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OZET

Bitkiler sessil yapilarindan dolayr ¢evrelerinde meydana gelen abiyotik ve biyotik
streslerin meydana getirdigi strese faktolerina antioksidan sistemleri sayesinde cevap
verir. Tuzluluk ve alkalinite bitki i¢in olduk¢a 6nemli abiyotik stres faktorlerinin
basinda gelmektedir. Bitkiler bu streslere karsi toleransini artirmak igin gesitli sinyal
yollarini aktive ederek streslere cevap vermeye calisir. Tarim arazilerinde ekimi yapilan
bitkileri biyotik ajanlardan koruyabilmek i¢in pestisidler, herbisitler gibi ¢ok ¢esitli zirai
ilag kullanilmaktadir. Buna karsin, abiyotik streslere karsi savunma mekanizmasini
giiclendirilecek bilinen yaygin bir uygulama yoktur. Bu g¢alismada H;O, &n
uygulamasinin Domates fidelerinde tuz stresini hafifletme etkisi arastirilmistir. Bu
kapsamda 4 farkli deney grubu olusturulmus (kontol, H,O,, Tuz, Tuz+H,0,) ve klorofil
miktari, MDA akiimiislasyonu SOD, CAT, APX enzim aktivitelerinde ve
ekspresyonunda meydana gelen degisimler incelenmistir. Calisma sonucunda priming
uygulamasindan sonra yalniz tuz stresi uygulanan gruba gore klorofil miktarinda artis

MDA birikiminde azalma meydana gelmistir. Ayrica, stres alakali enzimlerin



aktivasyonu yalnizca tuz stresi uygulanan gruptan anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmuistir.
Ekspresyon seviyeleri kontrole gore istatiksel olarak onemli diizeyde artis gostermis,
ancak CAT ve APX ekspresyon seviyeleri yalnizca tuz stresi uygulanan gruptan diisiik
oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak H;O, priming uygulamasi bitkinin stres
toleransiin artirilmasina yardimci oldugu tespit edilmistir. Priming yontemi bitkiler
igin stres etkisini hafifletmede oldukg¢a fonksiyonel bir ara¢ olarak kullanilabilir ancak
priming ajaninin ¢esidi, konsantrasyonu ve maruziyet siiresi primingin etkisinin

diizenlenmesi i¢in olduk¢a dnemli unsur oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: H,O, priming, Stres Alakali Genler, Domates, Oksidatif

sinyalizasyon
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DETERMINATION OF CHANGES IN ANTIOXIDANT
ENZYME ACTIVITIES AND GENE EXPRESSION
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ABSTRACT

Due to their silent structure, plants respond to the stress factors caused by abiotic and
biotic stresses occurring in their environment through their antioxidant systems. Salinity
and alkalinity are the most important abiotic stress factors for plants. Plants try to
respond to stresses by activating various signalling pathways to increase their tolerance
to these stresses. A wide variety of pesticides such as pesticides and herbicides are used
to protect the plants cultivated in agricultural lands from biotic agents. However, there
is no known common practice to strengthen the defence mechanism against abiotic
stresses. In this study, the effect of H,O, pretreatment on the alleviation of salt stress in
tomato seedlings was investigated. In this context, 4 different experimental groups were
formed (control, H,0O,, Salt, Salt+H,0,) and the changes in chlorophyll content, MDA
accumulation, SOD, CAT, APX enzyme activities and expression were examined. As a
result of the study, an increase in the amount of chlorophyll and a decrease in MDA
accumulation occurred after the priming treatment compared to the salt stress alone
group. In addition, the activation of stress-related enzymes was significantly higher than
the salt stress only group. Expression levels showed a statistically significant increase
compared to the control, but CAT and APX expression levels were found to be lower
than the salt stress only group. As a result, H,O, priming application was found to help

increase the stress tolerance of the plant. The priming method can be used as a highly
vii



functional tool to alleviate the stress effect for plants, but the type, concentration and
exposure time of the priming agent were found to be very important factors for

regulating the effect of priming.

Key Words: H,0, priming, stress-related genes, tomato, Oxidative signaling
Thesis Supervisor: Do¢. Dr. Musa KAR
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BOLUM 1
GIRIS
Tarmmsal iretimde kiltiir bitkilerinin ¢evresel ortamlarinda c¢ok farkli stres
kaynaklarinin olmasi iiriin verimi ve kalitesinin diisiikliigiine neden olmaktadir.
Bitkilerde stres sonucu ortaya ¢ikan fizyolojik reaksiyonlar, stresin etki siireleri ve
cesitleri, strese dayaniklilik ve tepki mekanizmalari, stres maruziyetinin siiresine

baglidir. Bu durumlarin belirlenmesi diinyada mevcut gida iiretiminin korunmasi veya

artirtlmasi insanlik i¢in yasam kalitesinin devamliliginin olmasi agisindan 6nem arz

eder [1].

Diinyada meydana gelen iklim degisikligi, bitkiler tizerinde ¢ok farkli abiyotik stres
kosullar1 olusturur. Bunlardan bazilar1 sicaklik, kuraklik, tuzluluk ve asir1 yagis gibi
abiyotik stresler kiiltlir bitkilerinde istenilen diizeyde verimin saglanamamasi ve {iriin
kalitesinin azalmasina yol agarak iiretimi sinirlandiran 6nemli faktorlerdir. Bitkilerde
biiyiime doneminde asir1 sulama, toprak tuzlanmasina ve topragin alkali hale gelmesine
neden olur. Toprakta meydana gelen bu degisikliklere bagli olarak bitki kokleri
tarafindan su ve besleyici mineral madde alimi zorlasir bunun soncunda iiriin kalite ve
veriminde ciddi azalmalar meydana gelir [2]. Ekonomik ve besin degeri agisindan
onemli olan domates bitkisinde, tuz ve kuraklik kosullarina bagli olusan stresin ortaya

¢ikardig1 olumsuz durumlar1 en aza indirilmesi olduk¢a 6nemlidir.

Abiyotik streslere maruz kalan bitkiler, ¢evrelerinde meydana gelen degisiklikleri
algilamak ve kotii kosullara en etkili cevabi verebilmek icin molekiiler diizeyde
gelistirdikleri gen ekspresyonlari ile stres proteinlerinin sentezlenmesi gerceklestirerek
enzim-protein ¢esitliligini artirmaktadirlar. Abiyotik streslerin sonucunda bitkilerde
toksik olan radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ortaya ¢ikar. Baslica
bilinen ROS’lar hidrojen peroksit (H.0,), siiperoksit anyonlar1 ve singlet oksijen (*O5)
dir. Kuraklik, agir metal ve sicaklik gibi gesitli stres faktorleri reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu hizlandirmakta ve dokularda protein denatiirasyonuna, hiicre zari lipid
peroksidasyonuna sebep olarak bitkinin biiyiimesi ve gelisiminde engel teskil
etmektedir [3].



Bitkiler bu streslerin olumsuz etkilerini azaltma veya engelleme amaciyla enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan sistemler gelistirmistir. Enzimatik antioksidan
elemanlar1 temel olarak; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), askorbat
peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimleri ihtiva eder.
Enzimatik olmayan gruptaki elemanlar ise, glutatyon (GSH) ve askorbik asit (ASA) gibi
molekiilleri biriktirerek ROS’un ortadan kaldirilmasi veya oksidatif hasar1 en aza

indirilmesi saglanir [4].

Bitkide {iretilen bazi ROS’lar, strese karsi bitki adaptasyonunu saglamak i¢in gen
ekspresyonunu, antioksidan enzim sistemini ve stoma hareketlerini diizenleyebilen
onemli bir sinyal molekiiliidiir; bitkiler strese maruz kaldiginda, ROS kisa bir siire
icinde iiretilir [5]. Bitki eksozomlarinda biriken H,O; molekiilii, stresle alakali genlerin
eksprese edilmesine neden olur. Buna bagli olarak iiretilen antioksidan enzimleri
yapraklarda biriken ROS’un ortadan kaldirilmasini ve bitkilerin kurakliga, tuza ve

yiiksek sicaklik stresine karsi toleransini gelistirir [6].

Tarimsal iiretimde biyotik stres faktorlerine karsi oldukga gelismis onleyici ve dldiiriicti
kimyasal ilag¢lar kullanilmaktadir. Bununla birlikte 6zellikle kuraklik, sicaklik, soguk ve
tuzluluk gibi abiyotik stres kosullarina karsi bitkinin dayamkliligini saglamak i¢in

arastirmalar son yillarda yogunlagmistir [7, 8].

Tarimsal iiretimde verim alinmasi i¢in ¢imlenme orani, es zamanl ¢ikis, ideal bitki
siklig1, direngli fide olusumu ile miimkiindiir. Bitki tohumlarinin ¢imlenme siireci ve
fide asamas1 hastalik ve zararl stres kosullarindan etkilenecek en hassas donemleridir.
Bu donemlerde tuz stresi gibi olumsuz g¢evre faktorlerinin etkisini en aza diisiirmek i¢in

on uygulama(priming) uygulamalar1 yapilmaktadir [9].

“Priming” bitkinin tohum ya da vejetatif yapisim1 dolayli veya dogrudan etkileyen
cevresel faktorler nedeniyle ¢imlenme ve ¢imlenme sonrasinda olusabilecek sorunlari
en aza indirmek, fidelerin istenilen dogrultuda goriinmesi saglamak amaciyla yapilir.
Fidelerin kisa siirede gelismesini saglamak ve stresli kosullara toleranslarmi artirmak
icin yapilan 6n uygulamalardir [10]. On uygulamadan sonra bircok bitki tiiriinde
¢imlenme i¢in gerekli olan sicakligin azaltilmasi gergeklesse bile hizli ¢imlenme tespit
edilmistir [11]. Gliniimiizde 6n uygulama yontemlerinde genel olarak hidropriming ve

osmopriming gibi yontemleri kullanilmaktadir [11]. Hydropriming, tohumlarin bir siire

2



suda bekletilmesi islemidir. Tohumda ¢imlenme oranini artirmak i¢in kullanilan bir
yontemdir [11]. Osmopriming, tohumlarin kontrol altinda su alinimini saglarken, kok
cikisin1 engellemek amaci ile diisiik su potansiyeline sahip ozmotik bir ¢ozeltye belirli

bir siire birakilmasi iglemine dayanmaktadir [12].

Heydecker ve Coolbear (1977) yapmis oldugu bir ¢alismada 6n uygulamay1 birden fazla
bitkide, sebze tohumlarinda ¢imlenme hizi ve ¢imlenme oranini arttirdigini gostermistir.
Tarla bitkilerinde tohuma uygulanan 6n uygulamalarinin pozitif etkisi bir¢ok arastirici

tarafindan bildirilmistir [13].

Domates bitkisinin anavatan1 Orta ve Giiney Amerika olmasina ragmen Tiirkiye nin
uygun iklim kosullar1 sayesinde fazla miktarda yetistirilmektedir. Domatesin ilk
baslarda zehirli oldugu diistintiliip tiiketim durumu ve yayginlagsmasi gecikmis olup
ABD’de 1800’11 yillarda yemek olarak tiiketilmeye baslanmistir. Anadolu topraklarinda
ise 150 yildir taninan domates bitkisi Osmanli Imparatorlugu déneminde ilk olarak
Halep’e gelmis buradan Tiirkiye’nin giiney bdlgelerine daha sonrasinda ise diger

bolgelere yetistirilmeye baslanmistir [14].

Diinyada domates tiretimi 177 milyon ton olmakla birlikte Tirkiye diinya domates
iretiminde %7’°lik paya sahiptir. Bu payin Tirkiye nin diinyada domates tliretiminde s6z
sahibi olabilecek potansiyelde olmasi ve ihracatinin gelistirilebilecek bir iiriin oldugunu
ortaya koymaktadir. Uretimi seralarda ve tarlada yapilmakta olup isleme sanayide
hammadde olarak kullanilmaktadir. 2001 yilinda 8.5 milyon ton iiretimi s6z konusu
iken 2017°de %50’ye yakin artis gostererek 12.75 milyon tona yiikselmis olmasi 6nemli

bir tarimsal {iretim faaliyeti oldugunu gostermektedir [15].



BOLUM 2
GENEL BILGILER
2.1. Domates (Solanum lycopersicum, L.)
2.1.1. Kokeni, Tarihcesi ve Cografi Dagilisi

Domates (Solanum lycopersicum), cift ¢enekliler sinifinda patlicangiller (Solanaceae)
familyasina ait tek yillik otsu bitki grubunda yer alir. Kokiinii And Daglarindan alan
domates anavatani Giiney Amerika iilkelerinden Peru’dur. Amerika’da kesfedildigi ilk
zamanlarda domatesin olgunlagsmamis meyvelerinin zehirli olabilecegi diisiiniilmiis
sonrasinda ise zehirli olmadigi anlasilmistir [16]. Avrupa’ya Amerika’nin kesfinden
sonra 15. yiizyilda getirilmistir. Yabani domates tiirleri, deniz seviyesinden 3300m
yiikseklige kadar ¢ok farkli habitatlarda yetistirilmesi, varyasyonunun artmasina ve gen
havuzunun fazla olmasini saglanmistir. Giinlimiizde ise tim diinyada yetistirilen bir

kiiltir bitkisi kazanimini saglayarak iiretim ve tiiketimi artmaya devam etmektedir [17].

Tiirkiye’ye domatesin gelisi Osmanli Imparatorlugu déneminde ilk olarak Suriye
tizerinden giliney bolgelerimize daha sonra da diger bolgelere yayilarak gilinlimiizde

hemen hemen tiim bolgelerimizde yetistirilmesi saglanmaktadir [18].
2.1.2. Ekonomik 6nemi, Diinya ve Tiirkiye’de iiretimi

Domates bitkisi diinyada en ¢ok iiretilen ve tiiketilen sebzelerden biri olarak konserve,
ketcap, salga, tursu gibi bircok kullanim alanlarma sahip olmasi nedeniyle 6n plana
cikan en dnemli sebzelerin baginda gelir. Diinyada bircok domates tiirii yetistirilmekte
olup, Tiirkiye’de uygun iklim kosullari nedeniyle domates tiretiminde en onemli iilkeler

arasinda yerini almaktadir [19].

Diinyada domates iiretiminde 64.768.158 ton ile Cin birinci sirada olup, ardindan
20.573.000 ton ile Hindistan ikinci ve iilkemiz ise 13.204.015 tonluk {iretimi ile 3.
Sirada yer almaktadir [20].



Tablo 2.1 2020 Y1l Diinya Domates Uretimi [20]

Sira Ulke Uretim Yizolgtimii Verim
(Ton) (Hektar) (Kg/m2)
1 Cin 64.768.158 1.107.485 5,85
2 Hindistan 20.573.000 812.000 2,53
3 Tiirkiye 13.204.015 181.879 7,26
4 USA 12.227.402 110.439 11,07
5 Misir 6.731.220 170.862 3,94

Tiirkiye’de tarimsal iiretimdeki sebzeler igerisinde 2020 yilinda en fazla iiretimi yapilan
sebze 13,2 milyon ton iiretim ile domatestir. Domates 2020 yilinda tek basina sebze
{iretiminin %42’sini olusturarak sebze tariminda ilk siray1 almistir. Ulkemizde domates
tiretimi 2019 yilinda 12 841 990 ton olarak belirtilmis, 2020 yilinda ise bu rakam 13
082 827 tona ulagmistir [21]. Ayn1 zamanda {ilkemizde sebzeler arasinda liretimi ve
tiiketimi birinci sirada gerceklesmektedir [21]. Ulkemizde ortii alti ve agik alanda
toplam 128 010 ha alanda 7 941 780 ton sofralik, 6 112 ha alanda 3 378 220 ton salgalik
domates lretim yapildig1 belirtilmektedir. Bolgeler itibar1 ile en yiiksek sofralik
domates Akdeniz bélgesinde, salgalik domates Ege bolgesinde, ortii alti domates
Akdeniz bolgesinde iiretilmektedir. Agikta ve ortii altinda yetistiriciligi artarak devam

etmektedir [21].
Tablo 2.2 Tiirkiye Domates Verileri [21]

2015 2016 2017 2018 2019  Degisim (%)

Alan (bin ha) 4.823 4.850 4.876 4.925 5.031 2,2

Verim (ton/ha) 36,59 36,46 36,47 36,53 35,93 -1,6
Uretim 176.467 176.858 177.817 179.898 180.766 0,5
Ithalat 7.663 7.773 7.465 8.019 6.778 -15,5
Ihracat 7.944 8.370 7.993 8.380 7.380 -11,5



2.1.3. iklim ve Toprak Istekleri

Domates sicak ve 1liman iklim kusag bitkisi birlikte yetistirilme devrelerinde 1s1 sifirin
altinda (-2,-3 °C’ye) diistiiglinde bitki 6liimii ile sonuglanir. Domateslerde genellikle
gece ve glindiiz arasinda 6 °C ile 8°C’lik bir sicaklik araligi olmasi istenir. Giindiiz
sicakliginin 19- 26 °C, gece sicakligmin ise 14-18 °C oldugunda gelisiminin ideal
Olclide olmasi gozlenir. Domatesin déllenmesi sirasinda sicakligin 10 °C ve daha yukari
derecelerde istenilen sekilde ¢imlenerek dollenme yapilabilmekte sicakligin 15 °C’nin
altina diistiiglinde meyve olusturma yiizdesi azalmaktadir. Diisiik sicaklikta polen az
tretilir ve kismi dollenen sekilsiz meyveler meydana gelirken yiiksek sicaklikta ise
cicek tozlar 6liir ve meyve olusumu gergeklesmez. Domates tohumlarinin ¢imlenmesi
icin en diisiik 10 °C, optimum 20-29 °C, en fazla 36 °C toprak sicakligi olmasi gerekir
[22, 23].

Domates su tutma O6zelligi iyi, humus ve besin maddelerince zengin kil, kum ve silt
karsimli topraklart sever. Toprak pH’st 5,5-7,0 arasinda, tuzsuz-az tuzlu (2,3 mS’dan
az) olan topraklarda 1yi yetisir. Toprakta pH=5,5"un altinda ise dekara 200-500 kg kire¢
verilmeli, pH=7,0’nin iizerinde ise her yil dekara 30-50 kg toz kiikiirt verilmelidir [22,
23].

2.2. Bitkilerde Stres

Bitkilerin habitatlarinda meydana gelen gelisimlerini kisitlayict ¢esitli olumsuz
kosullara maruz kalarak, biiyiime, gelisme ve metabolizmalarini etkileyen ya da
engelleyen durumlara stres adi verilir [24]. Diger bir ifadeyle bitki {izerinde zararli
etkileri olan dis faktorler stres olarak tanimlanir. Stres faktorleri biyotik ve abiyotik
olmak {iizere iki gruba ayrilir. Biyotik stres; mantar, bakteri ve virlis gibi farkh
mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonlar ya da zararli hayvanlarin saldirilariyla
olusan olumsuz etkilerin ortaya c¢ikmasi seklindedir. Abiyotik stres ise bitkinin
habitatlarinda meydana gelen su, sicaklik, radyasyon, manyetik ve elektriksel
degisimlerin fiziksel ve kimyasal etkileriyle ¢evre faktorlerinin degismesidir. Tiim bu
stres faktorleri olumsuz etki gostererek bitkilerde iiriin verimliligini diistirir [25].
Bitkiler, hayvanlarda oldugu gibi farkli stres faktorlerinden kacinmaya sahip

adaptasyonu olmamas1 nedeniyle strese direkt olarak maruz kalir. Sonug olarak bitkide



biiyiime ve gelisme olumsuz etkilenerek canlilik faaliyetlerinin sona ermesine neden
olur [26].

2.2.1. Tuz Stresi

Tuz stresi NaCl ve diger ¢6ziinebilen tuzlarin yeralt1 sularina karisarak toprak yiizeyine
ctkmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Tarim arazilerinin bu tiir sular ile sulanmasi toprak
yiizeyinde ya da yakin kisimlarda tuz birikmesine neden olur [27]. Toprakta ¢oziinebilir
NaCl ve diger tuzlarin miktarinin artmasina bagli olarak bitkinin biiyiime ve gelisimi
tizerinde olumsuz etkiler meydana gelmektedir. Tuz stresinin yogunluk ve siiresine
bagli olarak bitkide biiylime, gelisme, ¢cimlenme, hiicre boliinmesi ve fotosentez gibi
bir¢ok metabolik olayin yeterli seviyelerde gergceklesmesi engellenmis olur. Bu durum

tarimsal alanlarda bitki verimliligini ve tiriin kalitesini sinirlamaktadir [28, 29].

Tablo 2.3. Tuzlulugun artisina bagh olarak 6nemli kiiltiir bitkilerinin verimindeki nispi

azalma [29]
EC
Uriin (esik degeri) Verimlilikteki nispi azalma
dsm? (Her dS m™°deki % kayip)
Phaseolus vulgaris L. (Fasulye) 1.0 19.0
Solanum melongena L. (Patlican) 11 6.9
Allium cepa L. (Sogan) 1.2 16.0
Capsicum annuum L. (Biber) 15 14.0
Zea mays L. (Misir) 1.7 12.0
Saccharum officinarum L. (Seker kamisi) 17 5.9
Solanum tuberosum L. (Patates) 1.7 12.0
Brassica oleracea L. (Lahana) 1.8 9.7
Lycopersicum esculentum Mill. (Domates) 25 9.9
Oryza sativa L. (Celtik) 3.0 12.0
Arachis hypogaea L. (Yerfistigi) 3.2 29.0
Soja hispida Moench. (Soya fasulyesi) 5.0 20.0
Triticum sp. L. (Bugday) 6.0 7.1
Beta vulgaris L. var. altissima (Doll) Helm.
(Seker pancari) 7o >9
Gossypium sp. L. (Pamuk) 7.7 5.2
Hordeum vulgare L. (Arpa) 8.0 5.0




Toprak igerisinde Ozellikle ¢oziinmiis halde bulunan tuz bitki koklerinde g¢esitli
fizyolojik hasara neden olmaktadir. Koklerdeki osmatik basincin artmasina bagl olarak
bitkilerin sudan yarar saglanma su tutma kapasitesinin azalmasina neden olmaktadir.
Tuzlulugun artis1, bitkilerin su ve yogunluk dengelenmesine olumsuz etki

gostermektedir [30].

Bitkilerde fotosentez yapan dokularda tuzluluk artisi, grana membranlarinda
yigilmalara, tilakoid yapisinin bozulmasi sonucu elektron tagima sistemi aktivesinin
azalmasina ve klorofillerin pargalanmasina neden olmaktadir. Tuz stresinin domateste
kloroplastlarin kiimelenmesine neden oldugu saptanmistir. Tuzluluk, bitkilerde stoma
kapanmasina neden olmasi sonucu CO; fiksasyonu ve calvin dongiisiinde gorev alan

enzimlerin aktivitesini engellemistir [31].

Tuz stresi sonucunda bitkilerde siiperoksit (O, ~), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil
radikalleri (OH) ve singlet oksijen (*O;) gibi gesitli ROS molekiillerinin meydana
gelmesine neden olmaktadir [31]. Bitkiler, tuz stresi ile ortaya ¢ikan ROS’lardan
hiicreyi korumak igin, askorbat, glutatyon, o-tokoferol, karotenoidler gibi
antioksidanlar1 ve katalaz (CAT), peroksidaz (POX), glutatyon rediiktaz (GR),
stiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidatif enzimleri kullanmaktadirlar [32].

2.2.2. Oksidatif Stres

Bir atom, etrafinda hareket eden elektron g¢iftleriyle merkezi bir ¢ekirdekten olusur.
Ancak bazi atomlar ve molekiiller eslesmemis elektronlar bulundurmasi durumunda
serbest radikal halini alir. Serbest radikaller genellikle kararsiz ve yiiksek oranda reaktif
yapidadir. Bu durum sonucunda eslesmemis elektronlar diger elektronlarla ciftler
olusturur. Bir oksijen molekiilii (O), in vivo metabolize edildiginde dort elektronlu
indirgenmeye maruz kalir. Bu islem sirasinda, enerji eklenmesine veya gegis elementleri
ile etkilesime ikincil elektronlarin uyarilmasiyla reaktif oksijen tiirleri iiretilir. Bu
sekilde iiretilen ROT, normal oksijen molekiiliinden daha yiiksek yiizde de reaktiftir ve
aktif oksijen tiirleri olarak adlandirilir. Siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil

radikalleri ve singlet oksijen bu anlamda aktif oksijen tiirleridir [33].



Tablo 2.4. ROT’ un 6zellikleri ve reaktivitesi [33]

ROT Reaksiyon Uretim Yeri Temizleme
Stiperoksit radikali ~ Fe-S proteinleriyle kloroplast, SOD, flavonoid
reaksiyona girer. H202 mitokondri,

(02.-)

Hidroksil radikali
(OH.)

Hidrojen
peroksit(H,0,)

Singlet oksijen
('0,)

ile degismez.

DNA, RNA, lipitler ve
proteinler dahil tiim
biyomolekiiller ile son
derece reaktif

Sistein ve metiyonin
kalintilarina saldiran
proteinlerle, hem proteinleriyle,
DNA ile reaksiyona girer.

Okside lipitler,
Proteinler, DNA’nin
Guanin kalintilar

peroksizomlar,
elektron tagima
zincirleri.

Fe ve H202
[Fenton
reaksiyonu]

Peroksizomlar,
kloroplast,
mitokondri,

sitozol, apoplast.

Membranlar,
kloroplast

Flavonoidler,

askorbat

APX, CAT, GPX,
PER, PRX,
Askorbat,
Glutatyon

Karotenoidler ve
tokoferoller

Aerobik organizmalar, reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirmak igin ¢esitli antioksidan
savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikallerin
asir1 veya anormal dilizeyde tiretilmesine bagh olarak, {iretim ve uzaklagtirma arasindaki
dengenin kaybolmasi sonucunda oksidatif stres ortaya ¢ikar. Bu durum biyolojik zar ve
dokulardaki molekiillere zarar vererek tamiri zor durumlar ortaya ¢ikarir. Oksidatif stres
reaksiyonlarin antioksidan reaksiyonlarindan fazla olmasi canlida hiicresel dengenin

kaybolmasina neden olur [33].
2.2.2.1. Singlet oksijen (102)

Singlet oksijen; elektron tasima sisteminde son elektron alici olarak gorev yapan O2
molekiiliinlin, enerji alarak kendi doniis yoniiniin tersi yoniinde olan baska bir orbitale
yer degistirmesi sonucu olusmaktadir. Bir¢cok biyolojik molekiil ile benzer kuantum

durumuna sahip olmasi1 onun kolaylikla reaksiyona girmesini saglar [44].
2.2.2.2. Siiperoksit radikali (O>.-)

O, molekiiliine bir elektronun aktarilmasila oksijenin indergenmesi gergeklesir. Bu

sayede siliperoksit radikali (O,.-) meydana gelir. Siiperoksit radikali reaktif bir molekiil



olmasindan kaynakli lipid peroksidasyonu, hiicresel toksisite, zar hasar1 ve DNA’daki

tek zincir kiriklarina neden oldugu belirtilmektedir [44].
O+ & —> 05

2.2.2.3. Hidroksil radikali (OH.)

Serbest radikaller arasinda hidroksil radikali bilinen en reaktif ve en toksik ROT tur.
Notr ph’da Fet?* gibi gecis metallerinin H,O, ve Oe tarafindan katalize edilerek
Fenton reaksiyonu ile iretilir. Lipid peroksidasyonu, proein hasari ve membran yikimi

yoluyla farkl: hiicresel bilesenlere zarar verme kapasitesine sahiptir [44].

H,O, + 0, ——> OH™ + 0O, + OH-
2.2.2.4. Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, siiperoksit radikalinin ¢evresinde bulunan molekiillerden bir elektron
almasi veya oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi neticesinde olusan
peroksitin iki proton (H+) ile birlesmesi sonucu olusmaktadir [44].

205 +2H" — 5 Hy,0, + 0,
2.2.2.5. Oksidatif Stres Zararlar

Aerobik metabolizma sonucu reaktif oksijen tiirleri olan ROT, siiperoksit anyonu(Oz¢—),
hidroksil radikali (*OH) gibi serbest radikalleri ve hidrojen peroksit (H,0,), singlet

oksijen gibi radikal olmayan molekiilleri igerir [44].
2.2.2.5.1. ROT’un Oksidatif Hasar1

Kuraklik, tuzluluk, agir metal, UV radyasyonlari, hipotermi ve hipertermi gibi abiyotik
kosullardan kaynakli olusan stresler ve ayrica patojen saldirilar hiicrenin dengesinin
bozulmasina neden olur. Bu yiizden bitkilerde yiiksek enerji ve ya elektron transferi
reaksiyonlarinda molekiiler oksijenin azalmasi sonucu ROT f{iretimi ortaya ¢ikar [34].
Cevresel stresler sirasinda artan ROT iiretimi, lipidlerin peroksidasyonuna, proteinlerin
oksidasyonuna, niikleik asitlerde hasara, enzim inhibisyonuna, programlanmis hiicre
6limii (PCD) aktivasyonu saglar ve hiicrenin 6liimiine neden olarak hiicreler i¢in bir

tehdit olusturabilir [34].

10



ROT un zarar veren aktivitelerine ragmen cevresel streslerde hiicresel yapiin ikincil
habercisidir. ROT un zarar verici veya sinyal molekiilii olarak hareket edip etmeyecegi,
ROT iiretimi veya temizlenmesi arasindaki hassas dengeye baglidir [35]. Uzun yillar
boyunca ROT lar, hiicresel metabolizmanin zararli yan {irlinii olarak kabul edilmistir.
Ancak son yillarda, ROT, bitkinin ortam sartlarina adaptasyonunu kolaylastiran anahtar

molekiil olarak diistiniildiigiinden bu molekiillere olan bakis a¢is1 degismistir [36].

Diger oksijen radikallerinden daha az zararli olmasi, molekiiler biiyiikliigii agisindan
hiicresel membranlardan kolayca gegebiliyor olmasi ve yiiksek yarilanma dmriine sahip
olmasi (1 ms) gibi O6zellikleri nedeni ile ROT’lar arasinda “H;O,” radikali bilim
adamlarin ilgisini g¢ekmektedir [37, 38]. Sinyal transdiiksiyonu, transkripsiyonel
diizenleme ve protein, karbonhidrat ve lipit metabolizmasi ve ROT kontroliinde gorevli
genlerin ekspresyonunu diizenliyor olusu ve daha bir¢ok metabolik aktivitede anahtar

role sahip olmasi, H,O,'nin karmasikligini en iyi sekilde ifade etmektedir [39].

H,0; priming, redoks bagimli bir sinyallesme agin1 aktive eden kiigiik bir oksidatif stres
tiretebilir. Uretilen stres, reaktif oksijen tiirlerini temizleyen enzimler ve transkripsiyon
faktorleri gibi gizli savunma proteinlerinin iiretilmesine yol agar; boylece prime edilmis

bitkide gelismis bir stres tepkisi olusmasini tetikler [40]

H,0; primingin farkli abiyotik stres kosullarinda bitkide stres toleransini arttirdigina
dair bir¢ok ¢alisma yapilmistir [41]. Tuz stresi, bitkilerde oksidatif bir patlamaya neden
olur. Diisiitk Ho,O, konsantrasyonlar: ile priming, strese bagli genlerin ekspresyonunu
diizenleyen sinyal molekiilleri olarak hareket ederek tuz toleransini artirir. H,O; ile 6n
uygulama yapilarak tuz stresine maruz birakilmis tohumlardan elde edilen bugday
fideleri, 6n uygulama edilmemis tuz stresine maruz birakilmis tohumlardan elde edilen
fidelere gore onemli 6lgiide daha az H,0O; iiretir [41]. Ashraf ve arkadaslar1 (2015);
ekzojen H;O;'nin musirdaki kuraklik stres toleransi ftizerindeki faydali rollerini
aragtirmistir. Misir fideleri farkli H,O, konsantrasyonlar1 ile 6n uygulamaya tabi
tutulmus ve kuraklik stresi kosullart altinda biiytitiilmistiir. 140 mM H,0; 6n uygulama
yapilmis tohumlarda daha yiiksek c¢imlenme yiizdeleri bulunmustur. Kuraklik,
fotosentetik pigmentlerde belirgin bir diisiise yol acgarken, endojen H,O,, lipid
peroksidasyon ve AsA seviyeleri ve CAT, SOD ve POX aktivitelerini artmistir [42].
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2.2.2.5.2. Lipit peroksidasyonu

ROT seviyesi asir1 artisi hem hiicre hem de organel membranlarinda artan lipid
peroksidasyonu gergekleserek normal hiicresel isleyisi etkiler. Lipid peroksidasyonu,
proteinler ve DNA ile reaksiyona girerek zarar verebilen lipid yapili radikallerin tiretimi
yoluyla oksidatif stresi artirir. Lipid peroksidasyon seviyesi, stres kosullar1 altinda hiicre
zarlarinda ROT aracili hasarin goriilmesi konusunda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Cevresel baskilar altinda biiyiiyen bitkilerde lipidlerin artan peroksidasyonu ortaya
cikmistir [43]. Bu stresler altinda lipid peroksidasyonundaki artig, artan ROT {iretimi ile
aynt anda gergeklesir. Fosfolipidlerdeki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucu son iriinlerinden biri olan malondialdehit (MDA), hiicre membrani hasarindan
sorumludur [44] Fosfolipid molekiillerinde bulunan doymamis (¢ift) bag ve gliserol ile
yag asidi arasinda ester baglart ROT’a kars1 hassastir. A¢iga ¢ikan tek bir *OH bir¢ok
coklu doymamis yag asidinin peroksidasyonuna neden olarak zincir kirilmasma ve

zarda akiskanlik ve gegirgenlik artisi meydana gelir [45, 46].
2.2.2.5.3. Proteinlerin modifikasyonu

ROT iiretiminin bir sonucu olarak, proteine 6zgii amino asit modifikasyonu, peptit
zincirinin pargalanmasi ve elektrik yiikii degisimi gibi durumlar meydana gelir. Protein
yapisinda bulunan amino asit ¢esitlerin, tiyol gruplar1 ve kiikiirt bulunan amino asitler
ROT tarafindan saldirtya karsi ¢ok hassas kisimlardir. Aktive edilmis oksijen, disiilfid
kopriisii  olusturmak {izere ikinci tiyol radikaline capraz baglanarak sistein
kalintilarindan bir H* atomu soyutlayabilir [47]. Oksitlenmis proteinler proteolitik
sindirim ortaya ¢ikmasinda ve protein yapisinin bozulmasi icin hedef olacagi 6ne

stirtilmstiir [48].

Yapilan bir c¢alismada bezelye yapragi artan H,O, konsantrasyonlar1 ile ham
ekstraktlarinin, Cd ile muamele edilmesi sonucu bezelye yapraklarindan saflastirilan
peroksizomlarin inkiibasyonu karbonil igeriginde artis gostermistir. Oksitlenmis
proteinlerin yapisinin bozuldugu ve metal ile muamelesinden dolay1r proteolitik
aktivitenin %20 arttig1 gorilmistir [49]. Farkli calismalarda yapilan uygulamalar
sonucunda oksitlenmis proteinlerin yapisinin bozulmasiyla kalmayip proteazlari da
engelleyebilen genis Ol¢iide capraz bagh ve kiimelenmis liriinlere yol actigini ortaya

koymustur [50].
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2.2.2.5.4. DNA

ROT’un, hiicrede bulunan c¢ekirdek, mitokondri ve kloroplasta bulunan DNA'daKi
herhangi bir hasari, proteinlerde degisikliklere veya inaktivasyonuna neden olabilir.
DNA'ya oksidatif hasar, deoksiriboz oksidasyonu, zincir kirilmasi, niikleotitlerin
¢ikarilmasi, niikleotitlerin organik bazlarindaki ¢esitli modifikasyonlar1 ve DNA-protein
capraz baglar1 ile sonuclanir. Bazi durumlarda bir ipligin niikleotidlerindeki
degisiklikler, diger zincirdeki niikleotitlerle uyumsuzluklara neden olur ve nokta
mutasyonlarin agiga ¢ikmasmi saglar [51]. Okaryotik hiicrelerde DNA, histon
proteinleriyle kaplanir ve olduk¢a kompakt ve dinamik bir kromatin yapisi olusturulur.
DNA ve proteinler arasindaki etkilesimler transkripsiyon ve replikasyon gibi hiicresel
stire¢ icin onemlidir. ROT faaliyeti ile DNA protein baglarinin bozulmasi durumunda
kolayca onarilmasi ger¢eklesmez ve replikasyon veya transkripsiyon olaylar hiicre i¢in
Oldiiriicii durumlar1 olusturur. Mitokondriyal ve kloroplast DNA’s1 histon protein
bulunmamas1 ve ROT f{ireten sistemlere yakin etkilesimi nedeniyle niikleer DNA’dan
daha fazla oksidatif hasara karsi hassastir [52]. Hasarli DNA i¢in onarim sistemleri
mevcut olmasma ragmen, ROT’ un neden oldugu degisimler, hiicre icin kalict DNA

hasarlarina yol agar.
2.3. Bitkilerde Antioksidatif Savunma Sistemi

Bitkiler, ROT’u temizlemek i¢in enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidatif savunma
sistemine sahiptir. Bitki hiicrelerinde, kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi
farkli organeller de ROT iireten ve etkisini temizleyen sistemler bulunur [53]. ROS’un
zarar verici veya sinyal molekiilii olarak hareket edip etmeyecegi, ROT iiretimi veya
temizlenmesi arasindaki hassas dengeye baghdir. Yiiksek konsantrasyonda ROT,
biyomolekiillerde hasara neden olurken, diisiik/orta konsantrasyonda bitki hiicrelerinde
cesitli tepkilere aracilik eder hiicre i¢inde kiiciik bir sinyal ile biiyiik bir tepki dogurarak
ikinci haberci gorevi goriir. Fazla ROT’un temizlenmesi veya detoksifikasyonu,
enzimatik olmayan ve ayni zamanda enzimatik antioksidanlardan olusan etkili bir
antioksidatif sistem tarafindan saglanir. Enzimatik antioksidanlar arasinda SOD, CAT,
GPX, APX, monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR)  glutatyon rediiktaz (GR) ve askorbat-glutahyon (AsA-GSH) dongiisii

enzimleri bulunur [54].
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Optimum kosullar altinda bulunan hiicrede toksik oksijen metabolitleri diisiik seviyede
tiretimi saglanir. Ancak ROT iiretimi ve temizlenmesi arasinda uygun denge vardir.
ROT f{iretimi ve temizlenmesi arasindaki dengede, lipidler, proteinler ve niikleik asitler
oksidatif hasara neden olan hiicre i¢i ROT seviyelerinde hizli artiglara sebep olabilecek
cevresel faktorler tarafindan bozulabilir. Oksidatif hasar1 onlemek i¢in gelismis yapili
bitkiler hiicre i¢i antioksidan savunma seviyelerini yiikseltir [55, 56]. Antioksidatif
savunma sisteminin ROT temizleme islemine dahil olan bilesenler asagidaki enzimatik

olan ve enzimatik olmayan sekilde gruba ayrilmistir.
2.3.1. Antioksidatif Savunma Sisteminin Enzimatik Olmayan Bilesenleri

Hiicrede gerceklesen indirgenme ve ylikseltgenme tepkimelerinde askorbat (AsA) ve
glutatyon (y-glutamil-sisteinil-glisin, GSH) ile tokoferol, karotenoidler ve fenolik
bilesikler hiicresel bilesenler ile etkilesime girerek savunma ve enzim kofaktorleri
olarak gorev alirlar. Bu antioksidanlar hiicre boliinmesi ve yaslanmasinda gorev alarak
bitkinin biiyiimesine etki ederler. Enzimatik olmayan antioksidan igerigine sahip

mutantlarin strese karsi agir1 duyarli oldugu gosterilmistir [57].
2.3.1.1. Askorbat (AsA)

Askorbat (AsA), artan ROT seviyesinin neden oldugu oksidatif strese karsi savunmada
anahtar rolii olan en ¢ok, diisiik molekiiler agirlikli antioksidandir. AsA, bir dizi
enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonda elektron verme yeteneginden dolay:
kuvvetli bir antioksidan olarak kabul edilir. AsA'nin bitkilerde biiyiime, farklilagsma ve
metabolizma dahil olmak tizere g¢esitli fizyolojik siireclerde 6nemli rol oynadigi

gosterilmistir [58].

2.3.1.2. Glutatyon (GSH) ROT’nin neden oldugu oksidatif hasara karsi hiicre i¢in
savunmada 6nemli rol oynayan diisiik molekiiler agirlikli antioksidandir. Sitoplazma,
kloroplast, ER, vakuol ve mitokondri gibi hiicre yapilarinda tespit edilmistir. GSH,
sinyal iletimi, metabolitlerin ¢evrimi, enzimatik diizenleme ve hiicre
bliylimesi/boliinmesi gibi biyolojik islemlerde énemli rol oynar ve strese yanit olarak
genlerin ifadesi seklinde islev goriir. GSH, bircok yonden bir antioksidan olarak Oje
,»OH, H;0; ile kimyasal olarak reaksiyona girebilir ve bu nedenle dogrudan serbest

radikal temizleyici olarak gorev alir [59].
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2.3.1.3. Tokoferoller

Tokoferoller, serbest oksijen ve lipid peroksi radikallerinin ve *O,'nin temizlenmesinde
rol oynayarak lipitleri ve diger membran bilesenlerini korudugu ve bdylece PSII'nin
yapisini ve islevini korudugu bilinmektedir. Farkli bitki tiirlerinde o-tokoferol

birikiminin soguk, su eksikligi ve tuzluluga kars1 toleransin yiikselttigi gézlemlenmistir

[60].
2.3.1.4. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkilerde ve bazi mikroorganizmalarda bulunur ve goriiniir spektrumun
400 ile 550 nm arasindaki 15181 emer ve yakalanan enerjiyi klorofile aktarilmasinda
gorev alir. Karotenoidler, klorofil molekiiliinii *O, ‘den temizler ve bitki gelisiminde
etkili olan biyotik ve abiyotik stres tepkilerini etkileyen sinyal molekiillerinin habercisi
olarak gorev alir. Yiiksek karotenoid iceriginin seker kamisi bitkilerinin tuzlu kosullarda

daha iyi adaptasyon oldugu ortaya koyulmustur [61].
2.3.1.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, antioksidan ozelliklere sahip sekonder metabolit (flavonoidler,
tanenler ve lignin) olarak goérev alirlar. Polifenoller, metal iyonlarini selatlar, ROS
tiirlerinin dogrudan temizler. Lipit alkoksil radikalini yakalayarak membran diizenini
degistirir ve zarlarin akiskanliginin azaltilmasinda gorev alir[62]. Bu degisiklikler,
serbest radikallerin diflizyonunu engelleyebilir ve peroksidatif reaksiyonlari
kisitlayabilir. Ayrica 6zellikle flavonoidler ve fenilpropanoidlerin peroksidaz tarafindan
oksitlendigi ve H,O; tutucu, fenolik/AsA/POD sisteminde etkili oldugu gosterilmistir.
Bitkilerde birgok strese yanit olarak fenolik metabolizmanin indiiklendigine ait bazi

kanitlar vardir [62].

2.3.2. Antioksidatif Savunma Sisteminin Enzimatik Olan Bilesenleri

Antioksidatif savunma sisteminin enzimatik bilesenleri, SOD, CAT, GPX, AsA-GSH
MDHAR, DHAR, GR, APX gibi gesitli antioksidan enzimlerden olusur [54]. Bu
enzimler hiicrelerin farkli kisimlarinda ¢alisarak hiicrede olusan oksidatif stresle karsi

karstya kalindiginda bir arada uyum i¢inde yanit verilmesini saglar.
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Tablo 2.5. ROT ile ilgili En Onemli Enzimler ve Antioksidanlar [54]

Enzimler/

Antioksidanlar

Fonksiyon

Lokalizasyon

SOD CAT
APX
MDHAR

DHAR
GR

POX

GPX

GST

Askorbat
Glutatyon

o-tokoferol
Karotenoidler

Flavonoidler

O, ’nin dismutasyonu ile H,O, olusumunu saglar.
bndirgeyiciye gereksinim duymadan H,O,’i detoksifiye

eder. Dndirgeyici olarak askorbat ile H,O, detoksifikasyonu

saglar. Dndirgeyici  olarak NAD(P)H ile
monodehidroaskorbat radikallerini indirger.
bndirgeyici olarak GSH ile dehidroaskorbat

radikallerini indirger.
olarak NADPH

glutatyonu indirger.

bndirgeyici ile yiikseltgenmis

bndirgeyici  olarak  ¢esitli  substratlar1  kullanarak
H,O;’1 detoksifiye eder; hiicre duvart polimerleri ile
etkilesim igindedirler.

bndirgeyici olarak GSH kullanarak lipitleri hidroperokside
eder ve H,0,’i detoksifiye eder.

Lipit hidroksiperoksitleri detoksifiye eder ve DHAR
aktivitesi sergiler.

APX’in substratidir, H,0O,’i detoksifiye eder.

Glutatyon transferazlar ve glutatyon rediiktazlarin
substratidir. H,O, ve diger hidroksiperoksitleri detoksifiye
eder.

Membran lipitlerini peroksidasyondan korur, lipit
peroksitlerini detoksifiye eder ve *O, giderir.

o, giderir, ABA’nin haberci molekiiliidiir, fotosentezde
etkindir.

Direk olarak H,0,’i temizler.

sit, klo,
mit, per
mit, per,
gli

sit, klo,
mit, per

sit, klo,

mit

sit, klo, mit

sit, klo, mit, per

hd, sit, mit, vak

sit, klo, mit, er

apo, cit, klo, mit,

nuk

apo, sit, klo, mit,
per, vak apo, sit,

klo, mit, per, vak
membranlar
klo, kro, ami

vak

hd: hiicre duvari, apo: apoplast, sit: sitosol, klo: kloroplast, kro: kromoplast, ami: amiloplast, mit:

mitokondri, er: endoplazmik retikulum, vak: vakuol, per: peroksizom, gli: glioksizom, nuk:

nukleus
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2.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz (SOD) tiim aecrobik organizmalarda oksidatif strese karsi
savunmada merkezi rol oynayan enzimdir. Kuraklik ve metal toksisitesi gibi ¢esitli

abiyotik streslere kars1 gorev alan haberci enzimdir [63].
02_ + 02_+ 2H* —> 2H,0, + O,
2.3.2.2. Katalaz (CAT)

Antioksidan enzimler arasinda katalaz, kesfedilen ve karakterize edilen ilk enzimdir.
Hidrojen peroksit (H,O,) molekiiliiniin su ve oksijene doniisiimiinii Katalize eden, her
yerde bulunan bir enzimdir. H,O, i¢in yiiksek ozgiillige sahiptir, ancak organik
peroksitlere kars1 zayif aktiviteye sahiptir. Peroksizomlar, H;O, {iretiminin ana bolgesi
olup katalaz enzimi sayesinde, fotorespirasyon oksidasyonu, yag asitlerinin [3-
oksidasyonu ve SOD'a bagli ksantin oksidaz gibi diger enzim sistemleri sirasinda bu
organelde tretilen H,O,'yi temizler [64, 65]. H,O, birgok stres kosulunda olusturulur
ancak hizla tretilen H,O, katalaz tarafindan pargalanarak stres altinda olan hiicrenin
enerji verimine yararli molekiillere doniisiimii saglanir [66]. %10’u yabani tip olarak
transgenik tiitlin bitkilerinde, katalaz aktivitesi glutatyon birikimi ve askorbat
molekiiliinde azalmay1 saglamistir. Oksidatif stres sirasinda redoks dengesini korumak

icin 6nemli kosula sahip oldugu anlagilmistir [67].
H.0, ——> H,0 + (1/2)0,
2.3.2.3. Askorbat Peroksidaz (APX)

Askorbat Peroksidaz (APX), bitki kloroplastlarindaki askorbat-glutatyon dongiisiinde,
H,O, detoksifikasyon sistemi ile H,O, katalizlemede gorevli olan Kilit bir enzimdir.
APX H,0,'yi H,O'ya indirger ve DHA(Dokosaheksaenoik asit), askorbikasit (AA)
indirgeyici ajan olarak kullanilir. APX aktivitesi genellikle CAT, SOD gibi diger enzim
aktiviteleriyle birlikte artar. APX genlerinin ifadesi, bitki gelisimi sirasinda oldugu
kadar biyotik ve abiyotik streslere yanit olarak diizenlenir. APX yaygin olarak hiicrede
dagilim gosterdigi i¢in H,O,’ye CAT daha fazla ilgi duymas etkili bir temizleyicidir
[68].

H,O,+ AA —> 2H,0 + DHA
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2.3.2.4. Glutatyon Peroksidaz (GPX)

Glutatyon Peroksidaz (GPX), hiicrede stres sirasinda H,O, ‘yi ortadan kaldiran
hayvanlarda, bitkilerde yaygin olarak bulunan doért korunmus disiilfid kopriisii olan iki
yapisal Ca*? iyonu igerir [69]. GPX'in birgok izoenzimi bitki dokularinin kofullarinda,
hiicre duvarinda ve sitoplazmada islev goriir. GPX, hiicre duvarinin ligninlesmesinde,
oksin formu olan indol-3-asetik asit (IAA) bozunmasi, etilen biyosentezi, yara tamiri ve
biyotik abiyotik streslere karsi ortaya ¢ikan O, ve peroksi radikallerinin reaktif ara
formlarmin temizlenmesinde islev goriir [70]. Oldiiriicii olmayan metal toksisitesi
kosullar1 altinda bulunan bitkilerde GPX’in artan aktivitesinin olmasi biyolojik belirteg
olarak kullanilabilecegi One siiriilmiistiir [71]. Ayrica, tuza dayanikli yaprak doken
bitkilerin tuza bagli oksidatif hasardan daha fazla korunmasinin, en azindan kismen,
tuza duyarl cesitlere kiyasla GPX aktivitesinin, katalitik verimliligin ve spesifik

izoenzimlerin indiiksiyonunun artmasiyla neden oldugu tespit edilmistir [72].
H,0,+ GSH —> H,0 + GSSG
2.3.2.5. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon Rediiktaz (GR), bitkilerde birgok antioksidan siireclere katilan glutatyonu
(GSH) indirgenmesini katalize ederek oksitlenmis formu olan Glutathione Disulfide
(GSSG) doniistiiriiliir. GR, ¢ogu zaman kloroplastlarda bulunsa da GR’nin az bir

miktar1 mitokondri ve sitozolde yer almaktadir [73].
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BOLUM 3
ON UYGULAMA(PRIMING)

On uygulama(priming) bitkilerde tohumlarn ¢imlenme siirecinde cesitli fizyolojik ve
metabolik olaylar1 harekete gecgirerek ¢imlenmeyi ve fide olusumunu artiran basit,
diisiik maliyetli bir tekniktir. Bitkide meydana gelen epigenetik degisiklikler, abiyotik
stres i¢in Onemli sinyal molekiillerin olugmasini saglayarak strese karsi bitkinin
dayanma giiciinii artirir. Bu durum hem stres toleransina aracilik edebilir hem de gen
ekspresyonunu daha da degistiren ve mahsul iiretimini artiran ¢ok ¢esitli streslere karsi

kapsayici stres toleransini baslatabilir [74].

Tohumun ¢imlenme siireci 6ncesinde on uygulama su eksikligine bagl olarak mMRNA
aktivasyonunu kolaylastirir. Ozmolaritede degisiklikler ¢imlenme ile ilgili farkli
fizyolojik aktivitelerin baslatilmasin1  saglar. Tepkinin olusmast ig¢in gerekli
transkripsiyon ve translasyon islemleri meydana gelir [75]. On uygulamalar sayesinde
DNA metilasyonlarinda, kromatin modifikasyonlarinda, transkripsiyon faktorlerinin
birikmesinde degisiklikler olusturur. Sinyal proteinlerinin formlarim etkisiz hale getirir.
Bu mekanizmalar stres kaynagina karsi daha etkili bir savunma mekanizma

gelistirmesini saglar [75].

Abiyotik streslere hafif veya kisa siireli maruz kalan bitkiler zaman igerisinde daha fazla
stres kosullarinin olugmasi sonucunda dogal tolerans potansiyeli artabilir. Uyaran ve
stres ayn1 ise cis-priming, uyaran stresten farkli ise trans-priming olarak tanimlanir. On
uygulama etkilerine sahip yaygin olarak abiyotik uyaranlar, yiiksek sicaklik, soguk,
kuraklik, tuzluluk, su ve kimyasal bilesiklerdir [76].

Bitkide stres toleransi iki strateji ile saglanir. ik olarak, n uygulama kuru tohumlar
cimlenme durumuna doniistiren ve c¢ikis potansiyelini artiran gelismis enerji
metabolizmalari, erken rezerv mobilizasyonu, embriyo genislemesi ve endosperm
zayiflamas1 gibi bir dizi olay: aktive eder. ikinci olarak &n uygulama, kok siirgiiniinii
baskilayan tohumlar iizerinde abiyotik bir stres uygulanir, ancak c¢apraz toleransi

indiikleyerek stres tepkilerini uyarir [76].
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3.1 Cis Priming

Uyarmin ve stresin ayni oldugu halopriming uygulamasinda, tuzluluk stresine karsi
toleransi ortaya ¢ikaran en yaygin cis-priming seklidir. Farkli yogunlukta tuz ¢ozeltileri
uygulamasi yapilarak tohum ¢imlenmesinde yer alan ¢ogu enzimin aktivitesi saglanir

[77].
3.2. Trans Priming

Trans priming ilk once hafif bir strese maruz birakilarak farkli bir strese dayaniklilik
saglanabilir. Trans priming uygulamasi ile ¢oklu stres durumlara karsi bitkide tolerans
kazanmasi saglanir. Bir tiir abiyotik stres hazirlignin, farkli bir stres tiirline kars
tolerans1 aktive edebilecegine dair c¢alismalar olumlu sonug¢ vermistir. Bitkilere
uygulanan trans priming ile tuzluluk, kuraklik, agir metal, sicak ve soguk stresleri

arasindaki ¢apraz toleransin etkisi ile strese karsi gen ekspresyonu ortaya ¢ikar [77].
3.3. Hidropriming

Hidropriming, tohumlarin saf suda 1slatilmasina ve ekimden 6nce orijinal nem igerigine
kadar yeniden kurutulmasina dayanan basit, ekonomik ve ¢evre dostu bir tekniktir. Su
ile birlikte herhangi bir ek kimyasal madde kullanilmadigi i¢in bu yontem diisiik
maliyetli ve ¢evre dostu olarak kabul edilmektedir. Hidropriming, bu tiir kosullar altinda

su alma verimliligini ve tohum hidrasyonunu iyilestirir [11].
3.4. Kimyasal Priming

Bitki tohumlarinin ¢imlenme siirecinde ¢ok sayida kimyasal kullanilir. Etanol, ZnSQy,
KH,;PO,4, CuSO, gibi kimyasallar, kiiltiir bitkilerinde biiyiimeyi ve stres toleransini
artirmak i¢in ortam hazirlar. Tohumlarin bu kimyasallarla 6n uygulama sayesinde

bitkilerde biiylime artis1 ve abiyotik strese karsi tolerans kazanir [78].
3.5. Nanopartikiil Priming

Nanoteknoloji, boyutu 100 nm'den kii¢iik olan nanoparcaciklar1 kullanir. Nanopartikiil
on uygulamasinda tohumun c¢imlenme siirecinde su alma ve besin kullanimini
kolaylagtirir. Tohum kabugundan gozenek agilmasi su alma potansiyelini artirarak hizl
¢imlenmeyi saglamistir. Fakat bu yontem bitkilerin tuzluluk stresine karsi toleransini

artirmak i¢in nanopargaciklarla hazirlama raporlari nispeten daha azdir [79].
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3.6. Manyetopriming

Fiziksel yontemler arasinda magnetopriming, statik manyetik alana (SMF) kuru
tohumlara 6n uygulama yapilmasi sonrasinda ¢imlenme yiizdesi ve ¢imlenme orani
artigt saptanmistir [80]. Magnetropriming ile tohum hazirlamanin bitki koklerinde
stiperoksit iiretiminin azalmasi ve antioksidan enzimlerin aktivasyon artis1 saptanmistir.
Biyotik ve abiyotik streslere karsi toleransin yami sira fidelerde biyokiitlenin artig

olacagi saptanmustir [81].
3.7. Ultraviyole Isin1 (UV) Priming

Ultraviyole 1sinlar, iyonlastirict olmayan 1sinlar grubuna giren ve organizmalar i¢in son
derece zararli olan fiziksel etkenlerdir. UV radyasyonlar1 canli dokulara niifuz edebilir.
DNA hasarina ve zar hasarina neden olma potansiyeline sahiptir. Diisilk doz UV-B
radyasyonlar1 “Hormesis” olarak adlandirilir [82]. UV radyasyonunun artan serbest
radikal yakalama aktiviteleri, artan fenolik igerik ve L-fenilalanin amonyak liyaz ve
tirozin amonyak liyaz aktivitelerini artirma yoluyla ¢evresel stresleri azaltmak icin bazi

olumlu tepkiler ortaya ¢ikarabilecegini gostermistir [81].
3.8. Hidrojen Peroksit(H,0,) Priming

Uzun yillar H,O,, radikalinin hiicrede toksik bir molekiil oldugu konusunda bilim
adamlar1 arasinda goriis birligi vardir. Ancak giliniimiizde sinyal molekiilii olarak gorev
yaptig1 bilinmektedir [83-85]. H,O, 6n uygulamasi yapilan bitkilerde tuz stresine karsi
tolerans sagladig: goriildii. Ornegin Antep fistig1 fideleri yapragma H,0, 6n uygulamasi
tuz stresine kars1 tolerans artig1 goriildii. H,O, 6n uygulamasi ile GSH, karotenoidler,
CAT ve APX gibi enzimatik antioksidanlarda artis saptandi [115]. Vigna radiata (L.) R.
Wilczek'in (mas fasulyesi) tuz toleransi fidelere H,O, uygulanarak arttirildi [86].
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BOLUM 4
LITERATUR TARAMASI

Zhiwei Gu ve arkadaslart diisiik sicaklik ve normal sicaklik uygulamak igin 2 farkli
gruba ayirdig1 kolza tohumlarin1 (Brassica napus L.) H,O,, distile su ile prime etmis
ayrica herhangi bir islem yapmadigi tohumlar1 diisiik sicaklik ve normal sicaklik
ortaminda c¢imlenirmistir. Sonuclar, hidrojen peroksit ile hazirlanmis tohumlarin,
glutatyon metabolizmasini, antioksidan kapasiteyi arttirdigini ve ¢imlenme sirasinda
stresi azalttigini gostermistir. Cimlenme sirasinda hiicre enerji kaynagi ve amino asit
metabolizmasinda yer alan metabolitlerde bir artis bulunmustur, bu da daha kisa bir

¢imlenme siiresi ve daha iyi ¢gimlenme yiizdesi ile sonuglanmistir [87].

Aratjo ve arkadaglari, H,O, ile 6n uygulamaya tabi tutulmus musir bitkisi tuzlu
kosullarda 12 giin siireyle biyiitilmiistiir. Tuzlulugun, fotosentez degerlerini ve yapisal
kloroplast biitiinliigiinii biiyiik 6l¢iide etkiledigi saptanmistir. Ayrica tuzlu olmayan
kosullarla karsilastirildiginda yetistirilen bitkilerin metabolizmasinda bozulmay tesvik
eden ROT’un arttig1 belirlenmistir. Bu durumda ozmotik dengenin korunmasina ve
oksidatif stresin azalmasina katkida bulunabilecek arabitol, glikoz, asparagin ve tirozin
gibi bazi metabolitlerin Ulretimi gozlenmistir. Bu nedenle c¢alismada, fotosentez
metabolizmas1 ve metabolit liretimine dayali H,O, 6n uygulama ile bitkilerin tuzluluga

kars1 adaptasyon sergilendigi saptanmistir [81].

Wang ve arkadaslari, nano-ZnO o6n uygulamasi, oksidatif stresi bastirmak igin
antioksidan sistemi aktive ettigi ve tuz stresi altindaki bugday yapraklarinda fotosentetik

elektron tasinmasinin ve siikroz biyosentezinin etkinligini arttirdigi saptanmustir.[79]

Jisha ve Puthur, tohumlarin hidropriming sonrasinda fidelerdeki antioksidan enzimlerin
artigr gozlenmistir. Antioksidan enzim aktivesi yoluyla fotosentetik aktivitelerde,
prolin igeriginde artig, lipid peroksidasyonunda ise azalis gostererek tuz stresine karsi

tolerans potansiyeline sahip bitkiler elde edilmistir [88].

Igbal ve Ashraf, Bugday tohumlarma giberallik asit ile 6n uygulama yapmuis, stirgiinler

ve kokler arasindaki iyon alimi ve birikimindeki degisikliklerle birlikte hormon dengesi
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saglanarak triinlerdeki tane verimini ve tuz stresine karsi toleransini artirdigi

gbzlenmistir [89].

Jisha ve arkadaslar1 Vigna radiata L. ve Oryza sativa L. tohumlarina ABA ile 6n
uygulama yapmis, fidelerin canliigini ve ¢ikisin1 destekledigi gozlemlemistir.
Fidelerdeki malondialdehit i¢erigini azaltmasi sonucunda prolin, toplam protein, toplam
karbonhidrat, nitrat rediiktaz aktivitesi ve siliperoksit dismutaz gibi antioksidan

enzimlerin aktivitelerini artirdig1 saptanmistir [90].

Thomas ve arkadaslari, tuz stresinin ¢imlenme ve fide giicii iizerindeki olumsuz
etkilerini, nohut tohumlarini 1 saat siireyle manyetopriming uygulamasi yapmislar. Bu
sayede hidrolitik enzimlerin (amizlaz, proteaz ve dehidrojenaz) daha yiiksek aktivitesi
ile birlikte artan su alimi, ¢imlenme orani1 ve fide giiciinde artis saptanmistir. Ayrica
manyetopriming ile tohumlarda erken ve kontrollii H,O; iiretimi, tuz stresi kosullarinda

daha hizli ¢imlenme siirecine girecegi saptanmistir [91].

Thomas ve Puthur, tohumlarda diisiik dozda UV-B radyasyonlar1 ile 6n uygulama
yapmus piring fidelerinin NaCl stresine antioksidan enzim sistemini aktive ettigini tuz

stresine kars1 toleransini artirabilecegi saptanmustir [92].

Demirbag ve Balkan, Triticum aestivum L. tohumlarma H,O; 6n uygulamasi yapilarak
cesitli tuz konsantrasyonlarin da fide gelisim donemindeki degisimler incelenmistir.
Triticum aestivum L. tohumlarina yapilan H,O, 6n uygulamasi ile morfolojik ve
fizyolojik parametrelerde iyilesmeye ve tuzlu ortam kosullarina olan toleransin artisina

katk1 yaptigi saptanmistir [93].

Igbal ve arkadaslari, Tuz stresine tolerans i¢in bugday tohumlarina eksojen olarak
saglanan fitohormonlarin kritik roliinii incelemek admna salisilik asit ile hormonal
priming uygulamasi yapilmistir. Bu 6n uygulama yonteminin bugdayin tuz stresi altinda
gelisme kabiliyetini arttirdigr goriilmustiir. Ayn1 calismada, ABA ile 6n uygulama

isleminin tuz stresine karsi tolerans gelistirmede etkili olmadigi saptanmustir. [94]

Toklu ve arkadaslari, iki farkli bugday tohumunu potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,),
potasyum kloriir (KCI), indol-3-asetik asit (IAA), polietilen glikol (PEG-6000),
giberellik asit (GA3) 6n uygulamasi yapilarak oda sicakliginda 12 saat boyunca isleme

tabi tutmustur. ki farkli sicaklikta (10 °C ve 20 °C) cimlenme yiizdesi, koleoptil
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uzunlugu, fide ¢ikma yiizdesi ve fide biiylime hiz1 laboratuvar kosullarinda
degerlendirilmistir. Her iki ¢esidinin 6n uygulamasi sonrasinda PEG, IAA ve distile su
uygulamalari, tohum ¢imlenme yiizdesini, fide ¢ikis yilizdesini ve fide biiyliime oranini
artirmigtir. Polietilen glikol (PEG), KCI ve hidropriming islemleri, kontrole kiyasla tane
verimini artirdigl saptanmistir. Calismada kullanilan farkli 6n uygulama yontemleri
arasinda, PEG, KCl ve hidropriming, daha yiiksek ¢imlenme yiizdesi ve tane verimi

elde etmek igin en etkili yontem oldugu goériilmiistiir [95].

Jira-Anunkul ve Pattanagul, piring (Oryza sativa L.) bitkisinde kuraklik stresi altindaki
piring fidelerinde H,O; 6n uygulamas: biiylime, bazi fizyolojik 6zellikler ve antioksidan
enzim aktiviteleri tizerinde etkileri arastirilmistir. Yapilan c¢alismada piring (Oryza
sativa L.) diisiik konsantrasyonlarda H,0, ile 6n uygulama sonrasinda bitki biiylimesini
ve biyokiitlenin yan1 sira malondialdehit icerigini ve elektrolit sizintisini iyilestirdigi
saptanmigtir. Uygun seviyelerde H,O; ile 6n uygulama ayrica SOD, CAT, APX ve GPX
dahil olmak {iizere antioksidan enzim aktivitelerini artirmistir. Diisiik yogunlukta H,0;
ile 6n uygulama, antioksidan kapasiteyi artirarak celtik fidelerinde kurakliga toleransi
artirmada faydali oldugu, bunun da oksidatif stresi ve hiicresel bilesenlere verilen

zararlar1 azalttig1 sonucuna varilmigtir [96].

Hemalatha ve arkadaslar1, H,O, 6n uygulamasi ile tuz stresine dayanikli, tuza duyarli iki
farkli piring ¢esidinin tohum ¢imlenmesi iizerindeki etkisini degerlendirmeye yonelik
calisma yapilmistir. Farkli tuz konsantrasyonlarinda (100, 150 ve 200mM) orta
derecede tuza toleransh ¢esitler, %0,25'te H,0O5 ile tohum hazirlamanin, tuzdan bagimsiz
olarak hidropriming 6n uygulamasi yapilan tohumlarla karsilastirildiginda tiim
cesitlerde en fazla ¢gimlenme meydana gelmistir. Bu islem, tuza duyarli piring ¢esidinin
daha yliksek NaCl konsantrasyonlar1 altinda da ¢imlenme performansini iyilestirdigi

saptanmustir [97].

Ghoohestani ve arkadaslari, tuz stresi altinda domates tohumlarinin ¢imlenmesini
tyilestirmek icin, salisilik asit (SA), askorbik asit (ASA) cesitli konsantrasyonlarda 6n
uygumala yapilarak sonrasinda H,O, 6n uygulamasi yapilarak domatesin tuz stresine
tolerans1 incelenmistir. Sonuglarda, domates ¢imlenmesinin ve biiylimesinin tuz stresi
altinda ciddi sekilde azaldigin1 gostermistir. Askorbik asit ile 6n uygulama sonrasinda
tohumlar sadece ¢imlenme yiizdesini iyilestirmekle kalmadigi, ayn1 zamanda tuz stresi

altinda ¢imlenme siiresini de azaldig1 saptanmistir. Salisilik asit ve askorbik asit ile 6n
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uygulama sonrasinda tohumlardan elde edilen fide biiyiimesi, tuz stresi altinda diger
islenmis tohumlardan 6nemli Olgiide daha yiiksek kok ve siirgiin uzunluguna sahip
oldugu anlasilmistir. Tohum ¢imlenme oraninin artisinda, askorbik asit ve salisilik asit
konsantrasyonlarinda gozlendigi belirtilmistir. Bu deneyde, yiiksek seviyelerde H,O, 6n
uygulama ile tohum ¢imlenmesinde ve biiylimesinde hasara neden oldugu saptanmistir.
Askorbik asit ile 6n uygulama yapilan tohumlarda tuz stresine karsi tolerans artisi

saglandig1 sonucuna varilmistir [98].

Mazhar ve arkadaglari, keten tohumlarinin demiroksit (FeO) nanoparcalari ile 6n
uygulama yapilarak kuraklik stresini hafifletmeyi amaglamistir. Yapilan caligmada
kurak ve iyi sulanan iki arazi kullanilmistir. Bu yontem ile bitkinin gévde ¢apini, gévde
uzunlugunu, boyunu, taze agirliklarim ve kuru agirliklarint artirmistir. Meyve dali,
kapsiil, kapsiil basina tohum sayisi, toplam taze ve kuru govde lifi tiretimi gibi verim
ozellikleri de agirlikli olarak arttig1 gozlenmistir. Malondialdehit ve H,O, seviyelerinin,
tohum hazirlama siirecinde %66 ve %71 oraninda diistiigii; antioksidan enzimler SOD,
peroksidaz (POD) ve CAT aktivitesinde de bir artis oldugu saptanmistir. Bu islem ile

demir oksit parcaciklarinin su stresini azalmasi ortaya ¢ikmistir [99].

Hu ve arkadaglari, piring fidelerinde kadminyumun (Cd) translokasyonunu azaltma ve
tolerans artirmada H;O, 0n uygulamasi yapilarak bitkilerde antioksidan enzim
aktivitelerini artirarak Cd stresini hafifletilmesi amaglanmistir. H,O, 6n uygulamasi
stirgiin ve koklerdeki Cd konsantrasyonunu diisiirerek, H,O, min piring fidelerinde Cd
dagilimmi etkileyebilecegini gostermistir. Gelistirilmis Cd toleransi kismen, Cd stresi
sirasinda H,O, birikimini etkili bir sekilde onleyen gelismis bir antioksidan sistemden
kaynaklandig1 anlagilmistir. Piring koklerinde artan Cd birikimi, Cd translokasyonunun

azalmasina katkida bulunabildigi saptanmistir [100].

Manaa ve arkadaslari, domates bitkisinde salisilik asit(SA) ve kalsiyum siilfatin
(CaS0,) 6n uygulanmas ile bitki bitylimesi, fotosentetik pigmentler gibi baz1 metabolik
parametreler lzerindeki etkisi arastirilmistir. Tuz stresine maruz kalan domates
bitkisinde klorofil, karotenoid miktar: diistiigii saptanmistir. Tuz stresi ayrica koklerde
Na" birikimine, K ve Ca konsantrasyonlarinda azalma gergeklestigi gozlenmistir. SA ve
CaSO, o6n uygulamasi ile tuz stresine karsi bitkide biiylime, fotosentetik pigment
konsantrasyonlari, Na* birikiminin simirlandirilmasi ve K* ve Ca*? igeriginin korunmas)

acisindan sonug elde edilmistir [101]
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Fedina ve arkadaslari, arpa fidelerini 2 giin boyunca H,O, 6n uygulamasi yapilmasinin
ardindan 4 ile 7 giin boyunca su veya 150mM NaCl islemine tabi tutulmustur. H,O;‘nin
tek basina prolin, malondialdehir (MDA) ve H,O; igerikleri iizerinde etkisi olmadigi
saptanmistir. Bu islem sonrasinda CAT aktivitesi azalmasi meydana gelmistir. H,0,
uygulamasinin bir sonucu olarak yapraklarda ti¢ yeni SOD izoenzimi ortaya ¢iktigi
goriilmiistiir. On uygulama yapilmis fidelerde karbondioksit (CO,) fiksasyonu orani
dogrudan NaCl stresine maruz birakilan fidelere gore daha yiiksek, MDA, H,O, ve
prolin igerikleri daha diisiik oldugu gozlenmistir. NaCl uygulamasindan 4 ve 7 giin
sonra yapraklardaki Cl igerigi 6nemli 6l¢iide arttigi, ancak 6n islem gormiis bitkilerde
daha az oldugu saptanmistir. H,O, metabolizmasimin arpa bitkisinde tuza kars1 tolerans

stireclerinde bir sinyal olarak yer aldigi ileri siiriilmiistiir. [102]

Andrade ve arkadaslari, soya fasiilyesi tohumlarina H,O, 6n uygulamasi yapilarak su
stresine karsi tolerans artirmadaki roliinii incelenmistir. 24 saat boyunca H,0, ¢ozeltisi
ile 6n isleme maruz birakilmistir. Tohum ekiminden 12 giin sonra belirli araliklar ile su
stresine maruz kalan fidelerde biyokiitle birikimi, kok hacmi, goévde ¢api, gaz
degisimleri, antioksidan sistem aktivitesi ve hiicre zar1 hasarlari degerlendirilmistir.
Tohumlarin Hy0, ile 6n uygulamasi, yiiksek antioksidan enzim aktivitesi, diisiik H2O;
ve 0% ile fideler iiretimi saglanmistir. H,O, 6n islemi ayrica fotosentetik pigment
iceriginin ve net fotosentetik oranin, yiiksek biyokiitle birikiminin, kék hacminin ve
govde capinin artmasina neden olmustur. Soya fasulyesi tohumlarinin H,O; 6n islemi,
fidelerin asir1 sulama stresine karsi daha toleransli olmasini saglamistir. Soya
fasulyesinde H,O, aracilik ettigi toleransin uyarilmasi siirecinde yer alan bir stres

uyarici oldugu saptanmigtir. [103]

Sarwar ve arkadaslari, pamuk bitkisinde H,O,, SA, Moringa oleifera yaprag: ekstrakti
(MLE) ve askorbik asit(ASA) gibi gesitli bliylime maddelerinin sicaklik stresine baglh
olarak vyaprak fizyolojisi ve tohumluk pamuk verimi(SCY) iizerindeki -etkisini
arastiritlmistir. Pamuk bitkileri ti¢ farkli ortamda yliksek sicakliklara maruz birakilarak
yetistirilmesi saglanmistir. Yiiksek sicakliklara maruz birakilan bitkiler, optimum
sicaklik altindaki bitkilere kiyasla daha diisiik tohumluk pamuk verimi saptanmuistir.
Yiiksek sicakliga tepki olarak pamuk bitkilerinde peroksidaz ve askorbik asit gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde artis goriilmiistiir. Ancak bu savunma sistemi,

stres altindaki bitkilerin hiicre zarin1 asir1 sicakliklardan korumasi gergeklesmemistir.
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H,0; ile 6n uygulamaya maruz birakilan pamuk bitkisinde hiicre zarinda sicaklik
kaynakli hasar1 azaltacak Olglide toleransa sahip oldugu saptanmistir. Biiylime
diizenleyicilerin, 6zellikle H,O,'nin, antioksidan savunma sistemini artirdigi, pamuk
mahsullerini sicaklik kaynakli stresin hiicresel zar hasarindan koruyabilecegi sonucuna

vartmustir. [104]

Wen ve arkadaslari, misir bitkisinde CuCl, uygulamasinin biiylimede azalmaya yol
act1g1 i¢in H,O, 6n uygulamasinin fidelerde bitki gelisimini artirdigini gozlemlemistir.
H.0, 6n uygulamasi sirasinda, glutamat yolunun Delta(1)-pirolin-5-karboksilatsentetaz
(P5CS) ve GDH aktiviteleri hemen artarken, ornitin yolunun arginaz ve ornitin
aminotransferaz (OAT) aktiviteleri 8 saat sonra yiikseldigi ortaya ¢ikmistir. CuCl, stresi
altinda arginaz ve OAT aktiviteleri hizla yiikseldigi, PSCS ve GDH aktiviteleri de 8
saatlik uygulama ardindan sonra arttigi saptanmistir. CuCl, stresi sirasinda prolin
iceriginin es zamanli artigi, ornitin ve glutamat yollarmin ardisik aktivasyonu ve
ProDH'deki azalma ile iligkili oldugu ortaya ¢ikmistir. H,O; ile 6n uygulama, arginaz ve
OAT, P5CS ve GDH aktivitelerinde ani ve hizli bir artisa neden oldugu saptanmistir.
Islemler aym zamanda, prolin bozunmasinin asil enzimi olan prolin dehidrojenaz
aktivitesini de azaldig1 saptanmistir. Ayn1 zamanda, H;0- ile 6n uygulama, CuCls stresi
altinda tath musir fidelerinde ProDH ekspresyonunda azalma gozlenirken, ornitin yolu
ve glutamat yolu enzimlerinin ekspresyonunda artisa neden olmustur. H,O,'nin artan
prolin igerigi yoluyla CuCl, tarafindan iiretilen stresi iyilestirdigi sonucuna varilmistir.
Genel olarak, CuCl; stresinin olumsuz etkileri, H,O,'nin harici olarak uygulanmasiyla
hafifletildigi gozlenmistir. [105]

Zhang ve arkadaglari, salatalik bitkisinde H,O, diisiik 1sikta antioksidan enzimlerin ve
lipid peroksidasyonun diizenlenmesinde yer alip almadigi arastirtlmistir. HO, ile
salatalik bitkisinde 6n uygulama yapilarak diisiik 151k kaynaginda yapraklarindaki
stiperoksit radikali (O;’), endojen H,O, ve malonaldehit (MDA) diizeylerini artmasi
gozlenmigtir. SOD, GSH gibi bazi antioksidanlarin aktivitelerinde artig1 ortaya
cikmistir. H,O, uygulamasi ise yapraklarda orta diizeyde strese ve APX aktivitesine
neden olmustur. H,O; ile Onceden islenmis fideler 144 saat boyunca diisiik 151k
yogunluguna maruz birakildiginda, daha yiiksek SOD, CAT, GSH-Px, APX, DHAR,
aktiviteleri elde edilmistir. H,O, ve diisiik 151k kombinasyonu ayrica salatalik

yapraklarinda O; , hiicre i¢i H,O, ve MDA seviyelerinin diismesine neden olmustur.
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H20,, antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve lipid peroksidasyonunu azaltmasi ortaya

cikmistir. Boylece diisiik 1s1kta stres yogunlugunu azaltmasi gézlenmistir [10].
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BOLUM 5
MATERYAL VE METOD
5.1. Bitki Materyali ve Yetistirme Kosullar

Nevsehir Ziraat odasindan alinmis olan domates tohumlar1 Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii Stres Biyolojisi laboratuvarinda bulunan yetistirme ¢emberinde 25°C
sicaklikta perlit igerisinde ¢imlendirme islemi uygulanmistir. Cimlenen tohumlar,
icerisinde 40 ml Hoagland ¢6zeltisi bulunan 400 ml’lik beherler igerisine alinarak, iklim
ve gelistirme dolabinda hidroponik ortamda fidelerin biiyiimesi saglanmistir. Ortam
sartlar1 ortalama sicakligi 30 °C, nem icerigi yaklasik %50 ve 151k yogunlugu da 1500
umol m-2 s ve fotoperyod 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmustir.
14 gilinliik bir siire sonunda, 10-15 cm kadar uzayan domates fideleri, kontrol, sadece
H,0,, tuz (NaCl) ve H,0, 6n muamelesi + tuz (NaCl) seklinde 4 farkli gruba ayrilarak

stres uygulamalar1 gergeklestirilmistir.

H,0, 6n muamelesi yapilacak fidelerin yapraklarma 10 mM 15 ml H,O, spreylenmis
diger gruba distile su sikilmustir. ik H,O, uygulamasindan 24 sonra yeniden 10 mM 15
ml H,0, uygulamasi yapilmustir. ik H,O, spreylemesinden 48 saat sonra fideler 80 mM

tuz (NaCl) stresine maruz birakilmistir.

Tuz stresi uygulamasindan 24, 72 ve 120 saatler sonunda bitki yapraklari sonraki
analizler i¢in hasat edilmis, s1vi azot igerisinde toz haline getirilmis ve analize kadar -

80°C buzdolabinda saklanmustir.
5.2. Toplam Klorofil tespiti

0.1 gram bitki 6rnegi alindiktan sonra, 100 ml %80’lik asetonda ezilmistir. Siiziintii
filtre kagidindan gegirildikten sonra, klorofil A miktar1 Witham ve arkadaglarina gore

hesaplanmistir [107].
mg kl.a/g doku=[12.7 (D630)-2.69 (D450)]. (V/1000.A)
5.3. Malondialdehit (MDA) dl¢iimii

Heath ve Packer (1968) yontemine gore yapilmistir [108].
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1. 100 mg bitki Ornegi tartilacak ve %0.1 lik 5 ml (w/v) Trikloroasetik asit (TCA)

sollisyonu i¢erisinde parcalanmistir.
2. Daha sonra bu 6rnek 10 000 x g de 20 dk santrifiij edilmistir.

3. Elde edilen iist fazdan 1 ml alinacak ve tizerine %0,5 (w/v) Tiyobarbiitirik Asit
(TBA) iceren %20lik (w/v) TCA ¢ozeltisinden 2 ml eklenmistir.

4. Karisim kaynayan suda 30 dk inkiibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak ig¢in

tiipler buz icerisinde bekletilmistir.

5. Daha sonra ornekler 10 000 x g de 5 dk santrifiij edilecek daha sonra iist fazin
absorbansi 532 nm de ve 600 nm de okunmustur. Kor olarak, 3 ml %0.5 TBA igeren
%20’1lik TCA ¢ozeltisi kor olarak kullanilmistir.

6. MDA miktari, 155 mM-1cm-1 seyreltme katsayr degeri kullanilarak asagida verilen

formiile gére hesaplanmustir.

MDA (umol/g FW) = [(A532—-A600)/155]x103 xSeyreltme faktori (df)
5.4. Enzim Aktivite Prosediirii

Enzim aktiviteleri 6l¢iimleri Chen ve Zhang e gore yapilmistir [109].
5.4.1. Ham protein/Enzim Ekstraksiyonu

1.Domates bitkisinin tepe yapraklart 0,5 gr olacak sekilde ayarlanarak ve havan

icerisinde s1v1 nitrojen ile toz haline getirilmistir.

2. Bu yaprak tozu tizerine 100 mM 6 ml PBS tamponu ekleyerek homojenize hale

getirilmistir.

3. Homojenat1 dért tane 1.5 ml santrifiij tiipiine dagitilir ve 10000 g de +4°C de 20
dakika santrifiij edilmistir.

4. Supernetant alinarak daha sonraki analizler i¢in -80 derece dondurucuda saklanmistir.

5. Elde edilen c¢ozeltinin protein konsantrayonu (mg/ml)= 1,55xA280-0,76xA260

formiilii kullanilarak hesaplanmustir.

6. Caligmalarin giivenirligi i¢in bu degerin 2’nin altinda ¢ikmasi1 gerekmektedir. Fazla
¢ikmasi durumunda PBS tamponu ile seyreltme yapilmistir [110].
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5.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

1. 30 ml 100 mM PBS(pH 7.8), 0.6 ml 1 mM EDTA-2Na, 2 ml 130 mM Metionin, 7 ml
750 uM NBT ve 2 ml 20 uM Riboflovin igeren reaksiyon ¢ozeltisi hazirlandi

2. Her 1 ml rekasiyon ¢6zeltisi i¢erisine 50 ul ham protein ektresinden eklendi
3. 50 pl reaksiyon ¢ozeltisi yerine 100 mM PBS olan 2 adet kontrol tiip hazirlandi.

4. Analiz edilecek ornekler ve kontrol tiiplerinden biri 4000 lux 1s1k karsisinda 10-15
dakika beklendi.

5. Diger kontrol tiipii ise 1s18a maruz birakilmadan karanlikta kalmasi saglandi.
6. 560 nm de karanlikta bekletilen tiip referans alinarak okuma yapildi [110].
SOD total aktivitesi (unit: u/mg protein) = [(Ack-As) x V]/(0.5 x Ack x Vt)/Cp
ACk= 1g1kta tutulan kontrol tiipliniin absorbansi

As: 6rnek bulunan tiipiin absorbansi

V: ham protein toplam hacmi

Vt. Test tiiplinde kullanilan ham protein hacmi

Cp: ham protein ekstrasiyonun konsantrasyonu (mg/ml)

5.4.3. Katalaz Aktivitesinin Belirlenmesi

1. 50 ml 10 mM PBS tamponu igerisine 77,5 pl %30 H,0- eklenerek reaksiyon ¢ozeltisi
elde edildi

2. Kiivetlere once 50 pl ham protein ekstrasiyonu koyulur iizerine 1 ml reaksiyon

¢oOzeltisi eklendi

3. 240 nm de 15 saniyede bir 6l¢iim alindi. Enzim ekstrasyonu yerine 50 pul 100 ml PBS

tamponu kontrol okuma olarak kullanildi.

CAT activitsi (unit: u/mg protein) = AA240 x (V/V1)/(0.1 x t)/Cp formiilii kullanilarak
hesaplandi.

AA240: her 15 saniyede 240 nm'de absorbans degisimi
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V: toplam ham protein ekstrasyon hacmi

Vt: test tiipiinde kullanilan ham enzim hacmi

t: reaksiyon siiresi (dk)

Cp: ham protein konsantrasyonu (mg/ml)

5.4.4. Askorbat Peroksidaz Aktivitesinin belirlenmesi

1. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7), 0,5 mM askorbat, 0,5 mM H,0; ve 10 ul

ham proten igeren reaksiyon karigimi soguk ortamda hazirlandu.

2. Hazirlanan karistm 290 nm dalga boyunda kuvartz kuvet kullanilarak 3 dakika
boyunca okuma yapildi.

3. Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda, indirgenmis askorbat i¢in 2,8 mM-1 cm-1'lik

ekstinksiyon katsayis1 kullanildi.
5.5. Primer Dizaym ve Sentezi

Calismada kullanilacak olan Superoksit dismutaz(SOD) Katalaz (CAT),
Askorbatperoksidaz (APX) ve aktin (ACT7) genleri primer dizileri litaretiirdeki benzer

bir ¢alismadan alinmistir [111]. Primer listesi Tablo 5.1°de verilmistir.

Tablo 5.1. Primer listesi [111]

Gen Adlar | Ksesyon ileri primer Ters primer
numaralari

Actin7 Solyc03g078400 | GGGATGGAGAAGTTTGGT CTTCGACCAAGGGATGGTG
GGTGG TAGC

Cu/Zn-SOD | Solyc11g066390 | TCACCACAACCAGCACTAC | AGTGACAACCCCCTCAACA
CA TTAG

CAT1 Solyc12g094620 | CGCATACGACACCCCTTTC | CGGAGAAAATCAGCACAA

GTAAG

CAPX Solyc06g005160 | TCTGAATTGGGATTTGCTG | CGTCTAACGTAGCTGCCAA

A A
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5.6. RNA izolasyonu

24,72 ve 120 saatler sonunda alinan taze yapraklar sivi azot igerisinde toz haline
getirilmis, ticari kitte yazan kullanim kilavuzuna gore 0.1 gr olacak sekilde ependorf

tiiplere alinmustir.

RNA izolasyonu uygulamasmna kadar -80°C’de buzdolabinda saklanmasi

gerceklestirilmistir.
Calismada her bir stres kosulu i¢in 3 biyolojik tekrar ele alinmistir.

Genlerin ifade analizleri i¢in kontrol ve stres uygulamalarindan elde tepe yapraklari, ilk

olarak RNA izolasyonu yapilmistir.

Total RNA izolasyonu, ‘Thermo Scientific GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit’

kullanilarak tireticinin kullanim kilavuzundaki yonergelere gore yapilmistir.
RNA izolasyonu basamaklari

1. Buzdolabindan ¢ikarilan i¢inde yaprak 6rneklerinin bulundugu eppendorf tiiplerin her
birine (100 mg), 500 uL Plant RNA Lysis Solution ve 10 pL Dithiothreitol (DDT)
eklenmis ve her bir tiip yaklasik 10 sn vortekslenmistir.

2. Tiipler 56°C’de 3 dk inkiibe edilmistir ve 20.000 g’de (14.000 rpm) 5 dk santrifijj
edilmistir.

3. Tiiplerdeki 450-550 pL’lik siipernatant kisim, temiz tiiplere aktarilmistir ve 250 pL
etanol de ilave edilerek pipet yardimiyla karisim saglanmistir. Sonrasinda karisimlar,
saflastirma kolonu takili toplama tiiplerine aktarilmistir.

4. Tipler 12.000 g’de (11.000 rpm) 2.5 dk santrifiij edilmistir.

5. Santriflijden sonra toplama tiiplerindeki siiziintii dokiilmiis ve saflastirma kolonlari
yeniden takilmistir.

6. Saflastirma kolonlarina 700 pLL WB 1 yikama tamponu ilave edilmis, 12.000 g’de 2.5
dk santrifiij edilmistir.

7. Santriifiij sonunda saflastirma kolonlarinin takili oldugu toplama tiipleri atilmus,
saflagtirma kolonlar1 yeni toplama tiiplerine yerlestirilmistir.

8. Saflastirma kolonlarma 500 uL. WB 2 yikama tamponu ilave edilmis, 12.000 g’de 2.5
dk santrifiij edilmistir. Toplama tiiplerindeki siiziintii dokiiliip kolonlar tekrar

takilmastir.
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9. Saflagtirma kolonlarina tekrar 500 uL WB 2 yikama tamponu eklenmis, 12.000 g’de
2.5 dk santrifiij edilerek kolonlarin son yikamasi gergeklestirilmistir. Toplama tiipleri
atilmistir.

10. Son basamakta RNA eldesi i¢in saflastirma kolonlar1t RNaz icermeyen 1.5 ml’lik
eppendorflara yerlestirilmistir ve saflagtirma kolon membranlarinin merkezine 50 pL
niikleaz igermeyen saf su eklenip 12.000 g’de 1 dk santrifiij edilmistir.

11. Ornekler -20 °C de saklanmustir.

5.7. cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

cDNA sentezine gegmeden Once, izole edilmis olan RNA’larin, kalitesi ve miktarini
belirlemek i¢in Donovix Marka nanodrop absorbans cihazinda 260/280 nanometre dalga
boyunda dl¢limleri gergeklestirilmistir. Bu 6l¢iimiin temel amaci, bir sonraki basamak

olan cDNA sentezinde esit konsantrasyonlarda DNA elde etmektir.

RNA orneklerinden ¢cDNA sentezi, RevertAid First Strand ¢cDNA Synthesis Kit

kullanilarak gergeklestirilmistir.
cDNA sentezi basamaklari:

1. Steril tiiplere; total RNA (0.1 ng — 5 g), 1 L Oligo (dT)18 primer ve toplam hacim 12

uL olacak sekilde su ilave edilmistir.

2. Sonrasinda tiiplere sirasiyla; 4 pL 5X Reaction Buffer, 1 uL RiboLock RNase
Inhibitor (20 U/uL), 2 uL 10 mM dNTP Mix, 1 pL RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL)

bilesenleri eklenerek toplam hacim 20 pL.’ye tamamlanmistir.
3. Yavasca karistirtlip kisa bir siire santrifiijlenmistir.

4. Ters transkripsiyon reaksiyonu, 1s1 dongii cihazinda 42°C’de 60 dakikalik bir siirede
gerceklestirilmistir.

5.8. Real Time PCR ve Veri analizi

Real time reaksiyonlari i¢in Bioneer marka AccuPower® RT-PCR PreMix kullanild.
DNA fragmani, agagidaki termal kosullar kullanilarak 35 dongi icin amplifiye edildi:
DNA sablonunu 94 °C'de 30 saniye denatiire etme, 15 saniye boyunca primer Tm'nin 5
°C altinda primer tavlama, 1 dakika boyunca 72 °C'de DNA sentezi. Real-Time PCR

sonucu elde edilen baglant1 2-AACT yontemiyle degerlendirilmistir [112].
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° Kontrol ACT= Kontrol CT(Hedef gen)- Kontrol CT (referans gen)
o Ornek ACT = Ornek CT(hedef gen)- Ornek CT (referans gen)

) AACT = (Ornek ACT)ort. — (Kontrol ACT)ort.

° Hedef Genin mRNA miktari = 24T

5.9. Istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farkliliklar SPSS 22.0 programinda one-way anova testi ile
belirlenecektir. Gruplar arasindaki farkliligin 6nem diizeyi posthoc testlerden Tukey ile

gergeklestirilmistir. (p<0.05).
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BOLUM 6
BULGULAR

Bu ¢alismada domates bitkisi 4 farkli gruba ayrilarak (kontrol, H,O,, tuz ve H,O,+tuz)
farkl siirelerde 6rnekleme yapilarak bitki yapraklarinda meydana gelen toplam klorofil
miktarindaki degisim, lipid peroksidasyonu, SOD, CAT ve APX enzim aktivitesi ve gen

ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisikliler ¢aligilmustir.

Toplam klorofil miktarinda meydana gelen degisime bakildiginda kontrol grubu ve
sadece H,0, uygulanan gruplar arasinda ¢ok belirgin bir fark olmadig tespit edilmistir.
Ancak tuz ve HyO,+tuz uygulanan gruplara baktiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu goriilmektedir. Ayrica maruziyet siiresine bagli olarak Tuz+H,0, 120 saat

uygulamasi diger priming ve tuz farkli olarak azalmistir. (Sekil 1.)

Sekil 1. Deney esnasindan analizi yapilmak iizere alinan 6rneklerin fotograflari. A. 24

saat B 72 saat C 120 saat
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Sekil 2. Farkli siirelerde tuz stresine maruz domates fidelerinde H,O, 6n uygulamasimin Total
klorofil miktarinda ve MDA konsantrasyonlarina olan etkisi. (A) Total klorofil (B)
MDA. Cubuklar standart hatayi, farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05)

Strese bagl olarak meydana gelen ROT ilk hedefi hiicre zarinda lipid peroksidasyona

neden olmamaktir. Peroksidasyon sonucu iireten MDA bitkinin stres durumu hakkinda

fikir vermektedir. Yapilan ¢alismada sadece H,O, uygulanan grubun kontrol grubundan

istatistik olarak farklilik gosterdigi istatistik olarak en yiiksek MDA konsantrasyonuna

sadece tuz uygulamasi 72 ve 120. Saatlerde oldugu tespit edilmistir. Ayrica tuz+ H,0,
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uygulamasindaki biitiin gruplarda MDA akiimiilasyonu sadece tuz uygulanan gruptan
disiik c¢cikmistir. 120 saatlik uygulamada ise MDA konsantrasyonu diger priming
uygulamasi yapilmis gruplardan istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. (Sekil 2 B).

Antioksidan enzim aktivitelerine bakildigi zaman enzim aktivitelerinde uygulama siiresi

ve grubuna bagli olarak kontrole gore yukar1 yonlii degisimler meydana gelmistir.

SOD enzimi aktivitesi en yiiksek aktivite degerine H,O,+tuz 72 ve 120 saatlerde
ulagsmistir. Kontrole gore kiyasladiginda biitiin uygulama gruplarinda istatistiksel olarak

anlamli1 bir artis meydana gelmistir. (Sekil 3 A)

CAT enzim aktivitesi en yiiksek 120 saat tuz stresinde tespit edilmistir. Farkl: siirelerde
H.0,+Tuz uygulanan gruplarda CAT aktivitesi kontrol grubundan anlamli diizeyde
yiiksek ancak yalnizca tuz uygulanan gruptan daha diisiik oldugu tespit edilmistir
(p<0.05) Sekil 3 B).

APX enzim aktivitesine bakildig1 zaman en yiiksek aktivitesi 120 ve 72. Saat H,O,+tuz
uygulamasinda tespit edilmistir. Yalnizca tuz uygulanan konsantrasyonda aktivite
kontrole gore yliksek ¢ikmasina ragmen CAT enziminden farkli olarak H»O,+tuz

uygulamasindan daha diisiik olarak tespit edilmistir (Sekil 3.C).
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Sekil 3. Farkli siirelerde tuz stresine maruz domates fidelerinde H,O, 6n uygulamasimin
antioksidan enzim aktivitelerine olan etkisi. A.SOD, B.CAT ve C. APX. Cubuklar

standart hatay1, farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05)
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Antioksidan gen ekspresyonlarinda meydana gelen degisiklik house keeping gen olarak

kullanilan actin7 genine gore ekspresyonuna gore degerlendirilmistir.

SOD ekspresyonuna bakildigi zaman istatistiksel olarak en yiiksek ekspresyon
miktarina kontrol grubundan 4 kat fazla olarak 72 saat ve 120 saat H,O,+tuz
konsantrasyonlarinda rastlanmistir. Ayrica diger uygulama sartlarinda da ekspresyon
seviyesinin kontrol grubundan istatistiksel olarak farklilik gosterdigi tespit edilmistir

(Sekil 4-A).

CAT gen ekspresyonunda sadece H,O, uygulanan grupta kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artig gostermistir. En yiiksek CAT ekspresyonu kontrolden 3
kat fazla olacak sekilde 120 saatlik tuz uygulamasinda tespit edilmistir. H,O,+tuz
uygulamasinda meydana gelen ekspresyon kontrol grubundan farklidir ancak yalniz tuz
uygulanan biitiin gruplardan diisiik miktarlarda ekspresyon meydana gelmistir. Gruplar

arasindan istatiksel olarak anlamli bir fark vardir.(p<0.05) (Sekil 4-B).

APX gen ekspresyonlarina bakildigt zaman CAT’a benzer sekilde en yiiksek
ekspresyon seviyeleri sadece tuz uygulanan konsatrasyonlarda meydana gelirken
H,O,ttuz uygulamasinda gruplarda meydana gelen ekspresyon seviyesi istatistiksel
olarak yalnizca tuz uygulanan gruptan daha diisiik kontrole gore ise daha fazladir
(P<0.05) (Sekil 4-C).
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Farkli siirelerde tuz stresine maruz domates fidelerinde H,O, 6n uygulamasinin
antioksidan enzim ekpresyonlarina olan etkisi. A. SOD, B.CAT and C. APX.
Cubuklar standart hatay1, farkli harfler istatistiksel farki gostermektedir (p<0.05)
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BOLUM 7
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Tuzluluk bitkilerin basa ¢ikmasi gereken en onemli ¢evresel kosullarin basinda
gelmektedir. Tuzluluk stresine karsi gelistirilen stratejiler bitki toleransi ve iriin
veriminin artinlmasinda olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Mevcut c¢alismamizda tuz
stresine maruz birakilmadan 6nce H,O, 6n muamelesi yapilmistir sonugta bitki stres

faktoriine kars1 daha dayanikli bir yap1 gosterdigi tespit edilmistir.

Aazami ve arkadaslar1 klorofil konsantrasyonunda meydana gelen degisimler bitkilerde
stres toleransinin degerlendirilmesi igin iyi gostergeler olarak kabul edildigini 6ner
stirmislerdir [113]. Bizim ¢alismamizda kontrol grubu ile sadece H,O, uygulanmis
gruplar arasinda bir degisim yok iken H,O; ve tuz uygulamasinda tespit edilen klorofil
miktart tuz uygulanan klorofilden daha yiiksek olarak bulunmustur. Meloni ve
arkdaslan tuz stresinde artan sodyum igerigine bagli olarak klorofil zarar gérmektedir
[114]. Farkli bitkilerle yapilan calismalarda bizim g¢alismamizdaki bulgulara benzer
sekilde tuz stresi klorofil miktarinda ciddi bir azalmaya neden olmustur. Yao ve
arkadaslari, karabugday (Fagopyrum tataricum L.) fidelerinde tuz stresine karsi H,O,
eksojen aktivitesi incelemisler Smilimolar H,O; 6n uygulamasmimn stres grubundan
yiiksek total klorofile sahip oldugunu 10 milimolar H,O; 6n uygulamasi ile stres grubu
arasinda fark olmadigini bildirmislerdir [115]. Bizim ¢alismamizda da H,O,+Tuz stresi
yapilan grupta klorofil miktarinin fazla oldugu tespit edilmistir. Asgher ve arkadaslari
piring bitkisinde H,O, nin 6n muamalesinin Arsenik stresine karsi etkilerini arastirdigi
calismasinda As maruziyetinde, kontrole kiyasla klorofil igeriginin %14.8 azaldigini.
H.0O, uygulamasi sonucunda ise, kontrole kiyasla toplam klorofil igeriginde %29.6'lik
bir artisin oldugunu bildirmislerdir [116]. Bizim bulgularimizda bu c¢alisma ile

benzerlik gostermektedir.

Hiicrede meydana gelen reaktif oksijen tiirlerinin ilk olarak hiicre zar1 ile etkilesime
girerek lipid peroksidasyonuna neden olur. Lipid peroksidasyonu sonucu meydana
gelen MDA onciil stres gostergesidir. Yapilmis olan bir calismada sadece tuz
maruziyetinde yapraklarda MDA konsantrasyonunda énemli bir artig gézlemlendi. H,O;

ve tuz stresinde ise azalan MDA konsantrasyonu tespit edilmistir bu durumda H,O-
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ilavesinin  oksidatif hasara kars1 koruyucu bir mekanizmayr indiikledigini
diistindiirmektedir [117]. Farkli priming uygulamalard: stres karsisinda meydana gelen
MDA konsantrasyonu diisiirmede etkili olmustur [118]. Jiang ve arkadaslari, piring
bitkisinde eksojen salisilik asit uygulamasinin As stresin kars1t MDA miktarinda
azalmaya neden oldugunu tespit etmistir [119]. Ayrica bazi ekstraktlar1 da stres
toleransini arttirmada priming ajanlar1 olarak kullanilmaktadir. Elsayed ve arkadaslari,
Cupresus bitki ektstraktinin tuz stresine maruz kalmis bitkilerde salisilik asitten daha
etkili bir sekilde MDA konsantrasyonunu azalmasimi sagladigini bildirmistir [120].
Bizim bulgularimizda bu ¢alismalara benzer sekilde 6n uygulama yapilmis grupta MDA
miktarinda azalma tespit edilmistir. Bunlarin yaninda Silva ve arkadaslari, aycecgi
bitkisinde H,O, primining tuz stresine karst MDA miktarinda azalmaya neden oldugunu
tespit etmistir [118]. Bu durumunun H,O, nin siyalizasyon etkisi sayesinde antioksidan
sistemi erken harekete gecirerek MDA birikimini engellemis olabilecegini 0One
stirmektedir [118]. Bizim bulgularimizda Silva ve arkdaslarinin bulgulari ile paralellik
gostermektedir. Eksojen H,O, uygulanmasi gerek klorofil miktarindaki degisim
acisindan gereksek MDA akiimiilasyonu acisindan incelendiginde lipid peroksidasyonu

azalttig1 ve yaprak kloroplastlarinin ince yapisini korudugu goriilmektedir [121].

Yapilan ¢alismada H,O,’nin sinyalizasyon etkisinin oldugu tespit edilmistir. Ancak
CAT aktivitesi, CAT ve APX ekspirasyon diizeyleri ele alindiginda buradaki
ekspresyon seviyeleri literatiirden farkli olarak en yiiksek aktivite ve ekspresyon
diizenine ulasmamistir. Zhang ve arkadaslart mekanik yaralanmanin neden oldugu
donma toleransina HyO, 6n uygulamasi etkisini incelemisler ve diger donma stresine
kars1 yapilan ¢aligmalardan farkli olarak anlamli bir etkisi olmadigin tespit etmislerdir.
Bu durumu soguk stresi i¢in kurmus olduklari deney diizenegindeki sicaklik ile
iliskilendirilmislerdi [122]. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda literatiirden farkli
olmasmin nedeni priming i¢in uygulanan H,O,’ miktar1 ile Tuz konsantrasyonu ve

sureler olabilir.

Tohum veya fide bitki gelisiminin ilk periyodlarinda priming uygulamas: bitkilerin
abiyotik streslere kars1 toleransinin gelistirilmesi amaciyla oldukca biiyiik ilgi
gormiistiir. Priming amaci ile organik biyomolekiiller veya inorganik kimyasal

molekiiller kullanilmaktadir [120, 123, 124].
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Kimyasallar arasinda H,O; iki farkli yiizii ile en fazla ilgi ¢eken prming ajanlarin
basinda gelmektedir [123]. H,O, toksik bir molekiil olarak degerlendirilirken son
yillarda diger reaktif oksijen tiirlerinden farkli olarak zardaki yiliksek gecirgenlik ve
neredeyse uzun yar1 Omiir siiresi nedeniyle oksidatif stresin en altta yatan patlama
sinyali olarak iglev gormektedir [124, 125]. SOD aktivitesi bitkilerim stres cevaplarinin
belirlenmesin de Onemlidir. Ciinkii meydana gelen oksidatif strese erken savunma
hattin1 olusturmaktadir. Calismamizda SOD aktivitesi H,O, uygulanan grupta Tuz stresi
uygulanan grupta kontrole gore artmis ve en yiiksek aktivitesi H,O, ve tuzun birlikte
uygulandigr grupta tespit edilmistir. Gomez ve arkadaslari, tuzluluk stresi altinda SOD
enzim aktivitesinde bir artis oldugunu bildirmistir [126]. Bizim g¢alismamizda SOD
aktivitesi tuzluluk stresinde artmaktadir. Baska bir ¢alismada ise sicaklik stresine karsi
H,O, priming etkisi ¢alisilmis ve SOD aktivitesinin stres faktoriinden bagimsiz olarak
artig gosterdigini tespit etmislerdir. H,O, 6n isleminin, stres altinda SOD yoluyla O
radikali ve H;O, miktarlarin1 azaltarak lipid peroksidasyonunu azaltabilecegini
saptamistir [127]. Benzer bulgularla bizim ¢alismamizda bu bulgular1 destekler
niteliktedir.

Asgher ve arkadaslart yapmis olduklar1 ¢alismalarinda bizim bulgularimizla benzer
olarak; SOD ve APX aktivitelerinin sadece H,O, uyguladigi grupta artig gosterdigini
ancak en yiiksek artisin H,O, ve Arsenik birlikte oldugu zaman meydana geldigini
bildirmistir. Diisiik konsantrasyonda H,O; uygulamasinin daha sonraki As stresine karsi

bitki daha toleransh duruma getirdigini bildirmislerdir [116].

Bitki hiicrelerinde abiyotik stres altinda, H,O,'nin temel olarak askorbat peroksidaz
izoenzimi (APX) tarafindan H,QO'ya doniistiiriilerek detoksifiye edildigi glutatyon-
askorbat dongiisii, ana detoksifikasyon sistemi olarak islev goriir. APX, bitkilerin
tuzluluk ve alkalin stresine karsi toleransinda ve ROT inhibisyon sisteminde hayati bir
rol oynar. H,O, detoksifikasyonu g¢esitli hiicre bilesenlerinde AsA (askorbik asit)
homeostazinda yer alir ve ROT'un hiicreler arasi iletisim aginda denge saglar. Askorbat,
bitkilerde H,O2'nin hiicreler arasi diizenlemesinde 6nemli bir rol oynar. Antioksidan
savunmanin uyarilmasi: H,O; 6n islemi, bitkilerde antioksidan savunma sistemlerinin
yukari regiilasyonunu tetikleyerek bir sinyal molekiilii gorevi gorebilir. Bu, H,O2 'nin
detoksifikasyonundan sorumlu olan APX gibi enzimlerin aktivasyonunu igerir. Uygun

H,O, konsantrasyonunun antioksidan enzim aktivitesini 1iyilestirdigi ve abiyotik
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streslere karsi bitki toleransini arttirdigi gosterilmistir [128]. Bu calismaya paralel
olarak bizim bulgularimizda da APX aktivitesi priming yapilan grupta digerlerinden
daha yiiksek olarak tespit edilmistir.

Katalaz enzimi ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi, metabolik hasarla baga
c¢tkmaya yardimci olmak i¢in HyO,'nin toksik seviyesini azaltmada karsilastirmali bir
Ozellik olarak goriliir. Yiiksek CAT aktivitesi, tuzluluk stresine karsi artan toleransla
iligkilidir, ¢tinkii H,O,'nin detoksifikasyonunu saglar. Afrin ve arkadaslari, piring
bitkisinde H,O; priming donma stresine karsi etkisini incelemislerdir uygulama sonrasi
CAT aktivitsinde bir artis meydana geldigini bildirmislerdir. Bizim ¢aligmamizda da en
yiiksek CAT aktivitesine tuz stresine maruz birakilan grupta oldugu tespit edilmistir.
CAT aktivitesindeki degisiklikler, bitkinin biiyiimesine, metabolik durumuna, stresin
stiresine ve yogunluguna bagli olarak ortaya c¢ikar [129]. Bagheri ve arkadaslar
calismasinda, hem H,0, ile muamele edilmemis bitkilerde hem de bitkiler daha 6nce
H,0; ile muamele edildiginde, tuzlu kosullar altinda CAT aktivitesi artmistir. APX'ten
farkli olarak, H,O, yaprak spreylemenin CAT aktivitesini artirma yetenegi erken
asamalarda (piiskiirtmeden 48 saat sonra) belirgindi [130]. Bizim ¢alismamizda benzer
sekilde sadece H,0, spreylenen deney grubunda CAT aktivitesi kontrolden farkli iken
APX de belirgin fark meydana gelmemistir. Bununla beraber APX de en yiiksek aktive
priming grubu ile CAT aktivitesi diisiis gostermistir. Ayrica Yao ve arkadaslari, H,0,
priming uygulamasinda Snmol+tuz uygulamasi olduklar1 grupta en yiiksek CAT
aktivitesinin tespit ederken 10nm+tuz uygulamasinda aktivitede bir diisme oldugunu
sadece tuz uygulanan grup ile ayni diizeyde aktivite gosterdigini bildirmistir[131].
Bizim calismamizdaki aktivitelerde meydana gelen degisimler bu caligmadaki
bulgularla baglantili olabilir. H;O,'nin stresle iligkili promotorleri ve genleri

indiiklemedeki roliine iligkin dogrudan kanitlar saglanmistir.

Yao ve arkadaslar1 yapmis olduklari ¢alismalarinda stresle beraber eksojen olarak
uygulamis olduklart H,O, gruplarinda tedavisi Tatar karabugdayindaki stresle ilgili
genlerin ve ilgili enzim genlerinin goreceli ifadesinin, diger deney gruplarina gore
onemli olglide arttigim1 ve bu genlerin ifadesindeki degisimlerin diger fizyolojik ve
biyokimyasal degisimleri ile benzerlik gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica birgok farkli
caligmada priming uygulamalarinin stres alakali genlerin ekspresyonlarinda énemli bir

artisa neden oldugunu bildirmektedir [131]. Bizim g¢alismamizda stres alakali gen
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ekspresyon seviyeleri priming uygulamasi sonucunda kontrole gore artis gostermistir.
Bu bulgular1 destekler ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna gore artis tespit

edilmesine ragmen enzim aktivasyonu gibi model géstermemistir.

Antioksidan enzim aktivasyonu ve ekspresyon seviyeleri, bitkilerde antioksidan
savunma sisteminin iki farkli yonliidiir. Antioksidan enzim aktivasyonu, bir enzimin
aktif olmayan formunun aktif formuna doniistiiriilmesi siirecini ifade ederken,
antioksidan enzim ekspresyon seviyeleri, bir antioksidan enzimi kodlayan bir gen
tarafindan tretilen mRNA veya protein miktarint ifade eder. Her iki yon de, bitki
hiicrelerinde ROT dengesini korumak ve bitkinin abiyotik stres kosullarina kars:
toleransini arttirmak i¢in énemlidir. Bu durum ekspresyon sonra post transkripsiyonel

islemlerden kaynaklaniyor olabilir [117, 132].

Sonu¢ olarak farkli siirelerde H,;0O,, tuz ve H;O,+tuz maruz birakilan domates
fidelerinde priming uygulamasinin onciil stres gostergelerinden klorofil icerigi ve MDA
miktarinda azalmaya neden oldugu antioksidan enzim aktivelerinde ve ekspresyon
seviyelerinde artisa neden oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber literatiirle paralel
olarak primingin bitki toleransiin arttirdg1 bulunmus ancak uygulanan prming ajanin
konsantrasyonu maruziyet siiresinin daha sonraki ¢alismalarda daha detayli galisilmasi

gerektigi kanaatine varilmistir.
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