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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

CINAR AGACLARINDA (Platanus orientalis L.) YASA BAGLI OLARAK BAZI
KIMYASAL BILESENLERIN BELIRLENMESI

Mehtap ALAY

Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Nezahat TURFAN

Bu ¢alismada, Kastamonu Abana Harmason Mevkii’'nde bulunan degisik yasl ¢inar
agaclarimin ( Platanus orientalis L.) gelisim fizyolojisi arastirilmistir. Bu amagla anit
agac¢ (>500) ve ¢evresinde bulunan farkli yas gruplarindaki agaglardan (>200, >100,
>50) toplanan yaprak 6rneklerinde fotosentetik pigmentler, prolin, protein, glikoz,
sukroz ve toplam ¢Oziliniir karbonhidrat, malondialdehit (MDA), hidrojen peroksit
(H20,) konsantrasyonu, askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktivite degisimleri 6l¢iilmiistiir.

Klorofil b, toplam klorofil ve toplam karotenoid miktarlar1 yasla birlikte artmistir.
Klorofil a en yiliksek 200 yas iizeri agacta en diisilk ise 50 yas ilizeri agacta
saptanmistir. Klorofil a: klorofil b orani en yiiksek 100 yas iizeri agagta en diigiik anit
agacta belirlenmistir. Sukroz ve protein yash agaclarda yliksek, genc¢ agaclarda
diisiiktiir. Prolin miktar1 50 yas iizeri agacta yiiksek, 100 yas {lizeri agagta diisiiktiir.
Toplam karbonhidrat orta yas grubu agaclarda yiiksek iken, geng¢ yas gruplarinda
diisiiktiir. Glikoz miktar1 200 yas iizeri agacta yiiksek, 500 yas lizeri agacta diisiiktiir.
MDA igerigi yasla birlikte azalmistir. H,O, igerigi yasla birlikte artmistir. CAT ve
SOD aktiviteleri 200 yas tizeri agacta, APX aktivitesi ise anit agagta yiiksektir.

Calisma sonuglarina gore ¢inar agaclarinin uzun 6miirlii olmasinda toplam klorofil,
karotenoid, sukroz, protein, H,O, igerikleri ve APX aktivitesinin etkili oldugu
sonucuna varilabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Gelisim fizyolojisi, ¢inar agact, anit agag, Kastamonu.

2018, 76 sayfa
Bilim Kodu: 203



ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIAGTING OF CHANGING OF SOME CHEMICAL COMPOUND IN
SYCAMORE (Platanus orientalis L.) LEAF DEPEND ON TREE AGE

Mehtap ALAY

Kastamonu University
Institute of Science
Department of Biology

Supervisor: Dr. Nezahat TURFAN

In this study, the developmental physiology of various senile sycamore trees
(Platanus orientalis L.) at Kastamonu Abana Harmason Region is investigated. For
this purpose, photosynthetic pigments, proline, protein, glucose, sucrose and total
soluble carbohydrate, malondialdehyde (MDA), hydrogen peroxide (H,0,)
concentration, ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD) enzyme activity changes are measured from in the leaf samples
collected from the big tree (=500) and the trees near here at different groups of age
(>200, >100, >50).

Chlorophyll b, total chlorophyll and total carotenoid amounts increased with age.
Chlorophyll a is highest degree in the tree above 200 years, and the lowest degree in
the tree is in the tree over 50 years. Chlorophyll a: chlorophyll b ratio is highest in
the tree over 100 years old and lowest in the big tree. Sucrose and protein degrees are
high in old trees but low in young trees. The amount of proline is higher in trees
above 50 years, lower in trees above 100 years. While the total carbohydrate is high
in the middle age groups of trees, it is low degrees in the young age groups of trees.
The amount of glucose is high in trees above 200 years, lower in trees above 500
years. MDA content decreased with age. H,O, content increased with age. CAT and
SOD activities are higher at the age of 200 over and APX activity is higher in the big
tree.

According to the results of the study, the long life of plane trees reveals that the total
chlorophyll, carotenoid, sucrose, protein, H,O, contents and APX activity are
effective.

Key Words: Developmental physiology, Sycamore tree, ancient tree, Kastamonu.
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Science Code: 203
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1. GIRIS

Biiylime, canliligin en 6nemli 6zelliklerinden bir tanesidir. Yaslanma ise canli
organizmanin zamana kars1 gelistirdigi biyolojik bir cevaptir. Agaclar da diger
canlilar gibi zaman igerisinde boy, ¢cap ve hacimlerini artirarak biiyiirler, gelisirler
ve Oliirler. Arastiricilar bu siirecte agacin ¢imlenmesinden Oliimiine kadar
ontogenzinin (embriyolojik yap1 benzerlikleri) tek diize olmadigini, bilakis
bitkilerin kalitatif ve kantitatif 6zelliklerinden yola ¢ikilarak ayrimlanmis latent
periyot (tohum), pregeneratif faz (fide, juvenilite, olgunluk Oncesi), generatif
periyot (genglik, olgunluk ve yaslanma) ve postgeneratif (yaslilik ve 6liim) periyot
olmak iizere dort farkli safthayr kapsadigimi bildirmiglerdir (Hackett, 1985;
Evstigneev ve Korotkov, 2016). Kalitatif o6zellikler arasinda, embriyonik,
juvenilite, yar1 yetiskin ve yetiskin yapilar; tohum yetistirme veya vejetatif olarak
cogalma kapasitesi; siirgiin ve kok sistemlerinde biiyiime ve dlme proseslerinin
orani; asli ve ftali tiirlerin tepe tact sekillerinin olup olmamasidir. Kantitatif
ozellikler ise agac yasi; agac boyu, gogiis yiiksekligindeki cap (1,30 m), agacin
dip ¢ap1 (0,30 m), alt dal olmaksizin govde uzunlugu/yiiksekligini igermektedir.
Ayrica agacin kabuk kalinligi; tepe taci genisligi ve uzunlugu; govdeye gore
dallanma sekli; ana eksen ve yan dallar iizerindeki siirgiin uzunlugu; iizerindeki
yillik siirgiin ve ovil sayis1 gibi parametreler de kantitatif 6zellikler arasinda
bulunmaktadir (Heuret, Gue'Don, Gue Rard ve Barthe 'Le'My, 2003; Perales ve
Reddy, 2012). Latent periyot (uyku-dormant) tohum olusumuyla baslayip
¢imlenme ile sona ermektedir. Bu safthada eksensel olarak kurulmus (kok-gévde)
biiylime aksislerinde, bitkinin hayati boyunca boliinme yetenegini koruyan primer
meristemler bulunur (Garcia, De Blas ve Carabaiio, 2005; Becraft, Cohan, Kiihl,
Jensen ve Ward, 2011). Enine biiyiimeyi saglayan sekonder meristemler
pregeneratif fazda primer meristemlerin farklilagmasi olusur (Dehon, Macheix ve
Durand, 2002; Weijers, De Rybel ve Breda, 2014). Yapilan ¢alismalarda primer
ve sekonder meristemlerin aktivitesinin s6z konusu dort fazda degistigi
belirtilmistir (Barbaroux, Breda ve Dufrene, 2003; De Rybel, Adibi ve Breda,
2014). Generatif faz ¢igek, meyve ve tohum gibi iireme organlarinin olustugu,

genellikle de tepe tacinin iist yarisinda yogunlastigl, tohum iiretiminin en fazla



oldugu safhadir. Toprak iistii hacim ve boy bu safha digerlerine safhalara oranla 3-
4 kat fazla olmaktadir. Ornegin Pinus sylvestris Linnaeus (L.) ve Quercus robur
L. bu safhada 80 cm, Picea abies L. ve Acer platanoides L. 90 cm, Betula pendula
Roth. 120 cm, Ulmus glabra L. ve Alnus glutinosa L. ise 130 cm ile maksimum
boy gostermislerdir. Post-generatif fazda ise agaglar lireme organlari agisindan
zayifladig; abiyotik stres etmenlerine, bocek ya da patojen saldirilarina, viral ve
bakteriyel hastaliklara toleransin olduk¢a zayifladigi bir sathadir (Mitchell ve
Kirby, 1990; Boddy ve Rayner, 1983; Reed, 1996). Yaslilik faz1 ise tepe tacindan
geri dal, govde kurumalari, yaprak sayis1 ve alanlarinda azalmalar, govde
odununda ¢iirimeler gibi fenomenler ile karakterize olan yaslanma
semptomlarinin arttigi sathadir (Wall, 1991; Winter, 1993; Scheidegger, Frey ve
Zoller, 1995). Yapilan baska calismalarda agaglarda biiyiime, gelisme modeli ve
stiresinin sabit olmadigi, baz1 agaglarin anit (yaslilik) sathasina gelmeden 6ldigi,
bazilarinin yaglilik sathalarinin ¢ok uzun siirdiigii bildirilmistir (Doorenbos, 1965;
Ally, Ritland ve Otto, 2010). Bu arastiricilara gore agaglarin yasam dongiisi
formatif (meristematik aktivitenin en yiiksek oldugu satha), olgunluk ve yaslanma
fazi olmak {izere ii¢ kisma ayrilmaktadir (Alexander, Green ve Key, 1998; Wang
vd., 2011; Poethig, 2013). Ayrica her bir safthanin siiresi agag¢ tiirii, ¢evresel
etmenlerin  degisimi, silvikiiltiirel miidaheleler, gelisim fizyolojisindeki
degisimlere bagli olarak farklilastigi da belirlenmistir (Mund, 2004; Esper,
Niederer, Bebi ve Frank, 2008). Formatif fazda biiylimenin hizli olusmasi
nedeniyle enerji tiketimi de maksimumdur. Tepe taci; yaprak genisligi ve
kapalilik tamamen kurulana kadar her yil artar. Ayrica yas halkalarinin sayist ve
genisligi de artar. Toprak iistii ve toprak alt1 organlarin hacmi ve kiitlesi de artar
(Bryant ve Julkunen-Tiitto, 1995; Gower, Mcmurtrie ve Murty, 1996).
Olgunlasma fazinda agaclar optimal tepe tacina ulagmistir. Bu sathada
yapraklarda fotosentetik aktiviteye bagl olarak yillik karbon kazanci sabit kalir
degismez ancak fotosentetik {iriin az ya da ¢ok oranda odun kiitlesinde depolanir.
Bununla birlikte yillik biiylime orani arttig1 i¢in odun hacminde karbon veya
biyokiitle birikiminin dagilim sekli azalir ve buna bagl olarak da yillik halka
genislikleri diiser (Lacointe, 2000; Kdorner, 2003). Yashlik; yashlik 6ncesi, orta
yaslilik ve senesens olmak {izere li¢ sathada gerceklesir. Birinci sathada asir1 tepe

tacindan geri 6liim orani biiylime ve gelismeyi baskilayacak niteliktedir (Wardle,



1984; Stewart, Rose ve Veblen, 1991). Yashlik ortasi ya da orta yaglilik
sathasinda govdede yillik halka gelisimi ayni oranda olusmadigi i¢in yillik halka
diizeninde kesintiler veya kopukluklar baslar (Boddy ve Rayner, 1983; Lacointe,
Kajji, Daudet, Archer ve Frossard, 1993). Senesens safhasi ise agacin oldigi
sathadir (Thomas, Ougham, Wagstaff ve Stead, 2003). Arastiricilar agaglarda
bliylime, gelisme modelleri ve siirelerinin degisimi {izerinde; fotosentez
metabolizmasi, karbon, azot metabolizmasi, solunum gibi biiylime ve gelismede
etkin fizyolojik proseslerin hizinin 6énemli oldugunu vurgulamislardir (Haffner,
Enjalric, Lardet ve Carron, 1991). Birgok arastirict agaglarin, olgunlagma sonrasi
ve senesens siiresince biyokimyasal, fizyolojik, morfolojik proseslerini
degistirerek zamana kars1 direndiklerini ifade etmislerdir (Weiner ve Thomas,
2001; Steppe, Niinemets ve Teskey, 2011). Ornegin olgunluk sonrasi fazda gévde
ve kok orantisinin saglanmasi, asimilatlarin dengeli dagilmasi ic¢in vaskiiler
dokularda fiziksel, kimyasal degisimler olmaktadir (Wodzicki, 2001). Bu siiregte
kambiyal aktivitenin degismesi (Ros Barcelo, 1998a; Schuetz, Smith ve Ellis,
2013), yas halkalarda deformasyonlara neden olarak iletim demetlerindeki
koordinasyonun bozulmasina neden olmaktadir (Secchi ve Zwieniecki, 2011). Bu
da tepe tacindan govdeye geri 6liimlerin baslamasina sebep olur. Tepe tacindaki
degisim; kok-gévde koordinasyonunun kurulmasinda, asimilat {iretimi ve dagilimi
icin kaynak alanlarin yiizey alanlarinin diizenlenmesi 6nemli rol oynamaktadir
(Barbaroux ve Bréda, 2002; Wiirth Mirjam, Peldez-Riedl, Wright ve Korner,
2005). Arastiricilar, aga¢ yasina bagli olarak meristematik ve metabolik
aktivitenin, fotosentetik aktivitenin, fotosentetik aktif dokularda pigment
miktarinin, azotlu bilesikler, glikoz, fruktoz ve sukroz gibi basit sekerler, ¢coziiniir
karbohidratlar, nisasta miktarinin degistigini saptamislardir (Monselise, Fishler,
Bravdo ve Goldschmidt, 1986; Reich, Walters ve Ellsworth, 1991; Lebaube, Le
Goff, Ottorini ve Granier, 2000). Ayrica hiicre ve doku farklilagsmalar1 (Fukuda,
2000; Cosgrove, 2005), senesens (Finkel ve Holbrook, 2000), optimal kosullardan
sapmalar hiicrelerde oksidatif stresi uyarmakta reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve
MDA birikimini artirmaktadir (Gechev ve Hille, 2005; Halliwell, 2006). Oksidatif
strese karsi gelistirilen antioksidan savunmada agag¢ yasma bagli olarak
degismekte ve agacin omriinii etkilemektedir (Kreslavski, Los, Allakhverdiev ve

Kuznetsov, 2012; Juvany, Miiler, Pint6- Marijuan ve Munné-Bosch, 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pint%26%23x000f3%3B-Marijuan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24378602

1.1. Bitkilerde Biiyiime ve Gelismede Rol Oynayan Metabolik Reaksiyonlar

1.1.1. Fotosentez Metabolizmasi

Bitkilerin, fotosentetik pigmentler 1ile gilines 1s1gm1 yakalayarak bazi
mekanizmalar ile kullanilabilir kimyasal enerjiye doniistiirmesine “fotosentez”
denir. Giines 1sinlar1 kloroplastlarda bulunan ve fotosentetik pigmentler olarak da
ifade edilen pigmentler tarafindan absorbe edilir. Isik ve karanlik satha
reaksiyonlar1 ile Adenozin Trifosfat (ATP) ve Nikotinamid Adenin Dintikleototid
Fosfat (NADPH +H") olarak bilinen yiiksek enerjili bilesikler seklinde tutulur.
Daha sonra bu bilesikler, karbondioksitten karbonhidrat sentezinde rol oynarlar.
Olusan karbonhidratlar da hiicrede enerji kaynagi olarak, lipitlerin, proteinlerin ve
benzeri iirlinlerin sentezinde kullanilirlar (primer metabolitler). Fotosentezin 1sikta
gerceklesen tiim reaksiyonlari, tilakoit zar sisteminde Ozellikle grana {izerinde
daha yogun yerlesim gosteren fotosistemler (kuantozom) etkinliginde
olusmaktadir (Arnon, 1949; Duysens ve Pearson, 1976). Fotosentezin 1siga
bagimli olmayan evresi ise stromada gergeklesir (Arnon, Allen ve Whatley, 1950).
Stromada Calvin dongiisii reaksionlarmm higbir basamagi dogrudan 1s18a
gereksinim duymadigi i¢in bu satha karanlik reaksiyonlar olarak ta tanimlanir

(Sekil 1.1.) (Benson ve Calvin, 1947).
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Sekil 1.1. Kloroplastta Enerji Akis1 (URL-1).



1.1.1.1. Fotosentetik pigmentlerin yapisi ve iglevleri

Isiga bagimli reaksiyonlarda giines 1s18inin yakalanmasi ve enerjisinin
tutulmasinda, klorofiller (klorofil a (klo a) ve klorofil b (klo b)) ve karotenoidler is
gormektedir. Yapilan c¢alismalarda, fotosentezin 1sik reaksiyonlarinin tillakoidal
zarlarda Pigment sistemi | (PS I- P700) ve Pigment sistemi Il (PS II- P680)
olmak iizere iki pigment sistemi (kuantozomlar) tarafindan yiriitiildiigiinii ortaya
koymustur. Bu pigment topluluklari, 6zellikle 400-500 ve 600-700 nm dalga
boylarindaki hemen hemen her tiir goriiniir 15181 sogururlar. Fotosistem I (PS I),
P700 olarak diizenlenmis bir reaksiyon merkezi ve klorofil b’ye gore daha yiiksek
oranda klorofil a molekiiliine sahiptir. P680 reaksiyon merkezli Fotosistem II (PS
I) ise, tamamen esit miktarda klorofil a ve b’ye sahiptir. Bu kompleks
“fotokimyasal reaksiyon merkezi” olarak tanimlanir. Bu 151k kuantum enerjisinin
tasinim1 bir klorofil a molekiilinden digerine, klorofil b’den klorofil a’ya,
karotenoidlerden klorofil a’ya veya fikobilinlerden klorofil a’ya dogru
olabilmektedir (Sekil 1.2.).

Buna gore, pigment sistemi I’de 151k enerjisi;
Karotenler — kl b — kl aggz — P 700’e aktarilirken,
Pigment sistemi II’de 151k enerjisi;

Ksantofiller — klb — kl ag7s — P 680’e aktarilmaktadir.
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Sekil 1.2. Pigmentlerin kimyasal yapisi (URL-2’den degistirilerek alinmistir).

Bir fotosistemde klorofil a disindaki pigment molekiilleri, radyo antenlerindeki
gibi, gorlinlir 15181 yakaladiklar1 i¢in “anten sistemleri” ya da “isik hasat
sistemleri” olarak da adlandirilmaktadir. Bunlarin gorevleri, 151k enerjisini
sogurmak ve bu enerjiyi, ¢ok kisa siirede fotokimyasal reaksiyonun olustugu
reaksiyon merkezine (klorofil a) iletmektir. Ayrica yiiksek 1s1k siddetinin neden
oldugu asir1 O, cikisindan kaynaklanan oksijen radikallerinin yikici etkilerine
kars1, klorofil a molekiilii ve kloroplastin biitiinliigiiniin korunmasinda da
antioksidan rolleri bulunmaktadir (Sekil 1.3.) (Kriiger, Hanisch, Kwade, Winterm
ve Nowak, 2014).
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Sekil 1.3. Fotosistemlerdeki elektron akisi: PS 1 ve PS II elektronlar: sudan NADP"ye
tasimakta birlikte caligsir. Her iki fotosistem, fotosentezin O, olusturan 1sik
reaksiyonlarinda birlikte is gérmektedir. Dogada giindiizleri her iki fotosistem
birlikte uyarilip, fotonlar soguruldugunda, PSI reaksiyon merkezinden
elektron (e) A,, A; ve Fe-S proteinleri yoluyla uzaklastirilir ve stromada bir
elektron tasiyict olan ferrodoksine (Fd) iletilir. Her iki sistem birlikte
uyartildigi i¢in, gerekli indirgeyici potansiyel saglandigindan, Fd bu elektronu,
yine stromada elektron tasiyici bir flavoprotein olan Ferrodoksin-NADP*
rediiktaz (FNR) etkinliginde NADP*’e aktararak, onu NADPH + H" seklinde
indirger. (Elrad, Niyogi ve Grossman, 2002’den degistirilerek alinmstir).

Kloroplastlarda, devresel ve devresel olmayan elektron taginmasi ile ATP sentezi
gerceklesmektedir. Her iki elektron tasinmasi yolunda, plastokinon mekigi
islerligiyle, stromadan granum liimenine tasinan protonlarn yani sira, oksijen
olusturucu kompleksin suyun fotolizinden liimene saldigi protonlar, liimen ile
stroma arasinda onemli bir elektrokimyasal potansiyel farki olusturur (Lemaire ve
Wollman, 1989; Shinohara vd., 1999). Granum liimeninde bu yollarla
konsantrasyonu artan protonlarin, tilakoit zarm lipit yatagindan geg¢meleri
olanaksizdir (Delvin ve Witham, 1983; Salisbury ve Ross, 1985; Maruyama vd.,
2003).

Bu protonlar, ATP sentazin transmembran kanali icinden daha diisiik bir

elektrokimyasal gradiyente dogru akarken saldiklari akis enerjisi, zarin stroma



tarafinda ATP senteziyle yakalanir. Devresel elektron akist ve devresel olmayan
elektron akisi ile saglanan proton hareket giicii, devresel fotofosforilasyon ve
devresel olmayan fotofosforilasyonla ATP sentezini saglamaktadir (Arnon vd.,
1950; Barber ve Archer, 2001). Boylece PS I etkinligi sadece ATP sentezini
sonuglandirirken, PS II etkinligi, aerobik yasam i¢in gerekli olan oksijen ¢ikisinin
yaninda, ATP ve indirgenmis NADPH olusumunu saglamaktadir (Rurainski,
Theiss ve Zimmermann, 1977; Moss ve Bendall, 1984). Isik tepkimeleri, giines
enerjisini kullanarak suyu parcalar ve elektronlar (¢), protonlar (H), ve oksijen
(O7) serbest kalir. Bu elektron ve protonlar biyolojik sistem i¢in énemli ATP ve
NADPH sentezinde kullanilir. ATP ve NADPH olusumu ile bitki artik atmosferin
karbondioksitini  karbonhidratlar bi¢iminde indirgemeye, yani karanlik

reaksiyonlar siirecine hazir duruma gelmistir (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4. Tilakoitlerdeki proton ve elektron akisini, ATP ve NADPH sentezini gosteren
model (URL-3’ten degistirilerek alinmustir).

Calvin ¢emberi kloroplastlarin stromasinda karboksilasyon (karbon tutulmasi),
indirgenme (rediiksiyon) ve karbondioksit (CO,) alicisinin (Ribuloz 1,5-bifosfat-
RuBP) yenilenmesi (rejenerasyon) olarak ii¢ sathada gergeklesir (Benson ve
Calvin, 1947). Karboksilasyon safhasinda atmosferin CO;’i Rubisco enzimi

etkinliginde bes karbonlu bir bilesik olan RuBP ile yakalanir ve su katilimi ile ya



da indirgenerek kararli iiriin olan 2 molekiil 3-fosfogliserat (3-PGA) olusur.
Calvin ¢emberinin tek indirgen reaksiyonunda olusan PGAL molekiillerinden bir
kismu kloroplastlarda nisasta olusumunda kullanilarak, pek ¢ok bitki tiiriinde ana
fotosentetik iirlinii olustururlar. Baz1 3-PGA molekiilleri ise kloroplast disinda,
yani sitosole tasinirlar. Bazilari da {i¢ karbonlu triozfosfatlara benzer sekilde,
dihidroksiaseton fosfata donliserek, kloroplast disina tasmmmaktadir. Bu
triozfosfatlar, sitosolde heksoz fosfatlar1 olusturur. Bunlar da fruktozanlarin,
sakkarozun ve hiicre ¢eperi polisakkaritlerinin sentezinde onciil madde olarak ve
ayrica bitkinin diger ylizlerce bilesiginin yapiminda kullanilmaktadir. RuBP
yenilenmesinde olusan pentoz fosfatlardan ksiluloz-5-P bir epimeraz ile riboz-5-P
ise bir izomeraz ile ribuloz-5-P haline izomerize olurlar. Bu fosforile seker de
ATP tarafindan yeniden fosforile edilerek, Calvin ¢emberi reaksiyonlarinin
baslangi¢c maddesi olan ve ¢emberin siirekliligini saglayan molekiil olan ribuloz-
1,5- bisfosfat haline doniisiir. Boylece, sonug¢ olarak Calvin ¢gemberinde RuBP
yeniden olusur ve bu molekiiliin yeniden bir CO, molekiilii yakalamasi ile gember
reaksiyonlar tekrar donmeye baslar (Sekil 1.5.). Calvin ¢emberi reaksiyonlariyla
CO; baglamas: ve indirgemesi yapan bitki tiirlerine, karanlik reaksiyonlarda
olusan ilk kararli iirin 3 karbonlu bir madde fosfogliserat oldugundan, C-3

bitkileri ad1 verilmistir (Benson ve Calvin, 1947).
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Sekil 1.5. Calvin gemberi (URL-4’ten degistirilerek alinmistir).

1.1.2. Solunum Metabolizmasi

Canli hiicrede gerceklesen tiim metabolik olaylar enerji gerektirir. Fotosentez
riinleri, bliylime ve gelismede kullanilacak yap1 taslari ve enerjiye ancak
solunum reaksiyonlar1 ile doniigebilecegi icin, biiylime ve gelisme fotosentez ve
solunum dengesi ile yakindan iliskilidir. Giindiiz fotosentez ve solunum birlikte
gerceklesir ve 151k varliginda fotosentez hizi genel olarak solunum hizindan daha
yiksektir. Hizli biiyiime ve gelisim asamasindaki gen¢ doku ve organlardaki
solunum hizi olgun, yavas biiyliyen doku ve organlarda gerceklesen solunum
oranina gore daha yiiksektir. Ciinkii bu dokularda enerji, aminoasitler, piirin
bazlari, pirimidin bazlari, seker fosfatlari, organik asitler ve diger metabolitler gibi
yap1 taslar1 ve Oncli molekiillerin gereksinimi daha yiiksektir (Van Oijen,

Bastiaans ve de Goey, 2010; Atkinson ve Urwin, 2012).
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Goriildiigii gibi solunum ile ATP ve oncii bilesikler sentezlenmektedir. Olusan bu
bilesiklerde ise anabolik reaksiyonlar ile niikleik asitler, proteinler, depo
maddeler, hiicre g¢eperi materyali, klorofil pigmentleri sentezlenir. Solunumda
temel yakit molekiilii veya solunum substratt heksoz sekerler ve oOzellikle de
glikozdur. Bundan bagka nisasta, fruktozanlar, sakkaroz ve diger sekerler, yaglar,
organik asitler ve bazen proteinler de solunum substrati olarak kullanilan 6nemli
organik bilesiklerdir. Bununla birlikte floemde esas olarak taginan bilesik sukroz
oldugu icin solunumun temel substrati olarak kabul edilmektedir. Solunum
substratlar1 6zellikle de karbohidratlar, solunum reaksiyonlarina girmeden 6nce
heksoz sekerlere donlismek zorundadir. Hiicre, hiicresel yapilarin zarar gérmesini
onlemek icin, bir dizi asamali reaksiyonla sukroz oksidasyonundan serbest kalan
biiyiik miktardaki serbest enerjiyi dagitir. S6z konusu bu reaksiyonlar “glikolizis,
sitrik asit dongiisii, pentoz fosfat yolu ve oksidatif fosforilasyon” olmak iizere dort

ana grupta toplanir (Kuptz, Fleischmann, Matyssek, Grams ve Tee, 2011 ).

Bitkilerde fotosentez sadece yesil doku ve organlarda gerceklesirken, solunum
tim dokularda olusabilmektedir. Fotosentez ve solunum olaylar1 giindiiz birlikte
islemektedir. Bu nedenle solonum ile fotosentez {irlinlerinin bir kismi kaybolur.
Otsu bitkiler ile yapilan calismalarda, fotosentez ile giinliilk olarak kazanilan
karbonun 9%30-60’inin  solunumla kaybedildigi belirlenmistir. Ancak yash
bitkilerde bu degerler daha diisiiktiir (Poorter, Remkes ve Lambers, 1990).

Geng agaclar fotosentezle yaptiklart iiretimin yaklasik 1/3’iinii solunum ile
tilketebilirler ancak olgun ve yash agaclarda fotosentetik aktif alanlarin da
fotosentetik olmayan doku ve organlara oraninin azalmasiyla bu miktar artig
gosterebilir. Bununla birlikte agaclarda solunum hizi genotip, solunumun
gerceklestigi organin yasi ve tipi, dis oksijen konsantrasyonu, sicaklik, besin ve su
ilavesi gibi g¢evresel degiskenlere bagli olarak da degisebilmektedir (Delucia,

Drake, Thomas ve Gonzalez-Meler, 2007).
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1.2. Azot Metabolizmasi

Bitkilerin yapisinda karbon, hidrojen ve oksijenden sonra en bol bulunan
elementlerden biri azottur. Yiiksek bitkiler azotu topraktan inorganik formda
alabilirler. Inorganik azot toprakta nitrat (NO3) ve amonyum (NH,") halinde
bulunur. Bitkiler tarafindan alinan bu azot formlari, indirgeme reaksiyonlar ile
bitkilerin  kullanabilecegi form olan amonyaga doniistirilir. Koklerdeki
amonyum ve nitratin asimilasyonunun aminoasit {riinleri ya koklerdeki
proteinlerde toplanirlar veya ksilem i¢inde govdeye tasinirlar. Birgok bitkide
koklerden diger organlara tasinan temel aminoasit glutamin (Pilbeam ve Kirkby,
1992), baz1 tiirlerde ise asparagindir (McClures ve Israel, 1979). Amino grubu
halindeki azot sonradan diger transaminasyon reaksiyonlariyla cesitli
aminoasitlere transfer edilir ve aminoasitler proteinlere katilir. Bitkilerdeki azotlu
bilesiklerin en dnemlileri aminoasitlerdir. Bu bilesikler hiicresel komponenetlerin
ve hiicre ¢eperi matriksinin eleman1 olarak yapiya katilma (Paungfoo-Lonhienne
vd., 2008), baz1 hormonlar (oksin, etilen), pigment ve ayrica sekonder bilesiklerin
onciilerini olusturma (Karkonen ve Koutaniemi, 2010), hiicre i¢i redoks dengesi
ve ozmotik dengenin diizenlenmesi (Poulin, Dishion ve Haas, 1999), asimilatlarin
tasinmas1 (Lacointe vd., 1993; Brugieres, 1999), mineral ve bazi organik
bilesiklerin selatlanmasi gibi rolleri ile bitki biiylime ve gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadir (Sharma ve Dietz, 2006; Simon-Sarkadi, Kocsy, Varhegyi, Galiba
ve Ronde, 2006).

1.3. Oksidatif Etki ve Antioksidan Metabolizma

Oksidatif stres, singlet oksijen (*O,), siiperoksit molekiilii (O,"), H,O, ve
hidroksil radikalleri (OHe) gibi serbest radikallerin sentezi ve oldukca toksik olan
bu molekiillerin bitkisel dokularda olusturdugu hasar olarak tanimlanmaktadir
(Deepak, Shailasree, Kini, Shetty ve Mitho, 2007). Serbest radikaller, eslesmemis
elektron igeren molekiillerdir. Radikal olmayan molekiill ya da atomdan bir
elektron (e) cikarilmasiyla veya bir elektron eklenmesiyle olusabilir. Baska
molekiillerde e aligverisi yapabildiklerinden organizmada yiikseltgeyici veya

indirgeyici olarak rol oynarlar. ROS’lar bitkilerde; kloroplastlarda fotosentez
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reaksiyonlarinda, plastit ve peroksizomlarda; mitokondride sitrik asit donglisiinde
hiicre ¢eperi peroksidazlari, amino oksidazlar, NADPH oksidaz gibi enzimlerin
etkisiyle olusan en Onemli serbest radikallerdir (Dacosta ve Huang, 2007).
Bununla birlikte bitkilerde en 6nemli hiicre i¢i serbest radikal iiretim bolgesi
kloroplasttir (Kumaran ve Karunakaran, 2006). Bu bilesikler normal kosullarda da
sentezlenirler ancak normal kosullarda hiicre igerindeki ROS miktar1 antioksidan
savunma sistemi ile denge halindedir. Ancak bitkilerin biiyldiikleri ortam
kosullar1 tek diize degildir (Singleton, Orthofer ve Lamuela-Raventés, 1999; Das
ve Roychoudhury, 2014). Cevresel kosullarin degisimi ya da optimal kosullardan
sapma, ROS miktarinin artmasina ve bitkilerde oksidatif hasarin uyarilmasina
neden olmaktadir. Arastiricilar toleransh tiir ve gesitlerde ROS miktarinin diisiik,
antioksidan savunma sisteminin ise daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir

(Halliwell, 2006; Kisa, 2018).

1.4. ROS Cesitleri ve Olusum Mekanizmalar:

Bitkilerde oksijenden tlirevlenmis en yaygin serbest radikaller arasinda siiperoksit
anyonu (O;), singlet oksijen (*0,), H,O, ve hidroksil radikali (OH)
bulunmaktadir. Siiperoksit anyonu O;’ye bir elektron eklenmesi ile olusurken;
H,0; iki elektron eklenmesi, OH" ii¢ elektron eklenmesi son olarak dort elektron
eklenmesiyle su olusabilir (Tablo 1.1.) (Liu, Borchert, Surazynski, Hu ve Phang,
2006).

Tablo 1.1. Reaktif oksijen tiirlerinin DNA (Deoksiriboniikleik asit), protein ve lipitlerle
etkilesimleri (Biiyiik, 2002°den degistirilerek alinmistir).

Reaktif Oksijen Etkilesim

Tiirleri (ROS) DNA Protein Lipit

Evet, (Guanin, 5’

Hidroksil radikal (OH") C seker) Hizlica Hizlica
. .. . Trp, His, Tyr, Met, Coklu doymamig
Singlet oksijen (“O,) Evet (Guanin) Cys yag asitleri
Hidrojen peroksit Var Evet Giigliikle (Sistein)
(HZOZ)
Evet, (Demir-

Siiperoksit anyon (O,) Yok Gigliikle

stilfiir merkezi)
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1.4.1. Singlet Oksijen (*O,)

Yiiksek 1s1k siddeti kosullarinda Fotosistem II’de (PS II) uyartilmis tipler
formundaki klorofil molekiillerinden molekiiler oksijene gegebilir. Oksijenin
eslesmemis elektronlarindan birinin bulundugu orbitalden baska bir orbitale veya
kendi spin yoniiniin tersine yer degistirmesi sonucunda 'O, olusabilir (Barber,
Morris ve Buchel, 2000). Arastiricilar singlet oksijenin kolayca reaksiyona girme
ve lipoksigenaz ozellikleri ile baz1 aminoasitlerin ¢ifte karbon baglar1 ve siilfidril
gruplari ile reaksiyona girerek oksidasyona neden oldugunu bildirmislerdir (Sekil

1.6.) (Fischer, Hideg ve Krieger-Liszkay, 2013).

«PgA
H,0 10 4% f% NADPH
_LL>

< »[PS II——>|PST— =
3’;6@" Fd~¢ NADP’
3 ] 7\,
0O, ‘O'2 0, 0O,
OASOD Fe OH’
H,O,

Sekil 1.6. Molekiiler oksijen (O,) ile triplets klorofilin (T*) etkilesimi sonucu singlet
oksijenin (*O,) olusumu (Edreva, 2005°den degistirilerek almmustir).

1.4.2. Siiperoksit Anyonu (O;)

Kloroplastin tillakoidal zarlarinda lokalize olmus Fotosistem I (PS 1) ve
Fotosistem II (PS II)’ de elektronlar ferrodoksin araciligtyla NADP™ verilmesi
gerekirken oksijene verilebilir. O,’nin elektron alarak indirgenmesi ile karasiz Oy’
radikali olusur (Fridovich, 1986).

2 02 + 2 Fd red — 202_+2Fdox (11)
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Elektronlarmn NADP" yerine molekiiler oksijene verilmesi NADPH" olusumunu
engelledigi icin fotosentezin karanlik reaksiyonlarinda indirgen sekerlerin

sentezlenmesi baskilanmaktadir (Ros Barcelo, 1998b).

1.4.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

H,0,, serbest radikal degildir ancak yapisinda su igermesi nedeniyle zar
yapisindan kolayca gecebilen ve birgok oksidanin olusumuna neden olabilen
onemli bir bilesiktir (Ros-Barceld, Pomar, Lopez-Serrano, Martinez ve Pedreno,
2002). Bu bilesik molekiiler oksijenin iki elektron almasi ile olusabildigi gibi
stiperoksit anyonunun bir elektron almasi sonucu olusan peroksitin iki hidrojen
atomuyla birlesmesinden de olusabilir (Foyer ve Halliwell, 1976). Bunun yani sira
iki siiperoksit molekiilii SOD aktivitesi ile iki proton (H") alarak H,O, olusumuna

yol agabilmektedir (Ros Barceld, 1998a).

0; + 0, +2H" (SOD) — H,0; + O, (Ros Barceld,1998a) (1.2.)

Oksitleyici olan tiirlerden biri de hidrojen peroksittir. Bu birlesik fenton
reaksiyonu ile enzimlerin, proteinlerin, fosfolipidlerin, karbohidratlarin ve DNA
yapisina zarar verebilmektedir (Slesak, Libik, Karpinska, Karpinski ve Miszalski,
2007).

1.4.4. Hidroksil Radikal (OH)

Biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii ve toksik oksidantlardir. Hiicrelerin OH
temizleyici enzimleri olmadigindan lipitler, proteinler ve niikleik asitler dahil tiim
biyolojik bilesikler ve yapilar ile reaksiyona girerek oksidasyona neden olabilir

(Fantel, 1996; Betteridge, 2000).

Hidroksil radikali olusum reaksiyonlar1 asagida ozetlenmistir (Halliwell, 1981;
Song ve Hein, 2004).

1. Gegis metalleri etkisi ile olsumu (Fenton Reaksiyonu)
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Fenton: Fe™ + O, — Fe + O, (1.3)
Fe*? + Hy0,— Fe™ + O, + OH + OH’ (1.4)
Net Reaksiyon: O, + Hy0y— O+ OH + OH’ (1.5)

2. Hidrojen peroksitin stiperoksit radikali ile reaksiyonu (Haber-Weiss

Reaksiyonu)

0; + Hy0,' -0,(*Ag) + OH + OH (1.6
3. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda
Elektron transferi: OH +0, '— O,(*Ag) + OH + OH’ (1.7)
Dismutasyon: 2H" + 20, ' -0, (*Ag) + H,0, (1.8)
1.5. Lipit Peroksidasyonu

Lipitlerin peroksidasyonu, canli hiicrelerde gerceklesen en zararli siireglerden
biridir. Hiicre ve organel membranlarinda ROS degeri esik degere ulastiginda
meydana gelmektedir (Montillet vd., 2005). Membran yapisinda bulunan
doymamis yag asidi zincirinden serbest radikallerin etkisi ile bir H' uzaklastirilir
ve boylece yag asidi zinciri bir lipit radikali 6zelligi kazanir. Olusan radikal O ile
tepkimeye girerek lipit peroksil radikalini olusturur. Lipit peroksil radikali de
diger lipitlerle zincir reaksiyonunu baglatir ve lipit hidroperoksitler olusur ve
MDA en Onemli Uriiniidiir (Akkus, 1995). MDA; hiicre membranlarindaki
elektron yiik degisimine etki ederek, bilesiklerin ¢apraz baglanmasina neden olur
ve enzim aktivitesinin, iyon gecirgenliginin degisimi gibi olumsuz durumlara
sebep olur (Montillet vd., 2005). Lipit peroksidasyonu, membran biitiinliigiiniin

bozulmasina ve elektrolit gecirgenliginin artmasina neden olur. Kalsiyum (Ca+2)
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ve Sodyum (Na*) gibi iyonlarm gecisini ve enerji mekanizmalarim etkileyebilir
(Halliwell ve Gutteridge, 1999).

1.6. Antioksidan Savunma Sistemi

Bitkiler, oksidatif stresin olusturacagr zarardan korunmak ig¢in antioksidan
savunma sistemi igermektedir. Arastiricilar bu sistemi “enzimatik ve enzimatik
olmayan” bilesenler olarak iki gruba ayirmistir. Enzimatik bilesenler arasinda
SOD, APX, monodehidro askorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz
(DHAR), glutatyon rediiktaz (GR), CAT ve peroksidaz grubundan olan diger
enzimler bulunmaktadir. Askorbik asit (AsA), glutatyon, a-tokoferol, flavonoitler,
fenolik bilesikler ve karotenoidler gibi bilesikler 1ise nonenzimatik
antiioksidantlar1 olusturmaktadir (Fryer, Oxborough, Mullineaux ve Baker, 2002;

Foyer ve Shigeoka, 2011; Kisa, Elmastas, Oztiirk ve Kayir, 2016).

1.6.1. Enzimatik Antioksidanlar

1.6.1.1. Askorbat peroksidaz

Dogrudan OH, siiperoksit ve singlet oksijen ile reaksiyona girmektedir.
Fotosentezin diizenlenmesi ve 1518in zararli etkilerine karsi metabolizmanin
korunmasinda oOnemli gorevleri vardir. Prostetik grup olarak metal iyonu
bulunduran enzimlerin aktivitelerinin korunmasinda da 6nemli bir role sahiptir.
En az bes farkli izoformdan (tAPX, gmAPX, sAPX, cAPX gibi) olusur. APX
CAT’a kiyasla H,O,’ye karsi daha yiiksek bir affiniteye sahiptir (Hsu ve Kao,
2007; Singh, Khan, Nazar ve Anjum, 2008).

1.6.1.2. Katalaz

Oksijene maruz kalan canlilarda bulunan yaygin bir enzimdir. Esas olarak
peroksizomlarda lokalize olmustur. Yapisinda 4 ‘hem’ grubu bulundurur. CAT,
SOD tarafindan inhibe edilmesi sirasinda olusan H,0,’yi su ve molekiiler

oksijene pargalayarak elimine etmektedir (Granger, Rutili ve McCord, 1981;
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Koltuksuz vd., 1999). CAT, H,0;’e spesifiktir, diger organik peroksitlere etki
etmez (Siems, Van Kuijk ve Maas, 1994.).

1.6.1.3. Siiperoksit dismutaz

SOD’lar oldukca yiiksek katalitik etkinlikte calisan metalloproteinlerdir
(Fridovich, 1986). O, ’i H,0,’e déniistiiriirler. Aktif merkezinde yer alan metal
iyonlara gore ii¢ tane izoenzimi bulunmaktadir. Bunlar; mangan igeren mangan
(Mn) SOD, bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) iceren Cu/ Zn SOD ve demir (Fe) iceren Fe
SOD’lardir (Edreva, 2005). Yapilan arastirmalarda SOD ifadelerindeki artigin
oksidatif stresle basa c¢ikmada ve bitkilerin stres kosullart altinda canliligini
stirdirmesinde 6nemli rolleri oldugu ileri siiriilmistiir (Harinasut, Poonsopa,
Roengmongkol ve Charoensataporn, 2003; Gapinska, Sklodowska ve Gabara,
2008; Attia, Karray ve Lachaa, 2009).

1.6.2. Nonenzimatik Antioksidanlar
1.6.2.1. Karotenoidler

Karotenoidler izopren birimlerinden olugmus, fazla sayida karbon-karbon g¢ifte
bag igeren, lipit yapili ve olduk¢a kararli organik bilesiklerdir (Foyer, Lelandais
ve Kunert, 1994). Kloroplastlarda, kromatoforlarda ve bitkinin diger plastitlerinde
degisen oranlarda bulunabilirler. Fotosentetik aktif dokularda 1s181n yakalanmasi,
fotosentez sirasinda olusan serbest radikallerin ve radikalik klorofil molekiillerinin
temizlenmesi ve ayrica tillakoidal membranlarin kararliliginin saglanmasinda rol
almak tiizere ti¢ farkli gérevi oldugu bildirilmektedir (Andersson ve Barber, 1996;

Horton, 2012).

1.6.2.2. Prolin

Prolinin hidroksiprolinde de oldugu gibi, karbon atomunda serbest amino grubu
yerine imino grubu iceren bir aminoasit ¢esididir. Proteinlerin diiz zincirlerinde
siskinliklere neden olur. Yapisina katildig1 bilesiklerin esnekligini azalttig1 i¢in

gerilimlerin kirilmasin saglar (Sekil 1.7.).
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Sekil 1.7. Prolinin kimyasal yapisi.

Hiicre bdliinmesi, yeni doku ve organ olusumu sirasinda ve ayrica bitki biiyiime
ve gelisimi i¢in gerekli optimal kosullar degistiginde, doku ve organlardaki
miktarinin artig gosterdigi bildirilmektedir (Bernhardt ve Tierney, 2000; Ashraf ve
Foolad, 2007). Hiicre boliinmesi, genislemesi ve fonksiyonlarina gore yeni
dokulara farklilasmasi sirasinda hacmi, sekli ve yapisi, turgor nedeniyle
degismektedir. Bu nedenle plazma zarim1 kusatan g¢eper materyalinin turgor
basinct degisimlerine karsi direngli bir yapida olmas1 gerekmektedir (Heuer, 1999;
Lamport, Kieliszewski, Chen ve Cannon, 2011). Bu da ancak geper proteinleri
dahil ceper materyali bilesenlerinin kimyasal ve biyokimyasal modifikasyonlari
ile saglanmaktadir. Arastiricilar prolinin, deoksiriboniikleik asit, protein ve
enzimlerin stabilizasyonunu artirmasi nedeniyle strese toleransin artirilmasinda
katkisinin ¢ok bliylik oldugunu ifade etmislerdir (Szabados ve Savoure, 2009).
Ayrica membran yapisinin korunmasi, serbest radikallerin sentezlenmesi, klorofil
biyosentezine katilmasi, gerekli kosullarda glikoza cevrilerek enerji kaynagi
saglamasi a¢isindan da O6nemli oldugu bilinmektedir (Tanner, 2008; Mattioli,

Costantino ve Trovato, 2009).
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2. LITERATUR OZETi

Bir agag tiiriiniin yasam siiresini tahmin etmek ve onu etkileyen faktorlerin
anlasilmasinda, biiytime ile ilgili neden-sonug iliskilerinin belirlenmesi 6nemli bir
adimdir. Agacin boyu, capi, gogls ylizeyi, hacmi ve agirhiginda goriilen
gelismeler arastirma ve incelemelere konu olmustur. Ancak agag tiirlerinde
organik kiitlenin olusumunda rol oynayan kimyasal bilesenlerin yasa bagli olarak
degisimi lizerine ¢ok fazla caligma yapilmamistir. Agaglar da fenotip, metabolik
ve kimyasal reaksiyonlar yasa gore onemli degisiklikler gosterdiginden, agaclarin
kimyasal igeriklerinin yasa bagli olarak aragtirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu
kisimda yasa bagli olarak agaglarda c¢ap, yaprak karakteristikleri, fotosentetik
pigmentler, prolin, toplam ¢oziiniir protein, glikoz ve sukroz gibi indirgen
sekerler, oksidatif metabolizma ve antioksidan bilesiklerin degisimine iliskin

yapilmis literatiir 6zetleri verilmistir.

Carsus ve Catal, (2010), 1994-1997 yillar1 arasinda Kastamonu, Zonguldak ve
Sinop bolgelerinde yayilis gosteren Dogu kayini (Fagus orientalis L.) agaglarinda
yas, boy ve ¢ap degisimlerinin kabuk kalinlig1 {izerine etkilerini belirlemek igin
tahmini modellerin gelisimini ¢alismistir. Bu amagcla, arastiricilar 41 ile 260 yas
arasi agaclar1 20’ser yillik ara ile 11 gruba (1=41-60, 2=61-80; 3=81-100, ....,
11=241-260), 10 ile >30 m boy araligindaki agaclar1 ise 3 gruba (I =10- 19.9 m;
I1 =20- 29.9 m ve III >30) ayirmislardir. Aragtirmacilar ¢calisma sonucunda birinci
boy grubunda bulunan agaclarin ¢ap ve kabuk kalinliginin diger gruplara gore (2
ve 3) daha ince oldugunu ve ayrica 241-260 yas aralifindaki agaglarda cap ve

kabuk kalinliginin ise en yiiksek degerde oldugunu saptamustir.

Carsus ve Cigek, (2007), dikim yoluyla olusturulmus, disbudak (Fraxinus
angustifolia Vahl.) agaglarinda, tek agagta ¢ap artimi tahmini modelini gelistirmek
icin 10 y1l boyunca gbzlemler yapmislardir. Arastiricilar ortalama mesgere yas1 28
olan agaglar icin 27 farkli 6rnek alani1 se¢mistir. Arastirmacilarin ¢ap artimina
(mm/y1l) iligkin bulgularinda; erken gelisim sathalarinda yillik halkalarin

genisliginin arttigini ancak c¢ap arttikca bu degerin diistiigiini, ¢ap artimi iizerinde
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yas ile birlikte mesgere sikligi, bonitet ve iklimsel parametrelerin de etkili

oldugunu tespit etmisglerdir.

Jiao, Jiang, Wang, Zhang ve Zhang, (2017), Schrenk ladinde (Picea schrenkiana
Fisch.) ii¢ farkli yas sinifi (<100, >100,>200) agaglarda, iklim degisikliginin ¢ap
artimi lizerine etkilerini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda, govde artimi, ¢ap gelisimi,
yillik gelisim halkasi genisligi lizerinde en fazla kuraklik, yagis ve maksimum

ortalama sicakligin etkili oldugunu ortaya koymuslardir.

England ve Attiwill, (2006), farkli yas (6-240) ve boylardaki (8-10 m) okaliptus
(Eucalyptus regnans F. Muell) agaglarinda yas ve boya bagli olarak yaprak
morfolojisi ve anatomisinin degisimlerini incelemislerdir. Arastiricilar yas ve boy
arttikca yaprak yiizey alaninin indirgendigini buna karsin sertligin arttigini
saptamiglardir. Ayrica yasli ve uzun agaclarda yaprak uzunluguna gore yaprak

eninin ¢ok darlastigini da belirlemislerdir.

Steppe vd., (2011), yaprak fizyolojisinin aga¢ boyu ve yasiyla nasil degistigini
aragtirmak amaciyla hem gimnosperm (Sequoia sempervirens (D. Don) Endl.,
Sequioa giganteum Lindley, Picea abies L., Pinus sylvestris L., Picea rubens
Sargent, Pinus aristata Engelmann) hem de angiosperm (Acer amoenum Thunb,
Acer japonicum Thunb., Quercus faginea Trab. not Villar, Quercus ilex L.) yas,
boy, yapraklarin gaz degisim kapasitesi ve yaprak yapisin1 incelemislerdir.
Aragtirma sonucunda yaprak fizyolojisinde degisikliklerden sorumlu olan temel
faktorlerin yaprak anatomisi, morfolojisi, kimyasi, aga¢ yasi ve boyu oldugunu

belirtmislerdir.

Hutchison, Sherman, Weber, Smith Sssinger ve Greenwood, (1990), 1, 5, 17 ve
45 yaslarindaki Larix laricina (Du Roi) K. Koch agaglarinda, yasin fotosentez ve
gen ekspresyonlari lizerine etkilerini arastirmislardir. Calisma sonuglarina gore
yas arttikca yaprak agirligi, kalinligi, eni, klorofil miktar1 ve net fotosentez {iriinii
artls gostermistir. Arastirmacilar 17 yasindaki agacta yaprak eninin en yiiksek
oldugunu, 45 yas grubundaki agaglarda ise yaprak kalinligi, agirligi, klorofil

miktar1 ve net fotosentez liriiniin maksimum oldugunu kaydetmislerdir.

21



Turfan vd., (2016-2017), farkli yas gruplarindaki (18-600) orman agacglarinda
karacam (Pinus nigra L.), kayin (Fagus orientalis L.), ceviz (Juglans regia L.),
kestane (Castanea sativa L.), Uludag goknari (Abies nordmanniana subsp.
bornmulleriana Mattf.) ve saricam (Pinus sylvestris L.) fotosentetik pigment
(klorofil a, klorofil b), toplam klorofil, toplam karotenoid miktarlarim
incelemislerdir. Arastirma sonuglarina gore; klorofil-a, 400 yas iizeri ceviz
agaclarinda yiiksek bulunurken 200 yas iizeri karacam agaclarinda diisiik
bulunmustur. Klorofil-b miktar1 en yiiksek karagam (50 yas iizeri), en diisiik ise
kaymn (25 yas lizeri) agaclarinda bulunmustur. Toplam klorofil miktarinin ise
kestane agaglarinda (400 yas) en yiiksek, karacam agaclarinda (100 yas iizeri) en

diisiik degerde oldugu bulunmustur.

Weiser vd., (2003), aga¢ yast ve mikro iklimin antioksidan metabolizmasi ve
oksidatif stres lizerine etkilerini incelemislerdir. Bu dogrultuda, 5 yasindaki Fagus
sylvatica L. fidanlarinin bir bolimii giineste birakilmig, kalan kismi ise 55
yasindaki agaclarin gblgesinde yetistirmislerdir. Arastiricilar incelemeleri sonunda
aga¢ yasina bagli olmaksizin gilineste yetisen kaym fidelerinin yaprak yiizey
alanlarmin, pigment igeriklerinin ve antioksidan savunma sistemlerinin golgede
yetisen kaym agaclarina gore daha diisilk oldugunu; 1sikta yetisen kayin
fidelerinde ise yaprak ylizey alaninin yash agaclara oranla daha genis oldugunu
gozlemlemislerdir. Agac yasi ve 151k etkisi temel alindiginda ise 1sikta yetisen
olgun kayin agaclarinda yaprak ytizey alan1 ve klorofil pigmentlerin miktari; 1s1kta
yetisen gen¢ kaymn agacglarina gore daha yiiksek oldugunu belirlenmistir.
Arastiricilar yaprak yapisi ve kimyasal bilesiklerde gézlenen bu degisimlerin agac

yasina bagli olarak artan yaprak yiizey alaniyla iligkili oldugunu vurgulamislardir.

Iglesias, Lliso, Tadeo ve Talon, (2002), turunggillerin gelisimini tamamlamis yeni
yapraklari, gelisimini tamamlamis yapraklar, olgun ve yash yapraklarinda
fotoasimilat miktari, fotoasimilatlarin kaynak-havuz oranina gore dagilimini
incelemislerdir. Arastiricilar yeni olusan olgunlasmamis ve yasli yapraklarda
fotosentez hizinin diisiik oldugunu, tamamen gelismis geng Yyapraklarda ise
oldukga yiiksek degerde oldugunu belirlemislerdir. Bunun yani sira heksozlar

olgunlasmamis yapraklarda tamamen gelismis geng ve yaslh yapraklara gore daha
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yiikksek bulunurken, sukroz igerigi tamamen gelismis yapraklarda, nisasta ise
gelismemis ve yash yapraklarda artis gostermistir. Arastiricilar fotosentez
tirlinlerinin dagilabilecek havuz oranindan fazla olmasi durumunda agaglarda
karbonhidrat birikimi (nisasta) oldugunu, asir1 biriken nisastanin kloroplast
zarlarini tahrip ederek biiylime ve gelismenin baskilanmasina neden oldugunu da

ifade etmislerdir.

Copenhaver ve Tinker, (2014), Kontorta ¢ami1 (Pinus contorta var. Latifolia)
yetisme alaninda ¢ikan yangin sonrasi yeriistii biyokiitlesini yasa bagli olarak
arastirmiglardir. Bu amagcla 21 degisik bolgeden, 24 ile 60 yaslar1 arasinda degisen
agaglardan yaprak Orneklerini toplamislardir. Arastirma sonucuna gore 24 yas
grubu agaclarindaki toplam biyokiitlenin agaclarin 60 yas grubu agaclardan daha
yiiksek oldugu bulunmustur.

Genet, Bréda ve Dufréne, (2009), kayin (Fagus sylvatica L.) ve mese (Quercus
petraca (Matt.) Liebl) agacglarinda, aga¢ yasina bagh olarak karbon miktarinin
degisimini arastirmiglardir. Calismalarinda mese icin 30-134, kayin agaglari i¢in
14-175 yas araligindaki agac 6rneklerini kullanmiglardir. Arastiricilar agag yasina
bagli olarak karbonhidrat miktarinin mese agaclarinda 12,5 g/kg’dan 70,7 g/kg’a
ciktigini, kayn agaclarinda ise 4,3 g/kg’dan 37,4 g/kg’a ¢iktigini belirlemislerdir.
Ayrica, kayin agaglarinda yasa bagh lireme ve gelismenin daha fazla artmasi
nedeniyle depolanabilir karbonhidrat miktar1 daha diisiik ancak kullanilabilir

(¢Oziiniir) karbonhidrat miktari ise daha yiiksek kaydedilmistir.

Turfan vd., (2016-2017), farkli yas gruplarindaki (18-600) orman agaglari olan
karacam (Pinus nigra L.), kayin (Fagus orientalis L.), ceviz (Juglans regia L.),
kestane (Castanea sativa L.), Uludag goknari (Abies nordmanniana subsp.
bornmulleriana Mattf.) ve saricam (Pinus sylvestris L.) ibre ve yaprak
orneklerinde indirgen seker, toplam karbonhidrat ve nisasta miktarlarinin
degisimlerini incelemislerdir. 400 yas grubundaki kestane agaclarinda indirgen
sekerler, toplam ¢oziiniir ve karbonhidrat degerlerinin, 25 grubu agaclarda ise

nisastanin en yliksek degerde oldugu bulunmustur.
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Kasmani J. vd., (2011), 6, 8 ve 10 yas araliginda degisen okaliptiis (Eucalyptus
camaldulensi Lam. not Ten.) agaglarinda seliiloz, hemiseliiloz, lignin ve kiil
miktarini arastirmiglardir. Arastiricilar 10 yasindaki agaglarda seliiloz, lignin ve
ekstaktif madde miktarinin en yiiksek, kiil miktarinin ise en diisiik degerde
oldugunu saptamislardir. Hemiseliiloz miktar1 ise 6 yasindaki agaglarda en yiiksek

olarak belirlenmistir.

Literatiirlerde oksidatif stres ve antioksidan metabolizma tlizerine agag¢ yasinin
etkisine dair yapilmis bilesik fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte bu

kisimda iilkemizde yapilan ¢alismalarin 6zet bilgileri verilmistir.

Weiser vd., (2003) mikro iklim ve aga¢ yasinin oksidatif stres ve antioksidan
metabolizmast iizerine etkilerini aragtirmiglardir. Arastirmacilar bu amagla 5
yasindaki Fagus sylvatica L. fidanlarinin bir kismini giineste bir kismini da 55
yasindaki agaclarin gblgesinde yetistirmislerdir. Arastiricilar incelemeleri sonunda
agac yasina bagli olmaksizin giineste yetisen kaym fidelerinin antioksidan
savunma sisteminin golgede yetisen kayin agacglarina gore daha diisiik oldugunu
gozlemlemiglerdir. Agac yasi ve 1s1k etkisi temel alindiginda ise 1sikta yetisen
olgun kaym agaclarinda karotenoidler (ksantofil, lutein, karoten), askorbat ve
tokeferol iceriklerinin ise 1sikta yetisen geng¢ kayin agaclarina gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Arastiricilar kimyasal bilesiklerle gézlenen bu degisimlerin
aga¢ yasina bagli olarak artan antioksidan kapasitesi yiiksekligi ile iliskili

oldugunu vurgulamislardir.

Nufiez, Gérant, Maillard ve Bréda, (2010), 40 yasindaki mese (Quercus petraea
(Matts.) Liebl.) ve kayin (Fagus sylvatica L.) agaglarinda protein miktarinin
mevsimsel degisimini incelemek amaciyla haziran ve ekim aylarinda dal, kok ve
govdeden Ornekler almislardir. Arastirma sonuclarina gore; mese agaclarinda

haziran aymdaki protein icerigi daha yiiksek bulunmustur.

Turfan vd., (2016-2017), farkli yas gruplarindaki (18-600) orman agacglarinda
karacam (Pinus nigra L.), kayin (Fagus orientalis L.), ceviz (Juglans regia L.),

kestane (Castanea sativa L.), Uludag goknari (Abies nordmanniana subsp.
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bornmulleriana Mattf.) ve sarigam (Pinus sylvestris L.) oksidatif stres (MDA,
H,O;) ve enzim (APX, CAT, SOD), prolin ve protein aktivitelerini
incelemislerdir. Calisma sonuglarima gore; en yiiksek MDA goknar (60 yas)
agaclarinda bulunurken en yiiksek H»O, kestane (=100 yas) agaglarinda
saptanmistir. Aragtirmacilar ¢alismalarinda, enzim aktivitelerinin yaga bagli olarak
onemli degisim gosterdigini saptamislardir. Ornegin APX aktivitesi 18 yasindaki
kayin agacinda, CAT aktivitesini anit karacam (>500 yas), SOD aktivitesini ise
100 yasindaki goknar agaclarinda en yiiksek belirlenmistir. Prolin aktivitesi en
yiiksek goknar, en diisiik kestanede kayit edilmistir. Protein ise en yiiksek degeri

kestane, en diisiik goknar agaclarinda bulunmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsma Alaninin Genel Ozellikleri

Bu c¢alisma, Kastamonu sehir merkezine 86 km uzakliktaki Abana ilgesi
Harmason mahallesinde gerceklesmistir (Sekil 3.1.). Bu alan cografi bolge olarak
Karadeniz Bolgesi’nin Bat1 Karadeniz Boliimii’nde 41° 58" 48" kuzey enlemleri ile
33' 59' 54" dogu boylamlar1 arasinda yer almaktadir. Calisma alanmm bakis
kuzey bakili ve 14 m yiikseltisi bulunmaktadir. Calisma alanin topografik haritada
ve Google Earth’de genel goriintiileri Sekil 3.1.”de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Calisma Alan1 Google Earth goriintiisii ve Tiirkiye haritasindaki konumu.

Meteoroloji istasyonundan alinan iklim verilerine (1960-2014) gore; alanda yillik
ortalama sicakligin en yiiksek oldugu ay 30,2°C ile temmuz ve agustos, en soguk
ay ise -3,5°C ile ocak ve subat aylaridir (Tablo 3.1.).Yaz mevsiminin nemli gegtigi
alanda, en yagish ay 142,2 mm ile araliktir. En kurak ay ise 48,1 mm ile

temmuzdur (DMI, 2014; Sariyildiz ve Savaci, 2016).
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Tablo 3.1. Calisma alammin 1960-2014 yillar: arasindaki ortalama yagis ve sicaklik verileri (DMI, 2014).

Meteorolojik AYLAR

Elemanlar 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Yilhk
Abana | qg6 | 196 | 214 | 247 | 265 | 287 | 302 | 302 | 280 | 264 | 235 | 204

Max. Sic (°C)

Abana

MinScecy | 35 | 85 | 14 | 23 | 62 | 111 | 142 | 142 | 103 | 59 24 | -06
Abana

Ort Seec) | 58 |58 7.0 105 | 148 | 193 | 219 |218 | 182 | 145 | 110 |80 | 132
Abana

Ort.yagis 1089 |850 |777 | 497 |518 |489 | 481 |591 |918 |137.7 | 1244 |142.2 | 10253
(mm)

27




Maden Tetkik ve Arama (Akbas vd., 2002)’ya gore alanin jeolojik anakayasi
Eoson zamaninda olusmus, kirintililar ve karbonatlar (el-2) olustugu
gorilmektedir (Sekil 3.2.). 2015 FAO’ya gore biiyiik toprak grup haritasina
bakildiginda Abana il¢esindeki topraklar nemli, kambisol toprak Ozelliklerine

sahiptir (URL-5).

JEOLOJI FORMASYON %]
AGIKLAMA SIMGE YAS

Sekil 3.2. Calisma alanin jeolojik haritasi.

Abana ilgesi Harmason mevkiisinde bulunan dort farkli yas gruplarinda ¢inar
agaglarindan (=50 yil, >100 y1l, >200 y1l ve >500 yil) yaprak ornekleri (Fotograf
3.1,; 3.2,; 3.3. ve 3.4 2017 yilinda Temmuz ayinin 2. haftasinda toplanilmustir.
Calisma alaninda bulunan 500 yas {izeri anit agaglarin bazi silvikiiltiirel 6zellikleri
ayrintili olarak Erik (2015) tarafindan yapilan ¢alismada verilmistir. Bu ¢aligmaya
gore, genel olarak 500 yas iizeri anit ¢inar agaglarinin boyu yaklasik 20 m, ¢evresi
(130 ecm gogiis yliksekliginde) yaklasik 550 cm ve dip ¢evresi ise 620 cm’dir
(Erik, 2015). Calisma alaninda bizim yaptigimiz Olgiimler benzer sonuglar
vermistir. Diger yas gruplarinda yapilan dlgiimlerde ise 200 yas iizeri agacin
gogiis yliksekligindeki (130 cm) cevresinin 191 cm, 100 yas iizeri agaclarin
cevresinin 165 cm ve 50 yas lizeri agaglarin ¢evresini ise 68 cm olarak tespit

edilmistir (Tablo 3.2.).
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Fotograf 3.2. 200 yas {izeri agacin genel goriintiisii.
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Fotograf 3.3. a 100 yas iizeri agacin genel goriintiisii, b. 100 ve 200 yas iizeri agaglarin
yan yana goruntisii.

Fotograf 3.4. Calisma alanin genel goriintiisii (soldan saga 100 yas iizeri agag, 200 yas
iizeri agag¢ ve 500 yas lizeri agac).

30



Tablo 3.2. Farkli yash ¢inar agaglarin bazi silvikiiltiirel dzelliklerinin belirlenmesi.

~500 Boy (m) Cevre (1,30 (CM) Dip Cevre (o,30) (CM)
B 20 550 620
Yas >200 >100 >50

Cevre (d1,30) (Cm) 191 165 68

Caligsma alanindaki farkli ¢inar agaglarinin ortalama yas1 tayininde, 500 yas iizeri
anit agac icin Erik (2015) tarafindan gerceklestirilen ¢alismadan faydalanilmistir.
200, 100 ve 50 yas lizeri ¢inar agaglarinda ise her deneme alanindaki ii¢ galip
agacin gogiis yiiksekliginden (1,30 m) Pressler artim burgusu yardimiyla alinan
artim kalemleri lizerindeki yillik halkalar sayilmigtir. Artim burgusu yardimiyla
agacin yasi saptanirken; yillik halka 6l¢iimiinde olusabilecek hatayr Onlemek
amactyla artim kalemlerinin birbirine dik iki yonde olmasina 6zen gosterilmistir
(Carus, 1995). Ayn1 galip agaclarin ¢aplar1 agacin iist yamacindan olmak iizere,
capraz olarak cm duyarlilikla gogilis ylizeyinden aga¢ cap Olger yardimiyla

belirlenmistir.

Calisma alaninda belirlenen, 500 yas tizeri (2 agag), 200 yas lizeri (1 agag), 100
yas lizeri (1 agag) ve 50 yas lizeri (2 agag) agaclarin alt kistmlardan ve baktig1 her
bir yonden tam gelismis ve saglikli taze yapraklar toplanmistir. Taze yaprak
orneklerinde fotosentetik pigment miktarlar (klorofil a, klorofil b ve karotenoid),
prolin, protein, lipit peroksidasyonu ve H,0O,, glikoz, sukroz, toplam ¢o6ziiniir
karbohidrat igerikleri ile APX, CAT ve SOD enzim aktiviteleri belirlenmistir.

3.2. Laboratuvarda Yapilan Calismalar

3.2.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma ve Merck
firmalarindan satin alinmistir. Deneylerde; analitik terazi (Precisa), 1sitmali su
banyosu (Niive bath nb20), vortex (Velp Scientifica), spektrofotometre (T80
UV/VIS Spectrometer PG Instruments.), pH metre (Thermo Scientific Orion 4
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Star), santrifiij (Elektro-mag M815 P), manyetik karistirict (WisStir MSH-20A)

ve mikro pipetler (Eppendorf) ile saf su cihazi (Zeneer Power) kullanilmustir.

3.2.1.1. Kullanilan kimyasal ¢ozeltiler

%80 Aseton: 80 ml aseton ile 20 ml saf su karistirilmistir.

%3 siilfosalisilik asit: 3 gr siilfosalisilik asit 100 ml saf suda ¢6ziindiirilmiistiir.

Asidik ninhidrin: 1,25 gr ninhidrin 30 ml glasiyel asetik asit (%96) igerisine

konulmus ve tizerine 20 ml 6 M ortofosforik asit ilave edilmistir.

6 M orthofosforik asit: 100 ml saf su 1 000 ml balon jojeye konulmus, tizerine
405,5 ml ortofosforik asit ilave edilmistir. Daha sonra 494,5 ml saf su ilave

edilerek son hacim 1 000 ml’e tamamlanmustir.

L-prolin standart stogu: 0,025 gr L prolin tartilarak 250 ml %1’ lik siilfosalisilik

asit igerisinde eritilmis ve stok hazirlanmistir.

0,2 M Disodyum Fosfat (Na;HPOy). 12 H,0: 71,64 gr tartilip 1 000 ml saf suda

eritilmistir.

0,2 M Monosodyum Fosfat (NaH,PO,). 1 H,0: 27,6 gr tartilip 1 000 ml saf suda

eritilmistir.

50 mM NaH,PO, tamponu: 0,2 M Na,HPO,. 12 H,O’dan 43,5 ml, 0,2 M
NaH,PO, 1 HyO’dan ise 6,5 ml alinmig, Tlzerine 0,0292 gr
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) eklenmis ve saf su ile 100 ml’ye

tamamlanmuistir.

Brillan Blue reaktifi: 100 mg Coomassie Brillant Blue, 50 ml %95’lik etil alkolde
¢Oziilmiistiir. Karigima 100 ml %85°1lik ortofosforik asit eklenerek 600ml’ye saf

su ile tamamlanmistir. Elde edilen ¢ozelti filtre kagidindan siiziilmiistiir.
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Stiziintiiye %85°lik gliserol eklenerek 1000 ml’ye saf su ile tamamlanmistir

(indikator ¢ozelti).

%0,1 Trichloro Asetik asit (TCA): 0,1 gr TCA, 100 ml saf su igerisinde

¢Ozlindlirilmustir.

%20 TCA: 20 gr TCA 100 ml saf su icerisinde ¢oziindiirilmiistiir.

Thiobarbiitirik asit (TBA): 0,5 gr TBA, 100 ml %20 TCA igerisinde

¢Ozlindlirilmustir.

50 mM Mono Potasyum Fosfat (KH,PO,) tamponu: 0,68 gr KH,PO,4, 100 ml saf
suda eritilmistir. 0,4 gr almip Sodyum Hidroksit (NaOH), 100 ml saf suda
eritilmistir. Daha sonra mM KH;PO, tamponundan 50 ml alinmis iizerine 22 ml
NaOH solusyonundan ilave edilmistir. Karisim saf su ile 100 ml’e tamamlanmig

pH 7 ayarlanmistir. Bu karisim ise saf su ile 400 ml’e tamamlanmastir.

Potasyum iyodiir (KI): 16,6 gr KI, 100 ml saf suda eritilmistir.

%1 TCA: 1 gr TCA, 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir.

H,0; tayininde kullanilan koér: 500 pl %1 TCA, 500 ul 50 mM KH,PO,4 tamponu

ve 1 000 pl KI solusyonu ile hazirlanmastir.

H,0; stogu: 20 mg toz H20,, 40 ml %0,1 TCA igerisinde ¢oziilmiistiir.

%380 etanol: 80 ml etanol ile 20 ml saf su karigtirilmistir.

Anthron reaktifi: 200 mg Anthron, 100 ml soguk siilfiirik asit (%96) igerisinde
¢Ozilmiistiir.

%52 Perklorik asit: firmadan alinmustir.

Glikoz stogu: 1 gr glikoz 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir.
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Sukroz stogu: 1 gr sukroz 100 ml saf suda ¢ozlilmiistir.

3.2.2. Klorofil ve Karotenoid Miktarimin Tayini

Farkli ¢inar agaglarindan toplanan yaprak oOrneklerinde klorofil miktariin
belirlenmesi igin 0,500 gr 6rnek 10 ml %80’lik aseton ile homojenize edilmistir.
Homojenatlar eppendorf tiiplerine alinmis ve 3000 rpm’de 10 dakika santriifiij
edilmistir. Stipernatantlar alinarak {i¢ farkli spektrofotometre degerinde (450, 645,
663 nanometre (nm)) Sl¢timler yapilmistir. Deneyler ti¢ tekrarli yapilmistir. Arnon
denklemi (Arnon, 1949) yardimiyla toplam klorofil miktari, Jaspars formiilii
(Witham, Blaydes ve Devlin, 1971) ile de karotenoid miktari hesaplanmistir.
Klorofil ve karotenoid miktarlarinin belirlenmesinde asagidaki denklemler

kullanilmustir.

Klorofil a mg /gr 6rnek:

[(12,7 x A663)] - [(2.69 x A645)] x [(\V/1000 x W)] (3.1)
Klorofil b mg/gr ornek:
[(22,9 x AB45)] - [(4.68 x A663)] x [(\V/1000 x W)] (3.2.)

Toplam klorofil mg/gr 6rnek:
(a+b)=[(20,2 x A645)] + [(8,02 x A663)] x (/1000 x W)] (3.3.)

Toplam karotenoid mg/gr 6rnek:

[(4.07 x D450)] - [(0,0435 x klorofil a + 0.367 x klorofil b)] (3.4.)

3.2.3. Prolin Miktar Tayini

Prolin miktar1 Bates, Waldern ve Teare, (1973) metodu kullanilarak yapilmstir.
0,500 gr 6rnek, 7 ml %3’liik siilfosalisilik asitte homojenize edilmis ve kisa siireli
vortekslenmistir. Homojenat ¢ift kat kurutma kagidi ile siiziilmiistiir. Siizlintiiden
2 ml almarak cam tiiplere (20 ml) konulmus ve {izerine sirasiyla 2 ml glasiyel

asetik asit (%96) ve 2 ml’de asidik ninhidrin ilave edilmistir. Tiiplerin agzi
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parafilm ile sikica kapatilmis ve toplu igne ile kiigiik delikler agilmistir. Biitiin
tiipler 100°C’de sicak su banyosunda 60 dakika inkiibasyona birakilmistir ve daha
sonra tlipler buz banyosunda oda sicakligina sogutulmustur. Soguyan orneklere 4
ml soguk toulen ilave edilerek vortekslenmistir. Her tiipiin iist kisminda olusan
pembe fazin 520 nm’de absorbansi Olgiilerek kaydedilmistir. Kor olarak ya da
spektrofotemetreyi dengelemek icin toluen kullanilmistir. Sonuglar prolinden
(Merck) hazirlanan standart grafik yardimiyla gr taze doku basina prolin miktari

olarak hesaplanmistir (Grafik 3.1.)

Prolin pmol: pg prolin x ml (toluen) /115,5/6rnek (gr)/5 (3.5.)
1 -
09 - y =0,1174x + 0,183
' R?=0,9541
0,8 -
= 0,7
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S 0,6 -
= 05 -
2 04 -
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Prolin miktar1 (umol/gr)

Grafik 3.1. Prolin standart grafigi.

3.2.4. Protein Miktarinin Belirlenmesi

Yapraklardaki protein miktar1 Bradford (1976) yontemine gore belirlenmistir.
Yontemde kullanilan Coomassie brillant blue G-250 boyasi negatif yiiklidiir ve
protein iizerindeki pozitif yliklere baglanir. Bu boyanin kirmizi ve mavi olmak
tizere cesitli renk formlar1 vardir. Boya ile protein baglandiginda kirmizi form
mavi forma doniisiir. Protein miktariin belirlenebilmesi i¢in 0,500 gr toz 6rnek,

5ml, 50 mM Nafosfat tamponu (pH 7,6) ile homojenize edilmistir. Orneklerin
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homejenizasyonu buzlu ortamda yapilmistir. Ezilen 6rnek cift katl: tiilbent bezi ile
siiziilmiis ve eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Ornekler +4 °C’te 10 000 g’de 15-
20 dk santrifiijlenmistir. Siipernatantlardan 300 pl alinmis tizerine 200 pl saf su ve
en son olarak da 500 pul Coomassie brillant blue G-250 reaktifi eklenmistir.
Ornekler kisa siireli vortekslenmis ve 10 dk karanlikta inkiibasyona birakilmustir.
Inkubasyondan sonra 595 nm de absorbanslar kaydedilmis ve Bovin Serum
Albiimin (BSA) ile standartlar (0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32 mg/ml)
hazirlanmistir. Stantdart grafik yardimiyla yapraklardaki protein miktar1 mg/gr
olarak belirlenmistir (Grafik 3.2.).

0,14

y =0,0237x + 0,0056
012 - R =0,9968

0,08 -

0,06

0,04

0,02

Absorbans degeri (595 nm)

Protein miktar1 (mg/gr)

Grafik 3.2. Protein standart grafigi.

3.2.5. Malondialdehid Miktar Tayini

MDA miktar1 Lutts, Kinet ve Bouharmont (1996) tarafindan onerilen yontem esas
aliarak yapilmistir. 0, 500 g 6rnek 5 ml %1°lik TCA eklenmis, kisa siire
vortekslenerek cift kat tiilbent bezi ile siiziilmiistiir. Homojenat 10.000 rpm devir
hizinda 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Siipernatanttan 1 ml alinarak 10 ml
cam tiiplere aktarilmis ve iizerine 1 ml TBA ilave edilmistir. Karisim 95 °C’ deki
sicak su banyosunda 60 dakika bekletilmis ve buz banyosunda oda sicakligina

sogutulmustur. Ornekler spektrofotometrede (T80 UV/VIS Spectrometer PG
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Instruments Ltd) 532 ve 600 nm’ de okutulmustur. Igerisinde %20 TBA bulunan
%0,1°lik TCA kullanilmistir. Yapraklardaki MDA konsantrasyonu, 155 mMcm™

olan “extinction (sogurma) katsayisi” kullanilarak pmol/g olarak belirlenmistir
(Grafik 3.3.).

MDA (A532-A600) x ekstrakt hacmi (ml)/155/cm x 6rnek miktar1 (mg)  (3.6.)
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Grafik 3.3. MDA standart grafigi.

3.2.6. Hidrojen Peroksit Miktar Tayini

0,500 gr yaprak ornegi 5 ml %]1’lik (w/v) TCA’da homojenize edilmistir.
Homojenat 12 000 gr’de 10 dk santrifiijlenmistir. 0,5 ml siipernatant tizerine 10
mM (pH 7) fosfat tamponu ve 1 M KI ilave edilerek 355 nm’de absorbansi
olgtilmistir (Velikova, Yordanov ve Edrava, 2000). 2, 4, 8, 16, 20 ve 24 ul
konsantrasyonlarinda hazirlanan standartlardan elde edilen grafik yardimiyla H,0,

miktart belirlenmistir (Grafik 3.4.).
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Grafik 3.4. H,O, standart grafigi.

3.2.7. Glikoz, Sukroz ve Toplam Coéziiniir Karbonhidrat Tayini

Sekerler ve toplam ¢oziiniir karbohidrat miktar1 anthron metodu (Pearson, Melon
ve Ronald, 1976) kullanilarak yapilmigtir. 1 gr 6rnek igerisinde 50 ml %80’lik
etanol olan balon jolelere konulmus ve +4 °C'ta 24 saat inkiibe edilmistir.
Homojenat ¢ift kath filtre kdgidindan (kaba kurutma kagidi da olur) siiziilmiis
(stiziintii 1) ve etanolii 2-3 ml kalacak sekilde 60 °C'lik su banyosunda
buharlastirilmistir. Kalan posa ise 30 ml saf su igerisinde +4 °C'de 24 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Kalan posa ise 30 ml %52’lik periklorik asit ilave
edilirek +4 °C'ta 24 saat inkiibe edilmistir. Karisim siiziilmiis ve bu siiziintii de
sukroz tayininde kullanilmistir. Glikoz ve sukroza ait siiziintiilerden 2 ml alinmig
ve cam tiiplere konulmustur. Tiipler kisa siireli vortekslenmis ve iizerin 5 ml
anthron reaktifi ilave edilmistir. Karisim 10 dk sicak su banyosunda inkubasyona
birakilarak reaksiyonun baslamasi saglanmistir. Tipler buz banyosunda oda
sicakligina sogutulmus ve glikoz icin 630 nm, sukroz i¢in ise 620 nm’de
absorbanslart okunmustur. Glikoz ve sukroz miktarlar1 her bir bilesik igin
hazirlanmis standart grafikleri yardimiyla pg/gr olarak hesaplanmistir (Grafik 3.5.
ve 3.6.). Toplam ¢oziinlir karbonhidrat miktari glikoz miktar1 esas alinarak

Olclilmiistiir.
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Grafik 3.5. Glikoz standart grafigi.
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Grafik 3.6.Sukroz standart grafigi.
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3.2.8. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi ve Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Enzim ekstraktlarini hazirlamak icin; 0,500 gr 50 mM’lik (i¢inde 0,1 mM Na-
EDTA bulunan, pH 7,6) fosfat tampon ¢ozeltisi ile (5 ml) homojenize edilmistir.
Sonrasinda 6rnekler 10 000 gr ve + 4’de 15 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen

siipernatantta APX, CAT ve SOD enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

3.2.8.1. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

APX enzim aktivitesi Nakono ve Asada (1981)’ya gore belirlenmistir. EDTA (0,1
mM), H20, (1 mM), AsA (0,25 mM) ve enzim 6rnegi igeren 1 mL 25 mM (pH 7)
fosfat tamponu kullanilarak reaksiyon karigimi hazirlanmistir. 290 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri kayit edilmis, 2,8 mM™ cm™ katsayis1 kullanilarak
APX aktivitesi hesaplanmustir.

3.2.8.2. Katalaz aktivite tayini

CAT aktivitesi; Bergmeyer (1974) tarafindan Onerilen yoOnteme gore
belirlenmistir. Reaksiyon ortaminda 50 mM sodyum fosfat (pH 7,4), 300 ul H,O;
ve 50 pl ornek ekstrakti kullanilmistir. Kiivet icindeki reaksiyon hacmi 2 ml
olarak belirlenmistir. Kor olarak H,O, ve tampon kullanilmigtir. Hy0»
eklenmesiyle reaksiyon bagslatilmis ve 240 nm’de 2 dakika siiresince absorbans
degerindeki degisim kayit edilmistir. Reaksiyonun baslangi¢ ve bitis anlarindaki
absorbans degerleri aktivite hesaplamalarinda kullanilmistir. CAT’a ait & degeri
sogurma katsayist olup 40 mMem ™ dir. Asagidaki formiille, mililitredeki protein
miktarina boliinerek spesifik aktivite (SA) degerleri hesaplanmistir. SA’nin birimi

pmol/ml/dakika: tinite/mg’dir.

SA: AAbs(240) /dakika * V(ml)/e mM x V (enzim) x Cprotein (3.7)
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3.2.8.3. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesi, Nitro blue tetrazolium kloridin (NBT) 1s1k altinda O, tarafindan
indirgenmesi yontemine gore Ol¢iilmiistiir. Reaksiyon karistmi 50 mM sodyum
fosfat (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 48,75 mM metionin, 180 uM NBT, 60 uM
riboflavin igerecek sekilde hazirlanmistir. NBT’nin ve riboflavinin 1siktan
olumsuz etkilenebilecekleri ihtimali g6z Onilinde bulundurularak soliisyon 1sik
gecirmeyen (amber) siselerde hazirlanmis ve bu iki kimyasal, karigima en son
ilave edilmistir. SOD 6lgiimiinde tek dalga boyu kullanildig1 i¢in, hata paymi en
aza indirmek amaciyla 6rnekler ii¢ tekrarlt ¢alisilmistir. Cam tiiplere dncelikle 50,
100 ve 150 pl olacak sekilde enzim drneklerinden ilave edilmis ve son hacim 3 ml
olacak sekilde tiiplerin iizerine reaksiyon karisimi ilave edilerek vortekslenmistir.
Agizlan kapak ile kapatilan tiipler 30 dakika siire ile 300 pmol m%st 15182 maruz
birakilmigtir. Siirenin tamamlanmasinin ardindan 6rneklerin absorbans degerleri
560 nm’de spektrofotometrede okunmus ve yiizde inhibisyon hesaplamasi igin
kaydedilmistir (Beyer ve Fridovich, 1987). SOD aktivitesi birimi EU/ mg

Protein’dir.

3.2.9. istatiksel Yontemler

Farkli yas gruplarindaki c¢inar agaci yapraklarinin kimyasal analizlerinde
(fotosentetik pigment, prolin, toplam ¢o6ziinir protein, glikoz ve toplam
karbohidrat miktarlari, MDA ve H,0, konsantrasyonlari, APX, CAT ve SOD
aktiviteleri) denemeler 3 tekrarli olarak yapilmistir ve elde edilen veriler istatiksel
olarak karsilastirilmistir. Ozellikle, korelasyon testi kapsaminda tekrar sayisi
karsilagtirma igin yeterli ve giivenilir sonuglar saglamayabilir. Yine de elde edilen

sonuglar tablolar halinde sunulmustur.

Yapilan 6l¢imler sonucu elde edilen degerler Basit Varyans Analizi (ANOVA) ile
%95 giiven diizeyinde karsilastirilmustir. Olgiilen degerler bakimindan istatistiksel
olarak anlamli farklililk bulunmasi (p<0,05) durumunda gruplar arasi ikili
karsilastirmalar i¢in Tukey testinden yararlanilmistir. Istatistik analizler IBM

SPSS Statistics 20 programi kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Farkli yas gruplarindaki ¢inar (Platanus orientalis L.) agaglarina ait yaprak
orneklerinde belirlenen fotosentetik pigment (klorofil a, b, toplam ve karotenoid),
prolin, toplam ¢O6ziiniir protein, glikoz, sukroz, toplam ¢oziintir karbonhidrat
miktari, MDA ve H,0, konsantrasyonu ve ayrica APX, CAT ve SOD aktiviteleri
Tablo 4.1.” de toplu halde, Grafik 4.1., 4.2.,4.3.,4.4.,45.,46.,4.7.,4.8., 4.9. ve
4.10.’da ayr1 ayr olarak verilmistir. Verilere gore yaprak drneklerinde s6z konusu
bilesiklerin miktarlar1 yas gruplari arasinda ©nemli derecede farkliliklar

gostermistir (p< 0.05).

4.1. Fotosentetik Pigment Miktar1 Degisimleri

Farkli yas gruplarindaki ¢inar (Platanus orientalis L.) agaglarina iliskin yaprak
orneklerinde fotosentetik pigment miktar (klorofil a, b, toplam klorofil, klorofil a:
klorofil oran1 ve karotenoid (mg/g) Tablo 4.1.’de verilmistir. Istatistiksel olarak
yaprak oOrneklerindeki fotosentetik pigment miktarlar1 yas gruplar arasinda
onemli derecede farkliliklar gostermistir (p< 0,05). Bulgulara gore agaclarda
klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, klorofil a: klorofil b ve karotenoid miktart
yash agaclarda yiiksek, gen¢ agaclarda diisitk bulunmustur. Klorofil a miktar
sirastyla 500 yas tizeri anit ¢inar agacinda 0,169 mg/gr, 200 yas lizeri agagta 0,171
mg/gr, 100 yas iizeri agacta 0,154 mg/gr ve 50 yas lizeri agagta ise 0,147 mg/gr
olarak belirlenmistir. Cinar agaglarinda en yiiksek klorofil b degeri 500 yas {izeri
agacta (0,156 mg/gr), en diisiik klorofil b icerigi ise 50 yas iizeri agagta (0,040
mg/gr) saptanmistir. Toplam klorofil miktar1 0,187 mg/gr ile 0,326 mg/gr arasinda
degismis olup, en yiiksek klorofil igerigi 0,326 mg/gr ile 500 yas iizeri anit
agactan elde edilirken, en diisiik miktar ise 0,187 mg/gr ile 200 yas lizeri agagtan
elde edilmistir (Grafik 4.1.) Klorofil a: klorofil b oran1 anit agagta 1,08 kat, 200
yas lizeri agacta 1,82 kat, 100 yas tlizeri 3,76 ve 50 yas iizeri ¢iar agacinda da
3,64 kat olarak saptanmistir (Grafik 4.2.). Cinar agaglarinda toplam karotenoid
miktart 500 yas iizeri agagta 13,75 mg/gr, 200 yas iizeri agagta 12,11 mg/gr, 100
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yas lizeri agacgta 9,70 mg/gr ve 50 yas lizeri agagta 8,85 mg/gr olarak gézlenmistir

(Grafik 4.3.).
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Grafik 4.1. Klorofil a, Klorofil b, Toplam klorofil miktar degisimleri.
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Grafik 4.2. Klorofil a: Klorofil b.
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Grafik 4.3. Toplam karotenoid miktar degisimleri.

4.2. Glikoz, Sukroz ve Toplam Coziiniir Seker Miktar Degisimleri

Calismada glikoz miktar1 en yiiksek 200 yas lizeri agacta (690,98 ng/gr), en diisiik
500 yas tzeri agacta (536,17 pg/gr) bulunmustur. Sukroz miktar1 ise yash
agaclarda yiiksek, genc agaglarda diisiik belirlenmistir. Agaclara iliskin sukroz
degeri sirastyla 500 yas lizeri anit ¢inar agacinda 963,34 pg/gr, 200 yas lzeri
agacta 947,99 pg/gr, 100 yas lizeri agaclarda 936,15 pg/gr, 50 yas lizeri agacta ise
939,24 ng/gr olarak ol¢iilmistiir. Toplam ¢oziiniir karbonhidrat miktarinda 6nemli
bir degisim kaydedilmekle beraber en yiiksek toplam ¢oziiniir karbonhidrat
miktar1 200 yas tizeri agagta (779,39 pg/gr), en diisiik karbonhidrat miktar: ise anit
agacta (768,49 pg/gr) saptanmustir (Grafik 4.4., Tablo 4.1.).
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Grafik 4.4. Glikoz, sukroz, toplam karbonhidrat miktar degisimleri.

4.3. Malondialdehit ve Hidrojen Peroksit Miktar Degisimleri

Agaclarda MDA konsantrasyonu Onemli bir degisim gostermemistir. Ancak en
yiiksek MDA miktar1 50 yas tizeri agagta (0,20 umol/gr), en diisik MDA miktari
ise 200 yas lizeri agacta (0,14 pumol/gr) bulunmustur (Grafik 4.5., Tablo 4.1.).
Hidrojen peroksit (H202) konsantrasyonu yasa bagli artig gostermistir. Agaglardan
elde edilen H,O, miktar1 sirasiyla 500 yas lizeri agacta 188,18 umol/gr, 200 yas
tizeri agagta 173,97 umol/gr, 100 yas tlizeri agagta 129,74 umol/gr ve 50 yas tizeri
agacta da 61,05 umol/gr olarak belirlenmistir. H,O, miktar1 anit agaca gore 50 yas
lizeri agagta %67,6, 100 yas lizeri agacta %31,06, 200 yas iizeri agacta %7,55
daha diisiik gézlemlenmistir (Grafik 4.6., Tablo 4.1.).
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Grafik 4.5. MDA miktar degisimleri.
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Grafik 4.6. Hidrojen peroksit miktar degisimleri.

4.4. Prolin ve Toplam Céziiniir Protein Miktar Degisimleri

Dort farkli yas grubundaki ¢inar agaglarindan elde edilen verilere gore prolin
miktar1 yas gruplar1 arasinda farklilik gostermistir. Prolin degeri 50 yas lizeri

agacta en yiiksek (188,09 umol/gr), 100 yas iizeri agacta ise en diisiik saptanmigtir
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(150,80 umol/gr). Anit agaca gore prolin miktar1 ise 50 yas iizeri agacta %16,13,
200 yas tizeri agacta da %13,41 artis gosterirken, 100 yas iizeri agacta ise % 6,9
azalmistir (Grafik 4.7., Tablo 4.1.). Agaglarda toplam ¢oziliniir protein igerigi
onemli bir degisim gdstermemistir. Bununla birlikte en yiiksek protein miktari
500 yas iizeri agagta (14,24 pmol/gr) en diisiikk protein miktar1 da 100 yas tizeri
agacta (12,44 umol/gr) gozlenmistir (Grafik 4.8., Tablo 4.1.).
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Grafik 4.7. Prolin miktar degisimleri.
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Grafik 4.8. Protein miktar degisimleri.
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4.5. Askorbat Peroksidaz, Katalaz, Siiperoksit Dismutaz Aktivite Degisimleri

APX aktivitesi 500 yas iizeri agagta 0,135 EU/mg Protein, 200 yas iizeri agagta
0,107 EU/mg Protein, 100 yas tizeri agacta 0,104 EU/mg Protein ve 50 yas tizeri
agacta 0,123 EU/mg Protein olarak saptanmistir. CAT aktivitesi 200 yas tlzeri
agacta 0,425 EU/mg Protein ile en yiiksek, 0,248 EU/mg Protein ile anit agacta en
diisiik degerdedir (Grafik 4.9., Tablo 4.1.). Agaclarda SOD aktivitesi sirasi ile anit
agacta 22,986 EU/mg Protein, 200 yas lizeri agacta 38,132 EU/mg Protein,100
yas tizeri agagta 29,623 EU/mg Protein, 50 yas tizeri agagta 24,535 EU/mg Protein
olarak saptanmistir (Grafik 4.10., Tablo 4.1.).
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Grafik 4.9. APX ve CAT enzim aktiviteleri degisimleri.
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Tablo 4.1. Farkl: yas gruplarindaki Platanus orientalis L. agaglarinda klorofil a, klorofil b, toplam klorofil, Klorofil a: klorofil, toplam karotenoid, glikoz,

sukroz, toplam ¢éziiniir karbonhidrat, prolin, protein, MDA, H,O,, APX, CAT, SOD degisimleri.

>500 >200 >100 >50 F Onem Diizeyi
Klorofilamg/gr | 0,169=0,0004° 0,171:£0,001° 0,154:£0,0003" 0,147+0,0010° 203,62 0,002
Klorofil b mg/lgr | 0,156+0,0008° 0,0940,0005° 0,041%0,0005° 0,040+0,0010° 6079,34 0,001
T°p'ar:]“gg'r°r°f" 0,3260,0012° 0,265:0,001° 0,195:0,0003" 0,187-+0,0009° 5466,16 0,002
Klorofila:Klorofilb |  1,08+0,0035° 1,82+0,022" 3,76+0,05° 3,64+0,1° 555,17 0,002
TOp'ammggfte”O'd 13,750,105 12,1140,073° 9,70£0,184° 8,85:0,036° 385,87 0,001
Glikoz pg/er 536,17+0,16° 690,08+0,30° 674,20+0,38° 633,14+ 0,45° 42531,363 0,002
Sukroz pg/er 963,34 +0,90° 947,99 +0,50" 936,15 +0,28° 939,24 +0,18° 446,504 0,001
Kzggiinﬁig;f‘;ng‘fgr 768,49+0,45° 779,39+0,53° 769,25+0,31° 772,06+0,23" 1847,017 0,002
Prolin umol/gr 161,97+0,13° 183,70+0,25° 150,80+0,11° 188,09+0,10° 12947583 0,002
Protein mg/gr 14,24+0,13° 13,65+0,13° 12,44+0,13° 13,2540,25" 21,353 0,001
MDA pmol/gr 0,16+0,0001° 0,14+0,0002° 0,19:£0,0001° 0,20+0,0002° 38765,005 0,002
H,0, umol/gr 188,18+0,089"° 173,97+0,054° 129,74+0,082° 61,05+0,035° 735811,236 0,002
APX EU/mg Protein | 0,135+0,0010° 0,107+0,0008" 0,104+0,0003° 0,123+0,0005° 352,601 0,002
CAT EU/mg Protein | 0,248+0,0013° 0,425+0,0007 ° 0,424+0,0020° 0,252£0,0010° 5261,057 0,001
SOD EU/mg Protein | 22,99+0,13° 38,13+0,05° 29,630,22° 24,54+0,18" 1847,017 0,002

Ayni siitunda ayn1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemli degildir (P<0,05).
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5. TARTISMA

Bu calismada farkli yaslardaki cinar agaci yapraklarinda kimyasal bilesiklerin
(fotosentetik pigment, prolin, toplam ¢oziiniir protein, glikoz, sukroz miktari, lipit
peroksidasyon seviyesi, H,O, konsantrasyonu, APX, CAT ve SOD aktiviteleri

degisimleri aragtirilmistir.

Bitkilerde temel yapi plan1 embriyogenez sirasinda olusur. Zigotun ilk asimetrik
boliinmesi ile bitkilerde biiytime baslamaktadir (Jenik, Gillmor ve Lukowitz, 2007).
Ardigik hiicre boliinmeleri, yeni dokularin olusumu, organ farklilasmasi, kok gévde
ve dallanma modellerine bagli olarak agacgta gelisim devam eder (Perilli, Di Mambro
ve Sabatini, 2012). Morfolojik ve ortogenik siiregte bitki hiicresinde en fazla
degisime ugrayan yapilar; hiicresel zarlar ve c¢eperlerdir (Berger, Hung, Dolan ve
Schiefelbein, 1998; Fermer ve Muller, 2013). Bu nedenle doku ve organlardaki
pigment, azotlu bilesikler, karbonlu bilesikler, enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlar ve reaktif oksijen molekiilleri gibi oksidatif stres ajanlarinin igerigi de

degisebilmektedir (Andersson ve Barber, 1996).

Klorofil a, klorofil b ve karotenoidlerden olusan fotosentetik pigmentler 151k
enerjisinin yakalanmasi, tasinmasi ve elektronlarin aktarilmasinda rol oynayan
fotoreseptorlerdir (Poethig, 2013). Ayrica NADPH, ATP, glikoz, fruktoz, sukroz ve
toplam ¢Oziiniir karbohidratlar gibi karbonlu bilesiklerin sentezlenmesini de
etkilemektedirler (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Yapilan caligmalarda gilines 15181
enerjisinin aktarilmasinda sadece klorofil a molekiillerinin etkin oldugu saptanmustir.
Karotenoidler ve klorofil b molekiillerinin ise fotooksidatif stresin engellenmesi,
kloroplast zarlarinin ve ayrica klorofil a molekiiliiniin yapisinin korunmasinda rol

oynadiklar bildirilmistir (Kommareddy ve Anderson, 2003).

Yapilan ¢aligmada farkli yas grubundaki ¢inar agaclarinda klorofil miktar1 yasa bagh
olarak onemli degisim gostermistir. Klorofil a, 200 yas iizeri agacta en yiiksek, 50
yas lizeri agacta en diistiktiir. Klorofil b miktar1 anit ¢inar agacinda en ytiksek, 50 yas

lizeri agacta ise en diisiik belirlenmistir (Grafik 4.1., Tablo 4.1.). Toplam karotenoid
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miktar1 ise yasla birlikte artmistir (Grafik 4.3., Tablo 4.1.). Klorofil molekiillerine
iliskin bulgular bu alanda yapilan ¢alismalar ile uyum gostermistir. Steppe vd. (2011)
yaptiklar1 ¢alismada klorofil a: klorofil boranin yasa bagli olarak arttigini
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte, 1s1k kosullarinin doku ve organlarda pigment
miktarmi etkiledigi de bildirilmistir (Barber, Morris ve Buche, 2000). Turfan vd.
(2016) ceviz agaclarinda klorofil a miktarinin 151k kosullarinda yiiksek, klorofil b
miktarmin ise disiik oldugunu saptamislardir. Toplam klorofil miktar1 ise geng

agaclarda daha ytiksektir.

Barnes vd. (1995) arastirmalarinda kaym agaglarinda klorofil b birikiminin
giineslenme siiresince klorofil a’ ya gore daha diisiik oldugu saptamislardir. Birgok
arastirici klorofil miktarinin azalmasinda yapragin gelisim durumu, morfolojisi ve
fizyolojisinden de etkilendigini ileri stirmiiglerdir (Balasubramanian vd., 2000;
Baker, 2008). Ornegin Brown, Houghton ve Hendry (1991) tam gelisim gostermemis
yapraklarda pigment igeriginin diisiikk oldugunu, gelismis yapraklarda ise arttigini
gbzlemlemislerdir. Arastiricilar pigment iceriginin azalmasinda yapraktaki kloroplast
zarlarinin  degisimleri, hiicre igerisindeki radikal birikimlerinden kaynaklanmig
olabilecegini de rapor etmislerdir (Candan ve Tarhan, 2003). Bond (2000) kloroplast
zarlarindaki bozulmalarin, zarlarda lokalize olan pigment sistemleri ve enzimlerin
yapisini, islevlerini tahrip ettigini ve bu nedenle de yaprak dokusunda pigment
miktarlarmi indirgedigini bulmustur. Nitekim Atta vd. (2014) yiiksek 151k siddeti,
deniz seviyesi, toprak ozelliklerinin Juniperus procera Hochst. ex Endl. (Ardig)
agacglarinda klorofil molekiillerinin kloroplast zarlarindaki bozulmalar nedeniyle

azaldigini saptamiglardir.

Bond (2000), Day, Greenwood ve White (2001), Ray, Huang ve Tsuji (2012) agaglar
yaslandikca solunumun arttigini, fotosentez metabolizmasinin yavasladigin
saptamiglardir. Ayrica fotosentezin yavaslamasinda klorofil miktarinin azalmasinin
da etkili oldugunu bulmuslardir. Barbaroux, Breda ve Dufrene (2003) geng
agaclarda klorofilin daha yiiksek oldugunu, bu agaglarda biiyiime ve gelisme icin
fotosentez {iiriinline gereksinim oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte bir¢ok

aragtirict  yash agaglarda da fotosentetik pigment iceriklerinin arttigini ileri

stirmektedirler (Fluhr, 2009; Denness vd., 2011).
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Turfan, Ayan ve Yer (2017) kaym agaci ile yaptiklar1 calismada yash agaglarda
pigment iceriginin gen¢ agaclara oranla daha yiliksek oldugunu kaydetmislerdir.
Turfan, Sariyildiz ve Savaci 2017°de ceviz agaglarinda yaptiklar1 arastirmalarinda
yash agaclarda klorofil pigmentlerinin daha fazla oldugunu goézlemlemislerdir.
Arastiricilara gore yash agaclarda da fotosentetik pigmentlerin yiiksek olmasi, yasin

yant sira yaprak ozelliklerinden de kaynaklanmaktadir.

Bitkisel dokularda en fazla bulunan organik molekiil, karbonlu bilesiklerdir. Bu
bilesikler fotosentetik aktif dokularda (kaynak) sentezlenirler ve daha sonra biiyiime
ve gelisme olaylarinda dogrudan kullanildiklar1 gibi ileride kullanilmak iizere
havuzlarda depolanirlar. Bu bilesikler bitkilerde genel olarak sukroz, glikoz ve
fruktoz seklinde bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda fotosentez iiriinlerinin floemde
sukroz olarak tasindigi bildirilmistir (Benson ve Calvin, 1947). Cinar agaglarinda
sukroz miktar1 yaslh agaclarda, glikoz igerigi ise orta yas grubu ve geng¢ agaglarda
yiiksek olma egilimindedir. Toplam ¢6ziiniir karbohidrat miktarinda ise aga¢ yasinin
etkili olmadigr gortilmiistiir (Grafik 4.4., Tablo 4.1.). Yapilan ¢aligmalarda karbonlu
bilesiklerin doku ve organlarin gelisim durumu, yas ve boy gibi faktorlere bagh
olarak degistigi saptanmistir (Chapin, Schulze ve Mooney, 1990; Winter, 1993).
Iglesias vd. (2002), yasli Kantora Cami yapraklarinda glikoz, sukroz ve toplam
karbohidrat gibi ozmolitlerin gen¢ olanlara gore daha fazla bulundugunu
gozlemlemislerdir. Hutchison vd. (1990) farkli yas gruplarindaki (1, 5, 17 ve 45)
Larix laricina agaglari ile yaptiklar1 ¢alismada sukroz, glikoz ve ¢oziiniir sekerlerin
olgun ve yash agaclarda yiiksek oldugunu saptamislardir. Agaclarin biiyiime ve
gelismesinde, kok ve govde koordinasyonu, toprak iistii/ toprak alti organlarin
dengesi/kaynak havuz dengesi 6nemli rol oynamaktadir (Grove vd., 1996). Nitekim
Barbaroux ve Breda (2002) yasa bagli olarak agaglarda toprak iistli ve toprak alti
organlarin hacminin arttigin1 buna bagli olarak ta su ve fotoasimilat dengesinin
degistigini bildirmislerdir. Yapilan diger ¢alismalarda sukroz, glikoz, fruktoz, prolin
ve glisin, betain gibi ozmolitlerin turgor, ozmotik potansiyel, hidrolitik diren¢ gibi
aktivitelerin kontroliinde is gordiigii de bildirilmistir. Dacosta ve Huang (2007),
England ve Attiwill (2006) sukroz miktarinin artan hacim ve boya bagl olarak besin

dagilimi, su iletimi ve turgorun siirdiiriilmesinde 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

52



Zar lipitlerinin fiziksel ve kimyasal yapisinin enzimatik ve non-enzimatik olarak
degismesi lipit peroksidasyonu olarak isimlendirilen ve MDA, keton, aldehit gibi
toksik birlesiklerin birikmesine neden olan reaksiyonlari uyarmaktadir (Spiteller,
2003) ve membran yapisindaki yag asitlerinin serbest radikallerle (ROS) (O,~, H,O»,
OH’, 10%) etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bazi arastiricilar (de Azevedo
Neto vd., 2006) doku ve hiicrelerdeki MDA miktarinin, zarlardaki bozulmanimn bir
gostergesi olabilecegini belirtmislerdir. ROS’lar hiicresel zar yapilarini etkiledigi gibi
sinyal molekiil olarak ta is gormektedir. Ornegin trakeal doku farklilasmalarinda
H207’in is gordiigii yapilan birgok calisma ile kanitlanmigtir (Fukuda, 2000; Foyer ve
Noctor, 2011).

Calismada MDA miktar1 yash agaglarda disiik, gen¢ agaglarda daha yiiksektir
(Grafik 4.5., Tablo 4.1.). H,O, miktar1 ise yasla birlikte artmistir (Grafik 4.6., Tablo
4.1.). MDA verilerine gore metabolik aktivite hizinin MDA konsantrasyonunu
etkiledigi sonucuna varilmistir. Mund (2004) geng agacglarda hiicre, doku ve organ
olusumunun daha fazla oldugu i¢in, hiicrelerdeki MDA ve H,0, konsantrasyonun da
daha yiiksek olabilecegini kaydetmistir. Ornegin erken gelisim safhasindaki
agaclarda kambiyal aktivite olduk¢a yiiksek iken, ancak olgunlasma ve yaslanma ile
birlikte bu hizin degistigi bildirilmistir (Walch-Liu, Neumannn, Bangerth ve Engels,
2000; Aitken ve Bemmels, 2016). Bununla birlikte agaclarda dengeli bir su ve
asimilat iletimi, toprak iistii ve toprak alti organlarin hacmi ile orantili gévde
gelisimini zorunlu kilmaktadir. Bir¢ok arastirici iletim demeti yogunlugu ile trakeal
farklilasma kapasitesi arasinda yakin iligki bulundugunu, kambiyal etkinligin H,0,,
stiperoksit anyonlar1 gibi ROS tiirevleri ile kontrol edildigini tespit etmislerdir
(Weijers vd., 2014). Nitekim agaclarin govde 6lgiimleri bu sonucu dogrulamaktadir.
Ayrica yaslt agaglarda govde deformasyonlart MDA igeriginin daha diisiik olmasinda
etkili olabilecegi diistiniilmiistiir (Das ve Roychoudhury, 2014). Turfan vd. (2017)
MDA ve Hy0; igeriginin aga¢ yasina bagli olarak onemli bir degisim gosterdigini
farkli yas sinifindaki kestane (Castanea sativa L.) ve kaym (Fagus orientalis L.)
agaclan ile yaptiklar ¢alismalarinda dogrulamiglardir. Arastiricilar kaym agacinda
MDA konsantrasyonu ve H,O, miktarmin yasli agaglarda yiiksek, gen¢ agaglarda
diisiik oldugunu saptamislar ve bu sonucun yaprak dokusu ve govdedeki trakeal

aktiviteden kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir. Agaclarda topraktan yapraga
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stirekli bir su iletimi, ksilem hiicrelerinin 6zelliklerine baglidir. Birgok arastirici
suyun silitun seklinde tasinimini  saglayan yapinin, ksilemin parankimatik
hiicrelerinde olusan g¢ekirdek oliimleri ile gerceklestirildigini belirtmislerdir (Koch,
Sillet, Jennings ve Davis, 2004; Burg ve Ferraris, 2008; Turfan, Alay ve Sariyildiz,
2018). Halliwell (1981), Heuer (1999) H,0, iiretiminin yapraklarda iletim
demetlerine yakin hiicrelerde yapildigini, buradan iletim demetleri araciligr ile diger
doku ve organlara tasindigini ifade etmislerdir. Turfan vd. (2017) géknar ve sarigam
tiirleri ile gergeklestirdikleri bir bagka ¢alismada ise her iki tiirde de MDA igeriginin
yaslt agaclarda, H,O, igeriginin ise gen¢ agaclarda daha yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Farkli yaglardaki karagam agaglar ile yapilan ¢aligmada ise MDA
ve HyO; miktarinin yasla birlikte artigi saptanmistir (Turfan ve Alay, 2017). Ceviz
agaclartyla yapilan bir bagka calismada ise sonuglar benzerlik gostermistir (Turfan
vd., 2017). Bununla birlikte literatiirlerde aga¢ yasinin MDA ve H,0; igerigi iizerine
yapilmis fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Antioksidan savunma sistemi, hiicresel
komponentlerin ROS’larin hasarindan korunmasinda 1s goren birlesiklerden

olusmaktadir (Foyer ve Noctor, 2011).

Bu bilesikler normal kosullarda denge halindedir ancak yaslanma, patojen saldirisi,
yiikselti ve toprak Ozellikleri gibi cevresel etmenlerin degisimi bu dengeyi
bozmaktadir (Granger vd., 1981; Hackett, 1985). Antioksidanlar; APX, CAT, POX,
GPOX gibi enzimatik ve prolin, protein, sukroz, fenolik bilesikler ve karotenoidler
gibi non-enzimatik bilesikler olmak iizere iki sinifta degerlendirilmektedir (Gill ve
Tuteja, 2010). Yapilan c¢alismalarda biiylime ve gelisme siirecinde bitkinin
tamaminda ya da farkli organlarinda olgunlagmayla birlikte hiz kazanan yaslanma
stireci sonucunda hiicre ve doku diizeyinde ROS miktarinin artti1 gosterilmistir (Ray

vd., 2012).

Cmnar agaclarinda APX, anit agacta en yliksek aktivitede iken, 100 yas lizeri agacta
en diisiik degerdedir. CAT aktivitesi orta yas grubu agaclarda artmistir, geng
agaglarda daha ise azalmistir (Grafik 4.9., Tablo 4.1.). SOD aktivitesi ise anit agagta
en diisiik, 200 yas ve lizeri agagta maksimum seviyededir (Grafik 4.10., Tablo 4.1.).

Bu veriler Turfan (2017) kaymn agaglar1 iizerine yaptigi c¢alisma ile benzerlik
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gostermistir. APX, CAT ve SOD aktiviteleri orta yas grubu agaclarda yiiksek iken
geng yas grubu agaglarda diistiktiir.

Turfan vd. (2017) farkli yaslardaki kestane agacglariyla yaptiklar1 ¢alismada APX,
CAT ve SOD enzimlerinin geng agaglarda (25 yas ve 50 yas) arttigini saptamislardir.
Farkli yas grubundaki ceviz agaglar ile gergeklestirilen bir baska ¢alismada ise APX
ve CAT aktivitesinin anit ceviz agacinda, SOD aktivitesinin ise orta yas grubu (>70
ve >25) agaclarda arttig1 belirlenmistir. Turfan vd. (2017) ibreli tiirler ile yaptiklari
calismada enzim aktivitelerinin yasa gore degistigi gibi tiire bagli olarak onemli
degisim gosterdigini gozlemlemislerdir. Nitekim calisma sonucuna goére APX ve
SOD aktivitesi genel olarak saricam agaglarinda, CAT aktivitesi ise goknar
agaclarinda yiiksektir. Bununla birlikte agaclarda yasa bagli enzim aktivite
degisimlerine gore APX ve CAT aktivitesi her iki tiir i¢in yash agaglarda azalma
egilimi gosterirken SOD aktivitesi ise artma egilimindedir. Karagam agacglarinin yasa
bagli kimyasal degisiminin incelendigi calismada ise enzim aktivitelerinin yasla
birlikte arttig1 kaydedilmistir (Turfan ve Alay, 2017). Dichio, Xiloyannis Sofo ve
Masia (2005) farkli konsantrasyonlarda kuraklik uygulanmis 2 yasindaki zeytin
(Olea europaea L.) agaglarinda enzim aktivitelerinin stresin siiresi ve siddetine bagl
degisim gosterdigini saptamiglardir. Arastiricilar SOD aktivitesinin orta dereceli
kuraklik uygulamasinda, APX aktivitesinin yiiksek konsantrasyonlu kuraklik
uygulamasinda ve CAT aktivitesinin ise tiim kosullarda arttigini belirlemislerdir.
Literatiirlerde agac yasina bagli olarak enzim aktivite degisimlerine iliskin yapilmis
cok fazla calismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte bir¢cok arastirict APX, CAT ve
SOD enzimlerinin bitki biiylime ve gelismesinde gerekli metabolizmalarda rol
oynadig1, bu enzimlerin abiyotik ve biyotik stres kosullarina toleransin artirilmasinda
1§ gordigiinii bildirmektedir (Damesin, 2003; Cosgrove, 2005; Dacosta ve Huang,
2007).

Bitkisel dokularda karbonlu molekiillerden sonra en fazla bulunan bir diger molekiil
azotlu bilesiklerdir. Ozellikle de gelismekte olan doku ve organlarin meristematik
hiicrelerinde aminoasitler, prolin ve protein miktar1 fazladir (Millard ve Grelet,
2010). Bu bilesikler biiylime ve gelisme siirecinde yapiya katilma, karbon, azot ve

enerji kaynagi olarak kullanilma, ozmotik diizenlemenin siirdiiriilmesi ve antioksidan
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ozellikleri ile oksidatif stres hasarinin indirgenmesinde rol oynamaktadirlar (Phang,
Liu ve Zabirnyk, 2010; Yao vd., 2012). Cmar agaglarinda prolin miktar1 50 yas tizeri
agacta en yiiksek, 100 yas tlizeri agacta ise en disiktir (Grafik 4.7., Tablo 4.1.).
Protein miktar1 ise yasa bagli onemli bir degisim gostermemistir. Bununla birlikte,

anit agagta protein miktari en yiiksek degerdedir (Grafik 4.8., Tablo 4.1.).

Prolin ve protein degerlerinin yasa bagl degisimlerine iliskin bulgularimiz Turfan ve
Alay (2017)’1n ibreli tiirlerden karacam agaclari ile yaptiklar1 ¢alisma sonuglart ile
benzerlik gostermistir. Arastiricilar 200 yas iizeri agagta prolin miktarinin arttigini,
400 yas lizeri agacta ise azaldigmi tespit etmislerdir. Ayrica ¢alismada protein
miktarmin yasa bagl olarak énemli bir degisim gostermedigi ancak geng¢ agaglarda
ise kismi bir artis gosterdigi de belirlenmistir. Farkli yas grubundaki kayin
agaclarinda, prolin ve protein konsantrasyonu 200 yas ve iizeri agagta yiiksek, 50 yas
ve lizeri agagta digik bulunmustur (Turfan vd., 2017). Arastiricilar dokulardaki
prolin ve protein miktar1 tizerinde toplam azot miktarmin etkili olabilecegini
belirtmislerdir. Nitekim aragtiricilar 200 yas ve tizeri kayin agacinda azot miktarinin
daha yiiksek oldugunu saptamiglardir. Kang, Ko ve Titus (1982), Malaguti vd. (2001)
da bitkilerde prolin ve protein miktarinin azot havuzu ile iligkili oldugunu ileri
stiriilmiistiir. Ayrica olgun ve yash agacglarda azotlu bilesiklerin yiiksek olmasi,
hidrolitik direncin artirilmasima yonelik fizyolojik bir cevap olabilecegi de
bildirilmektedir (Woodruff, Bond ve Meinzer, 2004; Davi, Barbaroux, Frangois ve
Dufréne, 2009).

Agaglarda yas ile birlikte toprak iistii ve toprak alt1 alanlar artmaktadir. Bu da turgor
ve ozmotik potansiyel ile diizenlenen ceper aktivitelerinin hizin1 etkilemektedir
(Woodruff vd., 2004). Turfan vd. (2017) anit ceviz agacinin yasa bagli kimyasal
degisimlerine iliskin yaptiklar1 ¢aligmada prolin ve protein miktarlarinin orta yas
grubu agacta daha yiliksek oldugunu saptamiglardir. Arastiricilar bu degisimin Mn
elementi miktarindan kaynaklanabilecegini ileri slirmiislerdir. Ciinkii yasl agacta Mn
miktariin diisiik olmasin1 bu sonucu destekledigini diistinmiislerdir. Arastiricilar
farkli yaslardaki kestane agaglarinda prolin igeriginin 200 yas ve iizeri agagta
arttigini, en yasl anit agagta ise azaldigi belirlemislerdir (Turfan vd., 2017). Toplam

¢ozilinlir protein miktar1 ise 100 yas ve {izeri kestane agacinda yiiksek, 50 yas ve tizeri
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agacta ise disiik bulunmustur. Farkli yaslardaki Uludag goknari (38, 60, 90, 100) ve
saricam (18, 30) ibreleri lizerine yapilan ¢alismada prolin ve protein miktarlarini her
iki tiir icinde geng yas grubu agaglarda yiiksek oldugunu kaydetmislerdir (Burg ve
Ferrais, 2008; Turfan vd., 2017).

Farkli yas grubundaki ¢inar agaglarinda prolin ve protein miktarina iliskin bulgular,
yas, doku ve organlarin gelisim durumu, ¢evresel faktorlerin degisimi gibi etmenlerin
bu bilesiklerin bitki igerisindeki seviyesini etkileyebilecegini gdstermistir. Dacosta
ve Huang (2007), Braun vd. (2008) hiicre ¢eperi matriksinde yer alan ve boliinmesi,
hiicre genislemesi, biiyiimesi ve ¢eper aktiviterinde rol oynayan ekteksin, ekspansin
gibi proteinlerin prolin ve hidroksiprolince zengin oldugunu ve bu bilesiklerin ¢eper
icerisindeki miktarin yas, senesens, biyotik ve biyotik stres kosullarina bagl olarak

degistigini ifade etmislerdir.
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6. SONUC

Farkli yas grubundaki ¢inar agaglarinda fotosentetik pigmentler, prolin, toplam
¢ozinir protein, glikoz, sukroz, toplam karbohidrat ve ayrica APX, CAT ve SOD

aktiviteleri aga¢ yasina bagli olarak degisim gostermistir.

Klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid 500 yas tizeri ve 200 yas tizeri
¢iar agaglarinda yiiksek bulunmustur; klorofil a: klorofil b orani1 ise bu agaglarda en
diisiik degerdedir. Buna karsin klorofil a, klorofil b, toplam klorofil ve karotenoid
miktar ise 50 yas iizeri ve 100 yas tizeri agag¢larda diisiik, klorofil a: klorofil b orani

ise yiiksektir.

Bitkilerde ozmotik potansiyelin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan ¢oziiniir
bilesiklerde (ozmolit) sukroz ve toplam c¢oziiniir protein yash agaclarda yiiksek,
prolin ve toplam ¢oziinlir karbohidrat miktar1 ise 200 yas iizeri ve 50 yas tizeri

agagclarda yiiksek belirlenmistir.

H20, agaglarda yiiksek bulunmustur. Antioksidan enzimlerden CAT ve SOD 200 yas
tizeri ve 100 yas lizeri agaglarda, APX ise en yasli ve en geng agaclarda ytiksektir.

Calisma sonuglarina gore ¢inar agaglarinin uzun omiirlii olmasinda toplam klorofil,

karotenoid, sukroz, protein, H,O, igerikleri ve APX aktivitesinin etkili oldugu

sonucuna varilmistir.
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