve 4 °C’de 20 dakika santriflij edilmistir. Son hacim 1.000 pL
olacak sekilde 100 mM K-PO4 tamponu (pH 7,8), 2 mM Na;EDTA, 0,5 mM okside
glutatyon (GSSG), 0,2 mM NADPH ve 100 ug protein igeren enzimkarisimindan
olusan reaksiyon c¢ozeltisi hazirlanmistir. Reaksiyon, NADPH nin eklenmesiyle
baslatilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak 320 nm’de OSlgiilmiistiir.
Diizeltme, NADPH yoklugunda GSSG oksidasyonu ile yapilmistir. Enzim aktivitesi,
NADPH nin ekstinksiyon katsayisi (6,2 mM cm. 340 nm™") kullanilarak reaksiyonun
baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol NADPH dakika' mg protein™).

3.5.4. Toplam guaiakol peroksidaz (GPOD) aktivitesinin belirlenmesi

Toplam GPOD aktivitesi Sanchez-Romero (1993)’ya gore belirlenmistir. Yaklasik 0,3
g taze yaprak dokusu, sivi azotla ¢giitiilmiis ve 1,5 mL, 100 mM K-PO4 (pH 7,0),
tamponu %?2’lik PVP ve 1 mM Na EDTA igeren ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize
edilmistir. Homojenat, 14.000 rpm ve 4 °C’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Son hacim
3.180 uL olacak sekilde 100 mM K-PO4tamponu (pH 7,0), 0,316 mM guaiakol, 0,116
mM H>0> ve 100 pL enzim karisimindan olusan reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Reaksiyon, H>O>’nin eklenmesiyle baglatilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik
olarak 470 nm’de 6l¢iilmiis ve guaiakoliin ekstinksiyon katsayis1 (26,6 mM cm. 470
nm") kullanilarak reaksiyonun baslangi¢ hizindan hesaplanmistir (nmol H>O, dakika®

"'mg protein™).
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3.5.5. Askorbik asit miktarmin belirlenmesi

Askorbik asit miktar1 Fe™ iyonlarinin Fe™? iyonlarina indirgenmesi esasina gore
belirlenmistir (Law ve ark., 1983). Bu amacla belirli miktarda yaprak dokusu %10'Tuk
TCA icinde ekstrakte edildikten sonra santrifiijj edilmis ve silipernatantlar
kullanilmistir. 400 pL siipernatant iizerine, %10'luk TCA, 5 M NaOH, 150 mM NaPO4
tamponu (pH 7.4), 10 mM ditiotreitol, %0,5'lik N-etilmaleimid, %44'liikk H3PO4 ve
%3'liik FeCls ilave edildikten sonra karisim 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmis ve 525

nm'de spektrofotometrik olarak absorbanslari belirlenmistir.

3.6. istatistik Analizler

Elde edilen verilerin aritmetik ortalama ve standart hatalar1 hesaplanmis, daha sonra
verilere SPSS 20.0 paket programi kullanilarak, istatistiksel varyans analizi (ANOVA)
uygulanmistir. Her bir bagimsiz degisken i¢in uygulamalarin kontrole gore neden
oldugu farkin énem kontrolii (LSD, least significant difference; AOF, anlamli énemli

fark) %5 diizeyinde hesaplanmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarinin Fotosentetik Pigment Uzerine

Etkisi
2.3.3. Tuz stresi ve askorbik asit uygulamalarinin klorofil a miktari iizerine etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz (NaCl) uygulamalar1 misir yapraklarindaki klorofil a miktarini
kontrole gore onemli derecede azaltmistir (P<0,05) (Sekil 4.1.). Misir bitkilerine
yapraktan uygulanan 100 ppm’ lik askorbik asit de klorofil a miktarin1 kontrolle
karsilastirildiginda belirgin derecede azaltmistir (P<0,05). 50 ve 100 mM tuz stresi
altindaki bitkilere yapraktan uygulanan askorbik asit klorofil a miktarin1 sadece 50 ve
100 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak etkilememis
(P>0,05) ancak 75 mM tuz ve yapraktan askorbik asit uygulamasi klorofil a miktarini

sadece 75 mM tuz verilen bitkilere gére 6nemli oranda artirmistir (P<0,05).
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Sekil 4.1. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarim nmusir bitkisinin
yapraklarindaki klorofil a miktar: iizerine etkisi. (AOF, anlamh énemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin

ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)

2.3.4. Tuz stresi ve askorbik asit uygulamalarinin klorofil b miktari iizerine etkisi

Calismamizda kullanilan tiim tuz konsantrasyonlari (50, 75 ve 100 mM) misir
yapraklarindaki klorofil b miktarin1 kontrole gore belirgin oranda azaltmistir (P<0,05)
(Sekil 4.2.). Misir bitkilerine yapraktan uygulanan askorbik asit de klorofil b miktarini
kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel anlamda azaltmistir (P<0,05). 50, 75 ve 100
mM tuz stresi uygulanan misir bitkilerine yapraktan verilen askorbik asit klorofil b
miktarin1 sadece tuz stresi (50, 75 ve 100 mM) uygulanan bitkilere gore onemli

derecede etkilememistir (P>0,05).
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Sekil 4.2. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarinin musir bitkisinin
yapraklarindaki klorofil b miktar1 iizerine etkisi. (AOF, anlaml1 6nemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin

ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)

2.3.5. Tuz stresi ve askorbik asit uygulamalarinin toplam klorofil miktari iizerine

etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki ve yapraktan askorbik asit uygulanan misir
yapraklarindaki toplam klorofil miktar1 kontrolle karsilastirildiginda 6nemli derecede
azalmistir (P<0,05) (Sekil 4.3.). 50 ve 100 mM tuz uygulanan misir bitkilerinde yaprak
yoluyla uygulanan askorbik asit toplam klorofil miktarin1 sadece 50 ve 100 mM tuz
uygulanan bitkilerle karsilagtirildiginda etkilememistir (P>0,05). Ancak 75 mM tuz
stresi uygulanan misir yapraklarina verilen askorbik asit toplam klorofil miktarinin
sadece 75 mM tuz uygulanan bitkilere gore belirgin oranda artmasina neden olmustur

(P<0,05).
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Sekil 4.3. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarmm nusir bitkisinin
yapraklarindaki toplam klorofil miktar iizerine etkisi. (AOF, anlamli énemli fark; T, tuz; degerler 5

tekrarin ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini géstermektedir.)

2.3.6.Tuz stresi ve askorbik asit uygulamalarinin toplam karotenoid miktari

iizerine etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz stresi ve yaprak yoluyla verilen askorbik asit musir
yapraklarindaki toplam karotenoid miktarinin kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede azalmasina yol agmistir (P<0,05) (Sekil 4.4.). 50 mM tuz
uygulamasi yapilan misir bitkilerine yapraktan verilen askorbik asit toplam karotenoid
miktarini sadece 50 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda etkilememistir
(P>0,05). 75 mM tuz stresi altindaki bitkilerde yaprak yoluyla gergeklestirilen
askorbik asit uygulamasi toplam karotenoid miktarini sadece 75 mM tuz uygulanan
bitkilere gore onemli derecede azaltirken (P<0,05), 100 mM tuz ve askorbik asit
uygulanan misir yapraklarindaki toplam karotenoid miktar1 sadece 100 mM tuz

uygulamasi ile karsilastirildiginda belirgin derecede artirmistir (P<0,05).
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Sekil 4.4. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarim misir bitkisinin
yapraklarindaki toplam karotenoid miktari {izerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler 5

tekrarin ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini géstermektedir.)

4.2. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarinin MDA Miktar1 Uzerine Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz stresi uygulanan misir yapraklarindaki MDA miktar1 kontrolle
karsilastirlldiginda istatistiksel olarak artmistir (P<0,05) (Sekil 4.5.). Yapraktan
gerceklestirilen askorbik asit uygulamasi ise MDA miktarini kontrole gore istatistiksel
anlamda etkilememistir (P>0,05). 50 mM tuz stresi uygulanan musir bitkilerine
yapraktan verilen askorbik asit sadece 50 mM tuz wuygulanan bitkilerle
karsilastirildiginda MDA miktarini etkilememistir (P>0,05). Ancak 75 ve 100 mM tuz
verilen musir bitkilerinde yapraktan gerceklestirilen askorbik asit uygulamasi
yapraklardaki MDA miktarinin sadece 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilere gore

Oonemli oranda azalmasina neden olmustur (P<0,05).
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Sekil 4.5. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NacCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarimm misir bitkisinin
yapraklarindaki MDA miktar: iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin

ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)

4.3. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarinin H20: Miktar1 Uzerine Etkisi

50 mM tuz uygulamasi misir yapraklarindaki H>O> miktarin1 kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak etkilememis (P>0,05) ancak 75 ve 100 mM tuz
uygulamas1 Onemli oranda artirmistir (P<0,05) (Sekil 4.6.). Yaprak yoluyla
gerceklestirilen askorbik asit uygulamasi sonucunda da yapraklardaki H>O> miktari
bakimindan kontrole gére anlamli bir fark bulunamamistir (P>0,05). 50, 75 ve 100
mM tuz stresi uygulanan musir bitkilerinde yapraktan verilen askorbik asit H>O»
miktarinin sadece 50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilere goére onemli derecede

azalmasina neden olmustur (P<0,05).
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Sekil 4.6. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarim misir bitkisinin
yapraklarindaki H202 miktar1 iizerine etkisi. (AOF, anlamli énemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin

ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)

4.4. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarimin Serbest Prolin Miktar1 Uzerine
Etkisi

50 ve 75 mM tuz uygulamalar1 ve yaprak yoluyla gergeklestirilen askorbik asit
uygulamasi misir yapraklarindaki serbest prolin miktarini kontrolle karsilastirildiginda
istatistiksel anlamda artirirken (P<0,05), 100 mM tuz uygulamas: etkilememistir
(P=0,05) (Sekil 4.7.). 50 ve 75 mM tuz uygulanan bitkilere yapraktan verilen askorbik
asit serbest prolin miktarint sadece 50 ve 75 mM tuz uygulanan bitkilerle
karsilastirildiginda serbest prolin miktarini 6nemli derecede azaltmistir (P<0,05).
Ancak 100 mM tuz ve askorbik asit verilen misir yapraklarindaki serbest prolin miktari
sadece 100 mM tuz verilen bitkilere gore anlamli bir degisim gozlenmemistir

(P=0,05).
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Sekil 4.7. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarmm nusir bitkisinin
yapraklarindaki serbest prolin miktari {izerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler 5

tekrarin ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini géstermektedir.)

4.5. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarinin Toplam SOD Aktivitesi Uzerine
Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz stresi ve yaprak yoluyla yapilan askorbik asit uygulamasi misir
yapraklarindaki toplam SOD aktivitesinin kontrole gore istatistiksel olarak azalmasina
neden olmustur (P<0,05) (Sekil 4.8.). 50 mM tuz uygulanan misir bitkilerinde
yapraktan yapilan askorbik asit uygulamasi toplam SOD aktivitesinin sadece 50 mM
tuz uygulamasina gore dnemli oranda azalmasina yol agmistir (P<0,05). Ancak 75 ve
100 mM tuz uygulanan misir yapraklarina verilen askorbik asit toplam SOD
aktivitesini sadece 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilere gore Onemli oranda

artirmistir (P<0,05).
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Sekil 4.8. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NacCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarim misir bitkisinin
yapraklarindaki SOD aktivitesi izerine etkisi. (AOF, anlamli énemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin

ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)

4.6. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarimin Toplam APOD Aktivitesi

Uzerine Etkisi

Kullanilan tiim tuz konsantrasyonlar1 (50, 75 ve 100 mM) ve yapraktan uygulanan
askorbik asit musir yapraklarindaki toplam APOD aktivitesinin kontrolle
karsilastirildiginda istatistiksel olarak azalmasina neden olmustur (P<0,05) (Sekil
4.9.). 50 mM tuz verilen musir bitkilerinde yapraktan uygulanan askorbik asit toplam
APOD aktivitesinin sadece 50 mM tuz uygulanan bitkilere gore belirgin derecede
azalmasina yol agarken (P<0,05), 75 ve 100 mM tuz ve askorbik asit uygulamalar
yapraklardaki APOD aktivitesinin sadece 75 ve 100 mM tuz uygulamalarina gore

istatistiksel anlamda artmasina neden olmustur (P<0,05).
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Sekil 4.9. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarim misir bitkisinin
yapraklarindaki toplam APOD aktivitesi iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler 5

tekrarin ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)

4.7. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarimin Toplam GR Aktivitesi Uzerine
Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz uygulamalar1 ve yapraktan verilen askorbik asit muisir
yapraklarindaki toplam GR aktivitesinin kontrole gére anlamli derecede azalmasina
neden olmustur (P<0,05) (Sekil 4.10.). Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM) altindaki misir
bitkilerine yaprak yoluyla gerceklestirilen askorbik asit uygulamasi yapraklardaki GR
aktivitesinin sadece 50, 75 ve 100 mM tuz uygulanan bitkilere gore 6nemli derecede

artmasina neden olmustur (P<0,05).
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Sekil 4.10. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarinin musir bitkisinin
yapraklarindaki GR aktivitesi iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin

ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)

4.8. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarimin Toplam GPOD Aktivitesi

Uzerine Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz stresi ve yapraktan gergeklestirilen askorbik asit uygulamalari
misir  yapraklarindaki toplam GPOD aktivitesini kontrolle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak azalmistir (P<0,05) (Sekil 4.11.). 50 ve 75 mM tuz uygulanan misir
bitkilerine yapraktan verilen askorbik asit yapraklardaki GPOD aktivitesini sadece 50
ve 75 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda énemli derecede azaltmistir
(P<0,05). 100 mM tuz ve askorbik asit uygulanan misir bitkilerinin yapraklarindaki
GPOD aktivitesi ise sadece 100 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda

istatistiksel anlamda etkilenmemistir (P>0,05).
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Sekil 4.11. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarinin misir bitkisinin
yapraklaridaki GPOD aktivitesi iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz; degerler 5 tekrarin

ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)

4.9. Tuz Stresi ve Askorbik Asit Uygulamalarinin Askorbik Asit Miktar1 Uzerine
Etkisi

50, 75 ve 100 mM tuz stresi uygulanan misir yapraklarindaki indirgenmis askorbik asit
miktar1 kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak azalmistir (P<0,05) (Sekil
4.12.). Yapraktan gerceklestirilen askorbik asit uygulamalar1 ise kontrolle
karsilastirildiginda yapraklardaki indirgenmis askorbik asit miktarini etkilememistir
(P>0,05). 50 mM tuz uygulanan musir bitkilerine yapraktan verilen askorbik asit
sadece 50 mM tuz uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda indirgenmis askorbik asit
miktarint énemli oranda azaltmistir (P<0,05). 75 ve 100 mM tuz ve askorbik asit
uygulamasi yapilan misir yapraklarindaki indirgenmis askorbik asit miktari ise sadece

75 ve 100 mM tuz verilen bitkilere gore 6nemli oranda artis gostermistir (P<0,05).
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Sekil 4.12. Tuz stresi (50, 75 ve 100 mM NaCl) ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarinin musir bitkisinin
yapraklarindaki indirgenmis askorbik asit miktar1 iizerine etkisi. (AOF, anlamli 6nemli fark; T, tuz;

degerler 5 tekrarin ortalamasi olup, barlar + standard hata degerlerini gostermektedir.)
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, misirin (Zea mays L.) Ada 9510 genotipinin tuz stresi (50, 75, 100 mM)
ve askorbik asit (100 ppm AsA) uygulamalarinin etkisi, bazi fizyolojik biiylime
parametreleri, oksidatif hasar indikatorleri (MDA ve H>O» miktar1) ve bazi igsel
dayaniklilik mekanizmalar1 (prolin miktar1 ve bazi antioksidan enzim aktiviteleri)
yoluyla arastirilmis ve askorbik asit uygulamalar: ile tuz toleransi arasindaki iliski

belirlenmeye calisilmigtir.

Tuzluluk bitkilerin {iretim, verim ve kalitesini belirleyen ¢evresel faktorlerden birisi
olmakla birlikte tarim alanlarini tehlikeye sokan faktdrlerden biridir. Diinyada tarim
yapilan bolgelerin yaklasik 1/3°1 bu faktorden etkilenmektedir. Artan niifusa bagh
olarak ekonomik Oneme sahip olan ve besin olarak kullanilan bitkilerde tuz

toleransinin konu alindig1 arastirmalarin ve ¢alismalarin yapilmasi 6nem tasimaktadir.

Tuzluluk, iyonik toksisite ve ozmotik stres yoluyla bitki biiylimesini ve gelisimini
bliylik oranda baskilamaktadir (Zhu, 2002). Osmotik stres, fotosentezi stoma
acikliginda olumsuz etki yaparak azaltmaktadir (Munns ve Tester, 2008). Bu nedenle,
bitkilerde bilylime inhibisyonu, tuzluluk altinda sinirli fotosenteze sebep olmaktadir

(Chaves ve ark., 2009).

Son yillarda bitki yetistiricileri fizyolog ya da biyokimyacilar yardimiyla degisik
teknikler kullanarak tuz toleransi yiiksek bitkiler yetistirmeyi basarmislardir. Bu
caligmalar bitkinin fenotipik karakterlerine baghdir. Fakat bu yontemin tamamen

anlasilabilmesi i¢in gerekli biyokimyasal mekanizmalar heniiz agiklanamamaktadir.

Bilim insanlar1 tuz tolerans c¢aligmalarinin tiim bitki, doku ya da hiicresel seviyede

yapilmasinin uygun ve kullamishh oldugunu diisiinmektedirler. Ayrica bitki
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yetistiricilerine yararli tavsiye verebilmek adina hiicresel mekanizmalarinin

aciklanabilmesi gerekmektedir (Ashraf ve Harris, 2004).

Tuz stresinin farkli sekillerde fotosentetik aktiviteyi azalttig1 bilinmektedir. Ozellikle
yaprak alaninin kii¢clilmesine, stomalarin kapanmasina, transpirasyonun ve CO;
fiksasyonunun azalmasina neden olarak fotosentetik aktiviteyi etkilemektedir
(Ashrafuzzaman ve ark., 2000). Ayrica protein miktarin1 azaltarak iyon
diizensizliklerine ve fotosentetik pigment azalmasina neden olmaktadir. Agastian ve
ark. (2000) yaptig1 calismada farkli dut genotiplerinin tuz stresi altinda karotenoid,
klorofil a ve b igeriginin azaldigini bildirmistir. Calismamizda 50, 75 ve 100 mM tuz
stresi ve yaprak yoluyla verilen askorbik asit misir yapraklarindaki toplam karotenoid
miktariin kontrolle karsilagtirlldiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmasina yol agmistir (Sekil 4.4.). 50 mM tuz uygulamasi yapilan misir bitkilerine
yapraktan verilen askorbik asit toplam karotenoid miktarin1 sadece 50 mM tuz
uygulanan bitkilerle karsilastirildiginda etkilememistir. 75 mM tuz stresi altindaki
bitkilerde yaprak yoluyla gerceklestirilen askorbik asit uygulamasi toplam karotenoid
miktarini sadece 75 mM tuz uygulanan bitkilere gore dnemli derecede azaltirken, 100
mM tuz ve askorbik asit uygulanan misir yapraklarindaki toplam karotenoid miktari

sadece 100 mM tuz uygulamasi ile karsilastirildiginda belirgin derecede artirmistir.

50, 75 ve 100 mM tuz (NaCl) uygulamalar1 misir yapraklarindaki klorofil a miktarini
kontrole gére onemli derecede azaltmistir (Sekil 4.1.). Misir bitkilerine yapraktan
uygulanan 100 ppm’lik askorbik asit de klorofil a miktari1 kontrolle
karsilastirildiginda belirgin derecede azaltmistir. Calismamizda klorofil a miktari,
askorbik asit uygulanan tuz konsantrasyonlar:1 sadece tuz konsantrasyonlariyla
kiyaslandiginda 50 ve 75 mM bitki gruplarinda artis gozlemlenmistir. 100 mM tuz

grubu ise etkilenmemistir.

Calismamizda kullanilan tiim tuz konsantrasyonlari (50, 75 ve 100 mM) musir
yapraklarindaki klorofil b miktarin1 kontrole gore belirgin oranda azaltmistir (Sekil
4.2.). Misir bitkilerine yapraktan uygulanan askorbik asit de klorofil b miktarim
kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel anlamda azaltmistir. Klorofil b miktar

askorbik asit uygulanan tuz konsantrayonlar1 ise sadece tuz konsantrasyonlariyla
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kiyaslandiginda 50 ve 75 mM bitki gruplarinda artis gézlemlenmistir. 100 mM tuz

grubunda ise azalma belirlenmistir.

50, 75 ve 100 mM tuz stresi altindaki ve yapraktan askorbik asit uygulanan misir
yapraklarindaki toplam klorofil miktar1 kontrolle karsilagtirildiginda 6nemli derecede
azalmistir (Sekil 4.3.). Toplam klorofil miktar1 yaptigimiz askorbik asit
uygulamalarinda sadece 50 mM ve 75 mM tuz uygulanan gruplara gore
kiyaslandiginda artis gostermektedir. Calismamiz askorik asit uygulamalarinin

pigment mekanizmalari {izerine olumlu etki yaptigin1 géstermektedir.

Elde ettigimiz sonuglar tuz stresi altindaki misir bitkilerinde askorbik asit
uygulamasinin  karotenoid miktarin1 ve antioksidant kapasiteyi arttirdigin
gostermektedir. Calismamiz ayrica askorik asit uygulamalarinin  pigment

mekanizmalari lizerine olumlu etki yaptigini1 gostermektedir.

Hiicresel membran bitkilerde stres faktoriinden etkilenen ilk hedef bolgedir. Tiim stres
faktorlerinde bitkilerde MDA (malondialdehit) miktar1 hiicresel membran hasarin
belirlemekte kullanilan son iirlindiir. Stres faktorleri altinda tuza toleransi az olan
bitkilerde MDA miktar1 yiliksek tuza tolerans: yiiksek olan bitkilerde MDA miktar1
diisiik oranda gozlemlenmektedir (Giines ve ark., 2007). Kisacasi hiicredeki MDA
miktarindaki degisimler tuz stresine tolerans ve duyarlilik derecesinin belirtilmesinde
onemli bir kriterdir (Jain ve ark., 2001). Zhu ve ark. (2008) yapmis olduklar1 ¢calismada
tuz stresine duyarli olan hiyar bitkisinin yapraklarinda MDA miktarinin artis gosterdigi
gbézlemlenmistir. Calismamizda tuz stresinin tiim konsantrasyonlarinda misir
yapraklarinda MDA miktarinin kontrolle karsilastirildiginda arttigi gézlemlenmistir
(Sekil 4.5.). Bu sonug sadece tuz uygulanan grupta lipid peroksidasyonunun oldugunu
gostermektedir.  Tuz stresindeki musir bitkilerine es zamanli askorbik asit
uygulamasinda 75 ve 100 mM konsantrasyonlarda yapraklardaki MDA miktar1 nemli

oranda azalma gostermistir.

Calismamizda ayrica tuz stresi altindaki misir bitki dokularindaki HoO> miktarinin
kontrole gore artt181, yapraklardan askorbik asit uygulanan grupta ise onemli derecede

azaldig1 gézlemlenmistir. SOD, superoksit radikalinin bir dismutasyon reaksiyonu ile
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H>07’ye indirgenmesiyle ilgili reaksiyonu katalizlemektedir. SOD, aktif oksijen
tirlerinin zararh etkilerine karsi bitkilerde savunma hattinda ilk sirada yer aldigi
bilinmektedir. Bu nedenle SOD’un bitki stres toleransinda 6nemli bir yeri vardir.
APOD ise SOD’un katalizledigi bu reaksiyonun sonucunda olusan H,O;’in H2O ve
O2’ye kadar parcalanmasindan sorumlu olan askorbat-glutatyon dongiisiiniin ilk
enzimidir. Calismamizda tuz stresi altindaki 50 mM uygulanan konsantrasyonda H,O»
miktarinin kontrole gore degismedigi gozlemlenirken, ayni konsantrasyonda SOD ve
APOD miktarlarinda azalma gézlemlenmistir. Tuz stresi (75 ve 100 mM) altindaki
misir bitkisine uygulanan askorbik asit yapraklardaki SOD ve APOD aktivitesini
Oonemli oranda artirmistir. Bu sonu¢ H>O» miktarinin azalmasini destekler niteliktedir.
Yapilan ¢alismalarda farkli bir¢ok bitki tiirlinde SOD ve APOD aktivitelerinin arttig1
da gozlemlenmistir. Ayrica bu artiglarin tuza toleransli genotiplerde daha belirgin

oldugu bildirilmistir (Allen, 1995; Gueta-Dahan ve ark., 1997; Diego ve ark., 2003).

Askorbat-glutatyon dongiisiiniin son enzimi glutatyon rediiktazdir (GR). GR, NADPH
molekiiliiniin yardimiyla okside glutatyonu (GSSG), indirgenmis glutatyona (GSH)
dontistirmektedir (Asada, 1999). GSH yapisindaki elektronlar APOD enziminin
H>02’1 parcalamasinda kullanilmaktadir. Kisaca H2O2’i detoksifiye etmede GR,
APQD ile birlikte gorev alir. Calismamizda tuz stresi altindaki ve yapraktan ugulanan
askorbik asit gruplarindaki misir bitkilerinin yapraklarinda kontrole gore GR
aktivitesinde azalma goézlemlenlenmistir. Fakat sadece tuz konsantrasyonuna gore
yapraktan askorbik asit uygulamalarinda artis goriilmektedir. Bu sonuglar SOD,
APOD ve GR enzimlerinin aktivitelerinde meydana gelen artiglarin askorbik asitin tuz
toleransini saglamasinda 6nemli oldugunu gostermektedir. Calismamizda askorbik asit
uygulanan bitki gruplar1 sadece tuz konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda tiim
gruplarda artis gdzlemlenmistir. Sonucta bu artisa bagl olarak APOD aktivitesinin bir
parcasi olan askorbik asitin ortamda yeterli miktarda saglanmasina neden olmustur. Bu
da artan APOD aktivitesini desteklemektedir. Buna gore tuz stresi altindaki misir
bitkisinin yaprak dokularinda g¢esitli aktif oksijen tiirlerinin olustugu sdylenebilirken,
ayrica askorbik asit detoksifikasyondaki dengeyi basarili bir sekilde sagladigi da
belirtilmektedir.
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H>0:’in par¢alanmasindan sorumlu bir diger enzim olan guaiakol peroksidaz (GPOD),
bitkilerde biiyiime-geligsme ve hiicre ¢eperindeki lignin biyosentezi konusunda etkilidir
(Riquelme ve Cardemil, 1993; Bruce ve West, 1989). Yapilan bir ¢alismada tuz stresi
altinda bulunnan iki bugday genotipinde GPOD aktivitesinin kontrole gore azaldigi
gbzlemlenmistir (Bildiren, 2019). Calismamizda tuz stresi altindaki tiim gruplarin ve
yapraktan askorbik asit uygulanan 50 ve 75 mM tuz gruplarindaki misir bitkilerinde
GPOD aktivitesinin kontrol grubuna gore azaldig1 ve sadece askorbik asit uygulanan
100 mM tuz konsantrasyonunun, 100 mM tuz konsantrasyon grubuna gore
etkilenmedigi gozlemlenmisti. GPOD aktivitesindeki azalma stres siddetinin
GPOD’un  antioksidan  kapasitesini  agmasindan  kaynaklanmis  oldugu

diistiniilmektedir.

Tuz stresi altindaki bitkilerde serbest prolin miktarindaki degisimlerin meydana
geldigi bilinmektedir. Bitkiler dokularindaki prolin miktarini olumsuz stres kosullarina
adapte olabilmek i¢in artirmaktadir (Hare ve Cress, 1997). Prolin stres kosullarinda
yiiksek miktarlarda iiretilen hiicre i¢i osmotik diizenleme (Delauney ve Verma, 1993),
sitozolik pH’in diizenlenmesi (Venekamp, 1989), enzimlerin korunmasi ve makro
molekiiller ile organellerin stabilizasyonunun saglanmasi gibi olaylarda gorev
almaktadir. Baz1 bilim insanlar1 bitki dokularindaki serbest prolin birikimiyle tuz
tolerans1 arasinda bir iliski olabilecegini bildirmislerdir (Mansour, 2000). Ornegin
Brassica juncea’nin tuza toleransli olan genotiplerinin yapraklarinda, tuza duyarl
olanlara gore daha fazla serbest prolin birkiminin meydana geldigi belirlenmistir
(Kumar, 1984). Diger bir calismada ise tuz stresi uygulanan duyarli Brassica napus
genotiplerindeki serbest prolin birikiminin toleransli olan genotiplere gore daha fazla
oldugu belirlenmistir (Borodina, 1991). Bu veriler tuz stresi altindaki bitkilerde serbest
prolin miktarinda gozlenen degisimlerin tiire 6zgli oldugunu gostermektedir.
Calismamizda askorbik asit uygulamasi yapilan bitki grubunda 50 ve 75 mM tuz
gruplarinda azalma goriilmektedir. 100 mM’lik bitki grubunda prolin miktarinda
degisim gozlenmemistir. Sonuglarimiza gore prolin miktarindaki bu azalmaya sebebin
sentezin az olmasindan mi1 yoksa prolinin ¢ok kullanimindan mi1 oldugu

belirlenememistir.
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Tuz stresi altindaki bitkilerde askorbik asit miktarinin degisimleri yapilan bazi
calismalar ile bilinmektedir. Tuz stresi altindaki bitkilerde askorbik asit uygulamasi
sonucunda fotosentezi ve tohum verimini arttirdigi, antioksidant enzim aktivitesini
hafiflettigi belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada tuz stresi altindaki kanola bitkisinde
klorofil a ve klorofil b miktarlarinin arttig1 ve bitki bliyliime gelismesine olumlu etkisi
oldugu ileri stiriilmektedir (Bybordi, 2012). Yapilan bir diger ¢alismada ise askorbik
asitin Allium cepa bitkisinde biliylime gelismeyi arttirict yonde etkiledigi
gozlemlenmistir (Innocenti ve ark., 1990). Calismamizda uygulanan tim tuz
konsantrasyon gruplarinda misir yapraklarindaki indirgenmis askorbik asit miktari
kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak azalmistir (Sekil 4.12.). Askorbik asit
uygulanan bitki gruplar1 sadece tuz konsantrasyonlariyla karsilastirildiginda 50 mM
grupta azalma, 75 ve 100 mM grupta ise artis gozlemlenmektedir. Bu sonuglarimiz
ayni konsantrasyonda azalan APOD aktivitesiyle paralellik gostermektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda olusan oksidatif strese tam anlamiyla cevap olusturdugu

diistiniilmektedir.

Sonuglarimiza gore tuz stresi altindaki musir bitkisine foliar askorbik asit
uygulamalarinin  siiperoksit radikali birikimini azaltarak askorbat-glutatyon
enzimlerini indiikledigini ispat etmektedir. Foliar askorbik asit uygulamasinin
antioksidant kapasite ve fotosentetik pigment miktarinin artmasi, H>O> miktarini ve
membran hasarimi azaltmisti. Bu nedenle askorbik asitin tuz stresinin musir

yapraklarinda neden oldugu olumsuz etkileri iyilestirdigi soylenebilmektedir.
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