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Su sikintist stresi altinda Capsicum annuum’da myo-inositol’tin gévde/kok
biiyiimesi, yaprak su potansiyeli (YSP), antioksidan enzimler, lipid peroksidasyonu
(MDA), hidrojen peroksit (H202) seviyesi, prolin seviyesi ve kalsiyum igerigi
tizerine etkileri arastirildi. Su sikintistnin ilk ii¢ giinii kuraklik uygulanan ve
uygulanmayan bitkilerin yapraklarina myo-inositol 5 uM, 15 uM ve 25 uM
konsantrasyonlarda piiskiirtiildii. Kuraklik kok ve gévde uzunlugunu azaltmis, myo-
inositol uygulamalar1 ise bu durumu tersine ¢evirmistir. Kurakliga maruz kalan
bitkilere myo-inositol uygulamasi konsantrasyona bagli olarak (25 uM myo-inositol
hari¢) kok wuzunluklarinda artisa neden olmustur. Kuraklik ve myo-inositol
uygulamalar1 YSP’yi azaltmistir. Su Sikintisina maruz kalan bitkilerin yapraklarina
myo-inositol uygulamalar1 konsantrasyona bagli olarak YSP’yi iyi sulanmig bitkilere
gore belirgin bir sekilde azaltmistir. Su sikintisina maruz kalan bitkilerin
yapraklarinda askorbat peroksidaz ve glutatyon rediiktaz enzim aktiviteleri artis
gostermistir. Siliperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktivitesi ise su sikintisinda
azalmistir. Myo-inositol’iin spesifik antioksidan enzim aktiviteleri {izerindeki
etkisinin, konsantrasyonuna ve bitki tiirtine bagli oldugu belirlenmistir. Su sikintisina
maruz kalan bitkilerin yapraklarinda MDA ve H202 miktar1 artmigtir. Su sikintisina
maruz kalan ve myo-inositol uygulanan bitkilerin yapraklarinda MDA (5 uM haric)
ve H>O seviyesi azalmistir. Buna karsilik kuraklik uygulanan bitkilerde prolin
seviyesi artmistir myo-inositol uygulamalar1 ise konsantrasyona bagli olarak prolin
seviyesini azaltmigtir. Su sikintis1 ve myo-inositol uygulamalar1 kalsiyum miktarin
iyl sulanmig bitkilere gore arttirmistir. Sonug¢ olarak, dissal uyguladigimiz myo-

inositol’iin kuraklik stresini azalttigi ve yapraklarin daha turgorlu hale gelmesini
sagladig gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biber, kuraklik, myo-inositol, antioksidan enzimler, lipid
peroksidasyonu
Damisman: Prof. Dr. Serpil UNYAYAR, Mersin Universitesi, Biyoloji ABD
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INVESTIGATION OF SYNTHETIC MYO- INOSITOL'S EFFECTS ON
DROUGHT TOLERANCE WHEN APPLIED EXTERNALLY ON PEPPER
PLANTS
Aytun¢ YILDIZLI

ABSTRACT

On Capsicum annuum, inositol's stem growth rate, leaf and water potential
(YSP), antioxidant enzymes, lipid peroxidation (MDA), hydrogen peroxide (H205)
rate, proline rate and its effects on calcium content were studied. 5 uM, 15 uM ve 25
uM concentration level of inositol implanted on the leaves of plants exposed to
drought at the first 3 days of water deficient and plants exposed to nothing. Drought
reduced stem growth rate and inositol implementation reversed this trend. Inositol
implement on plants exposed to water deficient strengthened stem growth (except for
concentration level 25 uM). Drought and inositol implementation reduced LWP
rate. Inositol implementation on plants exposed to drought reduced potential of leaf
water drastically compared to plants well watered. We have seen a rise at rate of
ascorbate peroxidase and glutathione reductase enzyme activities on the leaves of
plants exposed to drought. Superoxide dismutase and catalase enzyme activity on the
other hand, reduced on the leaves of plants exposed to drought. We have observed
that inositol's effects on antioxidant enzyme activities depend on its concentration
level and plant type. MDA and H2O- rates increased on the leaves of plants exposed
to drought. On the leaves of plants both exposed to drought and implemented
inositol, MDA and H>O: rates reduced (except for concentration level 5 uM). Proline
rate increased on the leaves of plants exposed to drought but inositol implementation
reduced rate of proline depending on the concentration level. Drought and inositol
implementation increased the rate of calcium compared to plants well watered. As a
result, we can say that external implementation of inositol reduces the rate of
drought.

Keywords: C. annuum, water deficient, myo-inositol, antioxidant enzymes, lipid
peroxidation,
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1.GIRIS

Capsicum cinsi Solanaceae familyasinin bir tiyesidir. Capsicum tiirlerinin
dogal yayilis alanlar1 Orta ve Giiney Amerika’dir. Orta Amerika’da ozellikle
Capsicum cinsinin bes kiiltiir tiirii ve bu tiirlere ait yiizlerce gesit bulunmaktadir.
Biitiin dogal biber populasyonlar1 diploid olup ayni kromozom sayisina (2n = 2x =
24) sahiptirler [IBPGR, 1983].

Capsicum annuum L. diinyanin her tarafinda yaygin olarak yetistirilen ve
tiikketilen bir tiirdiir. Tathi dolmalik biber c¢esitleri kadar ¢ok sayida aci ve tatli sivri
biber cesitleri de bulunmaktadir. Beyaz renkli ¢igeklere sahip, kiigiik, dalli, otsu ve
tek yillik bir bitkidir. Meyveleri sekil, biiyiiklik ve renk bakimindan farkliliklar
gosterir. Meyve sekilleri uzun, dar ve yuvarlak sekle kadar cesitlilik gosterir
[IBPGR, 1983]. C. frutescens L. tropik ve 1liman iklime sahip alanlarda esas olarak
kiiltire alinir ve genellikle ¢ok aci bir tada sahiptir. C. chinense L. bilimsel isminin
tersine, Giiney Amerika orijinlidir. Bilinen en act biberler arasinda gosterilen
habanero tip biber ¢esitleri bu tiir igerisinde yer almaktadir. C. baccatum L.
cogunlukla Orta ve Giiney Amerika nin yiiksek kesimlerinde yetistirilen bir tlirdiir ve
aji olarak isimlendirilmektedir. C. pubescens L. kiiltiire alinmig biberler arasinda en
az bilinen tiirdiir [Greenleaf,1986]. C. annuum ise Tirkiye’de ve Diinya’da oldukca
fazla iiretilen ve tiiketilen onemli bir biber tiiriidiir. Ulkemizde biber iiretiminin
onemli bir kismi (% 33) Akdeniz Bolgesinin kiyr kesimlerinde yapilmaktadir. Bunu
Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgelerinde biber iiretimi izler. Diinya biber liretimi
2009 yihi itibartyla 28 milyon ton olup, en biiytik iiretici lilke 14,5 milyon ton ile Cin’
dir. Ulkemiz ise 1,8 milyon ton’luk iiretimi ile iigiincii sirada yer almaktadir [FAO
2011]. Ulkemizde yaygin sekilde sofralik olarak sivri, ¢arliston biberleri, dolmalik ve
kurutmalik olarak yerel biberler, tursuluk biberler ve siis biberleri tretilmektedir.
Biberin insan Dbeslenmesindeki degeri, Ozellikle C vitamini igeriginden
kaynaklanmakta olup, kalori miktar1 diisiiktiir [Rastgeldi, 2010].

Bitkiler yasamlar1 siirecinde bircok stres faktorii ile karsilasmaktadirlar.
Stres faktorleri Levitt’e gore biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir
[Levitt, 1972]. Biyotik faktorler; mikroorganizmalarin (fungus, bakteri ve viriis)
enfeksiyonu ve zararli hayvanlarin saldirilar1 sonucu olusan stres faktorleridir.

Abiyotik faktorler ise, sicaklik, radyasyon, kimyasallar, manyetik ve elektriksel



alanlar gibi ¢evre faktorleridir [Lichtenhaler, 1996]. Bitkiler stres etmeninden
uzaklagarak kagamadiklari i¢in hayvanlardan farkli olarak strese dogrudan maruz
kalirlar. Bu nedenle biliylime ve gelismeyi olumsuz etkilemektedir. 1982 yilinda
Boyer stres faktorlerinin ekin iiretiminin %70 kadarim1 etkileyebilecegini One
siirerken; 2007 yilindaki Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) raporuna
gore diinyadaki karasal alanin sadece %3,5’in herhangi bir cevresel tehditten
etkilenmedigi bildirilmistir [Boyer,1982; Velthuizen vd., 2007]. Cevresel stresin
neden oldugu zarar; bitkinin tiirline, tolerans ve adaptasyon yetenegine bagl olarak
degisiklik gostermektedir [Madhova vd., 2005; Dubey, 1994]. Yasamlar1 boyunca
bitkilerin dogada bircok stres faktorii ile karsilagtiklart diisiiniildiiglinde stresle iliskili
mekanizmalarin aydinlatilmasi ve toleransh tiir ve cesitlerin gelistirilmesi veya
toleranslariin arttirilmasi oldukca 6nemlidir.

Kuraklik, diinya tarim alanlarmin biiyiik bir bolimiinde bitkisel iiretimi
sinirlandiran 6nemli bir c¢evresel stres faktoriidiir. Diinya iizerindeki ekilebilir
alanlarda goriilen kuraklik stresi % 26’lik payla en biiyiik dilimi olusturmaktadir
[Blum, 1986]. Kuraklik stresi bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
olaya sebep olmakta ve buna bagli olarak bitkiler, sinirli ¢evresel kosullara uyum
saglayacak tolerans mekanizmalar1 gelistirebilmektedirler [Arora vd., 2002;
Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005]. Akdeniz bdlgesi bitkileri 6zellikle yaz aylarinda
ulagilabilir diisiik su potansiyeli, yliksek 151k siddeti ve yiiksek sicaklik gibi bir¢cok
cevresel stres kosullarinin  kombinasyonuna maruz kalirlar [Munne-Bosch ve
Penuelas, 2004]. Kuraklik, tiim tarim alanlarimi ve tarimsal triinleri olumsuz
etkileyen en 6nemli stres faktorlerinden biridir [Sankar vd., 2008].

Bitkilerdeki en yaygin stres toleransi stratejilerinden birisi ¢esitli uygun
coziinenlerin (osmolitler) iiretimini arttirmaktir. Bitkilerde kuraklik gibi stres
kosullarinda, uygun ¢oziinenler (osmolitler) tiretilerek osmotik diizenleme yapilir ve
bu yolla ROT (Reaktif Oksijen Tiirleri) olusumu azaltilarak hiicre zarlarinin, protein
ve enzimlerin dogal yapisinin korunmasi saglanir. En yaygin bilinen osmolitler
prolin, sekerler ve seker alkoller (polioller) olan siklitollerdir [Moghaieb vd., 2004].

Siklitoller osmotik strese yanit olarak hiicrelerde yiliksek miktarda birikerek
osmotik basincin diizenlenmesinde gorev alirlar [Merchant,2006]. Siklik seker

alkoller olan pinitol ve ononitoliin tuzlu kosullara maruz kalan bir¢ok bitki tiiriinde



biriktigi belirlenmistir [Paul ve Cockburn, 1989]. Siklitollerin, sadece osmotik
ayarlama yapan uygun ¢oziinenler degil, ayn1 zamanda zar sistemlerine zarar veren
ROT’ larin da ortadan kalkmasina etki eden bilesikler olduklar1 belirlenmistir
[Orthen  vd.,1994]. Ayrica hiicreleri  fotoinhibisyondan ve  metabolik
detoksifikasyondan korurlar [Pattanagul ve Madore, 1999].

Bir siklitol tiirevi olan myo-inositol; sinyal iletimi, stres yaniti olusumu,
hiicre duvar1 olusumu, doku gelisiminin diizenlenmesi, osmotik ayarlama, hiicre zar1
tasima mekanizmasi gibi 6nemli biyolojik olaylarda gorev alir ve cesitli hiicresel
yapilarda bulunur [Stevenson-Paulik vd., 2005]. Myo-inositol; fosforilasyon iizerine
etkisi olan ¢esitli tiirevleri bulunan ¢ok yonlii bir bilesiktir. Plazma zariin sentezinde
de rol oynar [Heilmann vd., 2001]. Zar fosfolipidleri strese karsi olusturulan yanitlar
sirasinda  Onemli yapisal rollerinin yani1 sira inositol 1,4,5- trifosfat (IP3),
diagilgliserol gibi c¢ok sayida sinyal molekiillerini {ireten dinamik bir sistem
Olusturmaktadir. Cesitli bitki sistemlerinde hiperosmotik strese yanit olarak IP3
seviyelerinin hizla arttig1 gosterilmistir [Heilmann vd., 1999; Drobak ve Watkins,
2000; Takahashi vd., 2001]. IPs seviyeleri bakla (Vicia faba L.) bitkisinde bekgi
hiicrelerinin protoplastlarinda [Lee vd., 1996] ve Arabidopsis fidelerinde [Xiong ,
2001] disaridan ABA uygulanmasi ile de artmaktadir. Bek¢i hiicrelerinde yerlesmis
olan IPs, sitoplazmada Ca* artisini tesvik eder ve stomalarm kapanmasim tetikler
[Sanders vd., 1999]. Disgsal uygulanan IP3’iin izole vakuollerden ve tonoplast

vezikiillerinden Ca*?’

y1 serbest biraktig1 rapor edilmistir [Schumaker ve Sze, 1987].
Sitoplazmik Ca*? konsantrasyonundaki artis osmotik stresle uyarilan genlerin
ifadelerini tetikleyebilir [Jiang ve Huang, 2001]. Sicaklik stresi altinda sitoplazmik
serbest Ca*? miktarmin artis1 stresin etkisini azaltabilir ve lipid peroksidasyonunu
diistirerek hiicrelerin hayatta kalmasini saglayabilir [Wu vd., 1997]. Ayrica farkli
konsantrasyonlarda Ca*?’un farkli etki gosterdigi de gdzlenmistir.

Calismanin amaci, su sikintistna maruz birakilan C. annuum’un
yapraklarina uygulanan myo-inositoliin antioksidan enzimler, lipid peroksidasyonu,

biiyiime, prolin, H202 ve kalsiyum miktar1 {izerindeki etkileri incelenerek, su

sikintisinin etkisinin azaltilmasinda nasil etki ektigini ortaya koymaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. BIBER VE KURAKLIK STRESI

Tiirkiye’de yas meyve ve sebze iiretimi, yillik 42 milyon ton diizeyindedir
[Gocmen ve Abak, 2006]. Tiirkiye yillik 24 milyon tonu bulan sebze iiretimiyle
biiyiik bir sebze iireticisidir. Ulkemizde tarim yapilan alanlarin %3’iinde sebzecilik
yapilmaktadir. Tiirkiye’de domates, karpuz, kavun, hiyar gibi sebze tiirlerinden sonra
{iretimi yapilan sebzeler arasinda biber iiretimi gelmektedir [Olmez ve Zafer, 2007].
Ulkemizde Kahramanmaras ve Gaziantep, Urfa, Diyarbakir, Adiyaman, Hatay
illerinin bazi1 yorelerinde tarla tarimi, Antalya, Mersin, Mugla ve Izmir illerinde ise
seracilik biber iiretiminde dnemli bir yer tutmaktadir [Ilarslan, 1997]. Biberin insan
beslenmesinde yaklasik 7 bin yil 6nce yer almaya bagladig1 ve 5 bin yildan beri de
tarim1 yapilmaktadir [Heiser ve Charles, 1973]. Biber bitkisi Tiirkiye’de ve diinyada
tarimsal 6neme sahip onemli bir bitkidir [Sensoy vd., 2007]. Biber Solanaceae
familyasinda ve Capsicum cinsi i¢inde yer almaktadir. En ¢ok tiiketimi yapilan tiir
Capsicum annuum L.’dur. Diinya biber tiretimi 2009 yili itibartyla 28 milyon ton
olup, en biiyiik iiretici iilke 14,5 milyon ton ile Cin’dir. Ulkemiz ise 1,8 milyon
ton’luk tiretimi ile {igiincii sirada yer almaktadir [FAO 2011].

Solanaceae familyasinin bir iiyesi olan biberin anavatani Amerika olup,
Amerika kitasinda kiiltiire alinan ilk bitkiler arasindadir. Amerika’nin kesfinden
sonra Ispanya’ya getirilen bu bitkinin 30 kadar tiirii olduguna dair bilgiler mevcuttur.
Ancak bu tiirlerden Capsicum annuum L. diginda kalanlarin ekonomik anlamda sebze
olarak tarimi yalnizca Amerika’nin orta ve gliney boliimlerinde yapilmaktadir [Abak
ve Pitrat, 1981]. Uzun sivri, dolma, ¢arliston, iri kare ve konik olmak {izere degisik
tipleri vardir. Acilik meyvenin plasenta kisminda bulunan ‘“kapsaisin” igerigine
baghdir. Besin degeri bakimindan iyi bir sebze tiiriidiir. Ozellikle C vitamini
acisindan oldukca zengindir (103 mg/100 g) [IBPGR, 1983]. 2005 yili verilerine
gore, diinyada 25 milyon ton biber iiretimi gergeklestirilmistir.

Bitkiler, biyotik ve abiyotik stres faktorleriyle karsilastiklarinda
biyokimyasal ve fizyolojik bazi tepkiler vermekte ve bazi kimyasal bilesikler

sentezlemektedirler. Stres kosullarinda bitkilerde ¢esitli ozmotik diizenleyiciler



(prolin, glisin betain, siklitol gibi) veya antimikrobiyal 6zellik gosteren maddeler,
genotiplere gore degisen miktarlarda sentezlenmektedir. Stres faktorleri ile karsilasan
uyarilmis bitkide, stres faktorleri ilk olarak bitki hiicre duvarlarinda ve zarlarda
yerlesen reseptorler tarafindan kabul edilir ve strese ait uyartilar meydana gelir ve
ardindan savunma reaksiyonlart olusur. Bu sinyallerin transdiiksiyonu ile genlerin
diizenlenmesi ve metabolik isleyisteki degisikliklerle birlikte bitkinin strese karsi
yanit1 ortaya ¢ikar. Savunma sirasinda meydana gelen reaksiyonlar uyartidan birkag
saat sonra olusabilecegi gibi birka¢ giin de siirebilir [Desender vd., 2007]. Bitkiler
yasamlar1 boyunca birgok stres faktorleri ile kargilagmaktadirlar. Bitki {izerinde ender
olarak tek baglarina etki yapabilen bu stres faktorleri, genellikle etkilerini es zamanh
olarak gerceklestirmektedirler. Biyotik (patojen, diger organizmalarla rekabet vb.)
ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek sicaklik veya don vb.) stresler
ekonomik 6nemi olan tahillar dahil, tiim bitkilerin normal fizyolojik islevlerinde
degisikliklere yol agmaktadir. Tiim bu stresler bitkilerin biyosentetik kapasitelerini
azaltir, normal islevlerini degistirir ve bitkinin 6liimiine yol acabilecek zararlara

neden olabilir [Lichtenthaler ve Hartmut, 1996].

2.2. BITKILERDE ROT OLUSUMU VE ANTIOKSIDAN SAVUNMA
SISTEMLERI

Diinya tiizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine  gore
siniflandirildiginda dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi % 26’lik payiyla en
biiyiik dilimi olusturmaktadir. Bunu % 20 ile mineral stresi ve % 15 ile soguk ve don
stresi izler. Bunlarin diginda kalan diger tiim stresler % 29’luk bir pay alirken,
yalnizca % 10’luk bir alan herhangi bir stres faktdriine maruz kalmamaktadir [Blum,
1986].

Stres kosullar1 bitkilerde molekiiler ve fizyolojik yanitlarin olugmasim
uyarir [Romo vd., 2001]. Bitkiler, kuraklik gibi abiyotik stres sirasinda olusan
oksijen radikallerini ortadan kaldirmak amaciyla siiperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) ve katalaz (KAT) gibi enzimler
iiretirler [Alscher vd. 2002; Keles ve Unyayar, 2004; Nandwal ve Kukreja, 2007].



Askorbat-glutatyon (ASC-GSH) dongiisii hiicrelerde redoks durumunu dengeleyerek
biyotik ve abiyotik strese kars1 bitkiyi korumada merkezi bir rol oynar [Kocsy vd.,
2004; Lascano vd.,2003].

Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler, osmolitler olarak bilinen ve turgorun
devamini saglayan cesitli ¢Ozilinebilir maddeleri biriktirerek osmotik ayarlama
yaparlar ve hiicrelerin kurumasini bu yolla onlerler [Reda vd., 2004]. Antioksidanlar
hiicreleri Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS) ’nin
hasarina karst korumaktadir. ROT iiretilmeye baslandiginda c¢ok farkli sayida
antioksidanin sentezi artar [Halliwell ve Gutteridge, 1990]. Bunlardan bazilari
askorbik asit (AsA), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz
(KAT), askorbat peroksidaz (AP), karotenoidler, a-tokoferol ve myo-inositollerdir
[Im vd., 2007].

2.3. BITKILERDE POLIOLLER

Inositoller; siklitol ad1 verilen (siklik polioller) biyolojik olarak aktif olan
bilesiklerdir. Poliollerin sentezi ve birikimi bir bitkinin tiirline ve yasadig1 ¢evre
sartlarina gore degisiklikler gosterse de dokulara bagli olarak benzerlik gosterir
[Bieleski, 1982; Stitt vd., 2010; Richter vd., 1992]. Bitki dokularinda poliollerin
birgok islevi kesfedilmistir. Kalvin dongiisii ve biyosentetik yolaklar1 oldukga 1yi bir
sekilde calisilmistir [Streeter vd., 2001]. Sakkaroz ve tiirevlerinin iiretimi ve
depolanmasi i¢in polioller yiiksek 6neme sahiptir.

Yapraktaki toplam karbonun % 8,9 kadarin1 [Popp ve Smirnoff, 1995; Popp
vd., 1997; Merchant vd., 2007] floem kanalindaki karbonun yaklasik % 90 kadarini
[Moing vd., 1997], ksilem kanalindaki karbonun ise % 50 kadarinm1 polioller
olusturmaktadir [Popp vd., 1997; Merchant vd., 2007; Moing vd., 1997]. Poliollerin
tiretimi taksonomik [Bieleski ve Briggs, 2005] ve ekotipik [Adams vd., 1992] olarak
farkliliklar gostermektedir ve bu farkliliklar bize bitkinin yasadigi ¢evre ile ilgili
onemli bilgiler sunmaktadir [Merchant vd., 2006; Nadwodnik ve Lohaus 2008].
Poliollerin bu gibi 6zellikleri gelismis kuraklik ve tuz stresini belirlemek i¢in onlari

ideal molekiiller haline getirmistir. Poliollerin HOCH2[CH(OH)JnCH2>OH genel



formiilii ile a¢ik zincirli ya da siklik bilesiklerine (siklohekzan veya pentol)
genellikle siklitol ya da inositol denilmektedir ve bu bilesiklerin sentezi dogrudan
glukoz-6-fosfattan olmaktadir [Paul ve Cockburn, 1989]. Muko-inositol disindaki
tiim inositoller myo-inositolden koken almaktadir [Williamson vd. 2002].

Poliollerin karbon akisindaki rollerinin yani sira stres metaboliti olarak
gelismis bitkilerde birgok roliiniin oldugu arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur
[Williamson vd. 2002; Streeter, 1985]. Poliollerin bitki dokularindaki islevi osmotik
koruyucu (ozmoprotektant) olarak bitkinin diisiik osmotik potansiyel (y) ile basa
¢cikmasint saglamaktir [Williamson vd. 2002]. Cesitli arastirmacilar tarafindan farkli
bitkilerde bir siklitol olan D-pinitol birikiminin, kullanilabilir su miktarinin diisiik
olmasindan (kuraklik, tuzluluk, osmotik potansiyel) kaynaklandig1 gdsterilmistir. Bu
bitkiler arasinda Glycine max L. [Orthen vd. 2000] Cicer arietinum L. [Ford, 1982]
Vigna spp. [Wanek vd.,1997; Vera-Estrella] Pisum sativum L. [Orthen vd. 2000]
Mesembryanthemum crystallinum L. [Williamson vd. 2002; Bieleski, 1994] ve
transgenik tiitiin [Ortbauer, 2008] bulunmaktadir.

Bazi poliollerin protein yapisi, zarlar ve lipozomlar {izerinde ¢esitli yollar ile
korucu o0zelligi belirlenmistir [Merchant vd. 2011]. Poliol sentezinin yiiksek
fotosolunumun yan iiriinlerinin zararindan da korudugu bildirilmistir [Orthen vd.,
1994]. Myo-inositol’iin metilasyon ile D-ononitole doniismesi fotosolunum ile artan
H>O: {iretiminin azalmasina neden olur. Bunun yani sira gesitli siklitol tiirevlerinin in
vitro hidroksil radikali olusumunu engelledigi goOsterilmistir [Shen, 1997].
Transgenik tiitin bitkisi kloroplastinda mannitol birikimi hidroksil radikali
olusumunu engeller [Tarczynski vd., 1993]. Polioller bir¢ok bitki tiiriinde stres

kosullarinin olumsuz etkilerini iyilestirebilir [Orthen vd., 1994].
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Sekil 2.1. Inositollerin gesitli formlari [Kennington vd., 1990].

Myo-inositoliin antioksidan 6zelligi demir molekiiliine yiiksek ilgisinden
kaynaklanmaktadir. Demirin katalizledigi reaksiyonlar hidroksil radikalinin
olusmasina neden olarak biyolojik materyalde oksidatif hasara yol acar [Lemma vd.,
2005]. Myo-inositoller ¢esitli biyokimyasal yollarda merkezi bir rol oynar. Ozellikle
yapilarindaki OH gruplarindan dolayr hiicrelerdeki suyu tuttugu ve su kaybim
onledigi i¢in hiicre i¢i uygun ¢ozlinen molekiillerdir [Plouvier, 1963].

Bu molekiillerin sadece osmotik ayarlama yapan uygun c¢oziiciiler degil,
ayni zamanda hiicre zar sistemlerine zarar veren ROT miktarinin diizenlenmesine
etki eden bilesikler olduklar1 da belirlenmistir [Lewis ve Smith, 1967, Cevik vd.
2014]. Aym1 zamanda inositol tiirevlerinin fosforillenmis formu olan inositol fosfat
molekiilleri hiicre i¢i sinyal iletiminde gorev alarak stresin algilanmasinda ve stres
toleransinin gelismesinde rol alirlar [Hudickyl, 1990; Phillippy vd., 1997; Onnebo
ve Saiardi, 2009].

Kuraklik stresi bitkilerde biiylimeyi ve liriin verimini baskilayan en dnemli
cevresel streslerden biridir. Kuraklik bitkilerde birgok fizyolojik, biyokimyasal ve

molekiiler yanitlar1 uyarmakta ve buna bagl olarak, siirli ¢evresel kosullara uyum



saglayacak tolerans mekanizmalar1 gelistirebilmektedirler. Tarimsal tiretimi arttirmak
icin bitkilerin kurakliga dayanikliliklarinin arttirilmasi biiyiilk 6nem tagimaktadir. Bu
ylizden bitkilerin kurak kosullara uyum saglamasina yardimci g¢esitli molekiiller
gelistirilmesinin bir sonucu olarak kurakliga dayanikli transgenik bitkilere ihtiyag
azalacaktir. Bu molekiillerden biri olan siklik polialkoller yani siklitollerdir.

Siklitoller; inositol, quersitol ve konduritol olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilirlar.

H H H
HO OH HO OH
HO OH  HO OH OH
OH OH OH
Inositol Quersitol Konduritol
1 2 3

Sekil 2.2. Inositol, Quersitol ve Konduritol molekiillerinin yapisal formiilleri

Siklitollerin yap1 olarak literatiirde yiizlerce tiirevi bulunmaktadir. Bu
yapilarda hidroksi grubu yerine amin, halojen, kiikiirt, fosfat gibi fonksiyonel grup
bulunan bir ¢ok tiirevi de bulunmaktadir. Pinitol, Quersitol, D-chiro—inositol ve D-
ononitol gibi siklitol tiirevleri tuzluluk, kuraklik gibi streslere karsi bitkilerin
toleransinin artmasinda rol almaktadir [Vernon ve Bohnert, 1992; Pattanagul ve
Madore, 1999; Yancey, 2005]. Bunlar hiicre i¢inde Ca*? salimimm aktive ederek
ozellikle bitkilerin diislik sicakliklara karsi dayanikliligini arttirirlar [Yoshizaki ve

Backvall, 1998].

Inositollerden biri olan myo-inositol bitki biiyiime ve gelismesi i¢in énemli
bir molekiildiir [Styer, 2000] (Sekil 2. 3). Myo-inositol fosfotidilinositol (PI) sinyal
yoluna, oksin depolanmasi ve tasinmasina, fitik asit biyosentezine, hiicre duvari
biyosentezine ve stresle iligkili molekiillerin tiretilmesine katilir [Raboy, 2003].

Bitki dokulari i¢inde polenlerden kdklere kadar her hiicrede myo-inositoliin
fosforlanmis formlarina rastlamak miimkiindiir (Sekil 2.4). Bunlar arasinda en yaygin
olani fitik asittir. Fitik asit bir besinsel antioksidan ozelligi gostermekte olup,
oksidatif dengenin korunmasinda Onemli rol oynar. Fitik asit, siklohekzanin

hekzafosforik esteri olan bir myo-inositoldiir ve InsP6 ya da IP6 seklinde



gosterilmektedir [Febles, 2002]. Fitik asitin antioksidan etkisi selat olusturabilmesi
ve bircok divalent metal iyonunun katalitik aktivitesini azaltmasindan
kaynaklanmaktadir [Thompson vd., 1991]. Myo- inositol disinda EDTA gibi demirle
kompleks olusturan bir ¢ok selator Haber-Weiss dongiisti ile hidroksil radikalinin
olugmasini engelleyebilir. Myo-inositolu diger selatdrlerden ayiran 6zelligi molar
diizeyin cok {istiindeki demir konsantrasyonlarinda bile selator aktivitesini etkin bir
sekilde devam ettirebilmesidir. Bunun yani sira myo-inositol tiirevleri fenton
reaksiyonlarini da oksidasyon reaksiyonlari ile substrattan ayirarak ROT olusumuna
engel olabilir. Myo-inositol tiirevlerinin ATP yenilenmesinde, RNA tasinmasinda,
DNA hasarinin onarilmasinda ve antioksidan olarak ROT ve RNS lerin
stipliriilmesinde gorev aldigr bilinmektedir [Orthen vd., 1994]. Demirin katalizledigi
reaksiyonlar Ozellikle hidroksil radikali olusmasina neden oldugundan biyolojik
materyalde oksidatif hasara yol acar. Inositol trifosfat (IP3) bekgi hiicrelerinde ve
sitoplazmada Ca*? artisii tesvik ederek kuraklik sirasinda stomalarin kapanmasini
tetikler ve bitkinin su kaybetmesini Onler. Digsal uygulanan IP3 izole edilmis

+25

vakuollerden ve tonoplast vezikiillerinden Ca™’y1 serbest birakir [Schumaker ve Sze,

1987].
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Sekil 2.4. Bitkilerde inositol biyosentezi ve kullanimi [Raboy, 2003].

Sitoplazmik Ca*?’nin artis1 osmotik stresle uyarilan genlerin ifadelerini
tetikleyebilir ve strese toleransinin gelismesine katki saglar [Wu, 1997]. Atomik
oksijen; yer kabugunda ¢ok fazla bulunan bir elementtir. Su ve atmosferde bulunan
oksijen (O2) aerobik hayatin biitiin formlarinin devami i¢in zorunludur. Mevcut
oksijen rezervi, fotosentezin bir sonucu olarak sudaki oksijenin serbest
birakilmasiyla meydana gelir ve solunumda en son elektron alicist olarak
kullanilmasiyla devamliligi saglanir [Elstner, 1982] Bu siirecte reaktif oksijen tiirleri
(ROT) aerobik yasamin kaginilmaz bir pargasi olmustur [Foyer ve Harbinson, 1994].
O2 reaktif bir molekiil olmamasina ragmen, normal metabolik faaliyetler sirasinda
veya ¢esitli stres faktorleri nedeniyle uyarilmig reaktif formlart meydana gelebilir
[Mittler vd., 2004].Yapilarinda eslesmemis elektron iceren atom veya bilesikler
serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir [Staroverov ve Davidson, 2000].

Biyolojik serbest radikaller oldukca dayaniksiz ve ayni1 zamanda reaktif molekiiller

11



olup, elektronlart hiicredeki diger molekiillerle etkilesime girerek hasar meydana
getirirler [Staroverov ve Davidson, 2000; Kopani vd., 2006].

Bitkilerde serbest radikaller kloroplastlardaki fotosentez reaksiyonlarinda,
plastid ve peroksizomlarda, mitokondrilerdeki sitrik asit donglisinde NADPH
oksidaz, hiicre duvar1 peroksidazlari ve amino oksidazlar gibi enzimlerin etkisiyle
olusur [Van Camp, 1998]. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri serbest radikal
kaynaklaridir [Lamb and Dixon, 1997; Van Breusegem and Dat, 2006].

Kurak kosullarda 6nce topragin, ardindan bitkinin su potansiyeli azalir ve
daha ileri sathalarda turgor basincinda diisme, stomalarda kapanma, yaprak
biliylimesinde azalma ve fotosentez oraninda diisiis meydana gelir [Sankar vd., 2008].
Bitkinin daha fazla su kaybetmemek icin stomalarin1 kapatmasi fotosentez igin
gerekli CO2 alimimin kisitlanmasina yol agar. Bu durum fotosentetik reaksiyon
merkezlerindeki enerjinin asirilifina neden olur [Monti, 1986]. Bitki dokularinda
molekiiler oksijen ile elektron igin rekabet eden NADP™’ler indirgenerek NADPH
birikir. Bu kosullarda bitki dokularinda NADP* miktar1 azalir ve O alternatif
elektron alicis1 olarak gdrev yapar [Stuhlfauth, 1990].

Suyun kisith oldugu periyotlarda, bitkide kloroplastta gerceklesen 1s1k-
klorofil etkilesimleri oksidatif strese neden olur [Tambussi vd., 2000]. Oksidatif etki
serbest radikallerin, 6zellikle reaktif oksijen tiirlerinin (O2"~, H.O2> ve OH") Haber-
Weiss ve Fenton adi verilen reaksiyonlar ile olusumunu igerir [Cadenas, 1989;
Farrant, 2000]. ROT; lipid peroksidasyonu sonucu hiicre zarlarinin zarar gormesi,
proteinlerin ve DNA yapisinin bozulmasi, enzimlerin etkinliginin azalmas1 gibi ciddi
hiicresel ve dokusal hasarlara yol agmaktadir [Sairam ve Saxena, 2000; Fridovich,
1986; Liebler vd., 1986]. Siiperoksit ve hidrojen peroksidin OH" radikalini
olusturmak iizere tepkimesi sirasinda artan Fe*® veya Cu*? gibi gecis metalleri, bu
oksidatif hasar1 daha da arttirabilir [Davies, 1987].

Bitkiler, ROT un zararli etkilerini antioksidan sistemleri ile detoksifiye
edebilirler. Hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyan enzim yapisinda olan ve enzim
yapisinda olmayan ¢ok sayida savunma mekanizmalar1 vardir. Enzimatik olmayanlar
arasinda glutatyon (GSH), askorbat (AsA), sistein, hidrokinonlar, mannitol, vitamin
E, flavonoidler, bazi alkoloidler ve B-karoten sayilabilir. Bitkilerdeki enzimatik

antioksidanlar ise; siliperoksit dismutaz, katalaz, askorbat peroksidaz, glutatyon
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rediiktaz gibi diisiik molekiil agirlikli enzimleri igermektedir [Smirnoff, 1993; Noctor
ve Foyer, 1998].

Bitkilerde kuraklik stresi nedeniyle artan Oz~ ve H2O: igerigine paralel
olarak lipid peroksidasyonunun da arttig1 belirlenmistir [Baek ve Skinner, 2003].
Misir (Zea mays L.) bitkisi ile yapilan ¢alismalarda kuraklik stresinin SOD ve KAT
enzim aktivitesinde 6nemli bir artisa neden oldugu rapor edilmistir [Velikova vd.,
2000; Ying vd., 2012].

Arastirmacilar kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin KAT, AP ve GR gibi
enzim aktivitelerinde artis oldugunu belirlemislerdir [Masoumi vd.,2010]. Yapilan
caligmalar ile nohut bitkisinde kuraklik stresinin 6zellikle KAT enzim aktivitesinde
onemli bir artisa neden oldugu rapor edilmistir [Raheleh, 2012].

Stres sonucu bitki hiicrelerinde olusan siiperoksit radikalleri SOD enziminin
reaksiyonu ile H.O2’ye doniistirilir [Dixit vd.,2001; Mittiova, 2002]. SOD
antioksidatif stres savunma mekanizmasinin anahtar enzimidir ve Oz~ serbest
radikalini Oz ve H202’ye doniistiirdiigiinden Oz~ ve H202’nin hiicresel derisimlerini
dogrudan belirler. SOD enzimi; bakir/¢inko (Cu/Zn-SOD), demir (Fe-SOD) ve
manganez (Mn-SOD) iceren izoenzimler olarak metal kofaktorlerine gore
siiflandirilirlar [Bowler, 1994].

202" +2H =9L» 2H,0; + O

KAT, SOD’un Kkatalizledigi reaksiyon sonucu olusan ve kuvvetli bir
oksidant olan H202 nin hiicrede birikimini 6nleyen etkili bir enzimdir [Beyer, 1994].
Katalaz enzimi H20.’yi su ve molekiiler oksijene doniistirmektedir. Bu enzimin
substrata ilgisi diislik olmasina karsin yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir.
2H20; K& O, + 2H.0

H202’nin  yikilmasinda alternatif diger bir yol ise peroksidazlarin
aktivasyonu ile gergeklestirilmekte ve H20O2’nin suya indirgenmektedir [Shalata vd.,
2001]. Askorbat peroksidaz (AP), askorbat—glutatyon dongiisiinde hidrojen peroksidi
suya indirger. Bu sirada askorbat, monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR)
tarafindan monodehidroaskorbata (MDHA) okside olur.

AsA+2H202 —2% , MDHA+ 2H20

Bununla beraber MDHA’m iki molekiilii enzimatik olmayan yol ile

MDHA’ya ve dehidroaskorbata (DHA) oransiz olarak doniistiiriiliic. DHA,
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dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR; EC: 1.6.5.4) ve glutatyon rediiktaz (GR; EC:
1.6.4.2) tarafindan askorbata (AsA) indirgenir. Bu reaksiyondan sonra ise rediikte
glutatyon (GSH), DHAR 1n etkisi ile okside glutatyona (GSSG) doniisiir ve GSSG,
GR tarafindan GSH’ye geri indirgenir [Shigeoka vd., 2002]. Bitkilerin ROT
etkilerini onleyebilmeleri oksidatif strese kars1 6nemli bir savunma mekanizmasidir.
Antioksidan sistemleri giiclii olan bitkilerin stres kosullarina toleranslar1 artmaktadir
[Fridovich, 1989; Sairam vd., 1998; ]. Yapilan bir ¢alismada kurakliga dayanikli
(Cicer reticulatum L..) nohut tiirinde duyarh tire (Cicer arietinum L.) gére

antioksidan aktivitenin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [Cevik vd., 2014].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. BITKI YETISTIRME KOSULLARI

Calismamizda, Mersin Alata Bahce Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisii’'nden
alman Capsicum annuum L. tohumlarin ¢imlenmesiyle elde edilen fideler
kullamilmistir.  Biber tohumlart  ¢imlendirildikten sonra ig¢inde 2000 g
toprak/torf/giibre (2/1/1 vIvIV) igeren saksilara aktarildi. Bitkiler iklim odasinda ve
kontrollii sartlar altinda; 16/8 giin/gece 151k periyodu, 26 + 2°C giin ve 18+ 2°C gece
sicakliginda, 480 pmol m2s? 151k siddeti, % 65 £ 5 bagil nem ortaminda yetistirildi.
Fideler belirli bir biiyiikliige geldikten sonra (yaklasik 40 giin) saksilarin yarisi
kuraklik stresine maruz birakildi. Diger yarisi iyi sulanmig kontrol bitkileri olarak
yetistirildi. Kuraklik uygulanan bitkilerin yarisinin yapraklarina stresinin ilk ii¢ giinii
her giin ayn1 saatte distile su igerisinde hazirlanmis olan ve 5 uM, 15 uM ve 25 uM
konsantrasyonlarda myo-inositol (Sigma) (tween 20 igeriyor) piiskiirtiildii. Myo-
inositol uygulanmayan ve kurakliga maruz kalan bitkilerin yapraklarina da distile su
puskiirtiildii. Kuraklik stresinin 7. giinlinde bitkiler hasat edildi ve hemen kok/govde
uzunluklar1 ve yaprak su potansiyeli Ol¢iimleri yapildi. Bitkilerin yapraklar
analizlerde kullanilmak {izere sivi azotta dondurulduktan sonra -70 °C’de derin

dondurucuda (Nuaire) saklandi.

3.2. YAPRAK SU POTANSIYELI (YSP, Wyaprak)’ NIN OLCULMESI

Zamana bagli olarak hasat edilen taze bitki Orneklerinin Yaprak Su
Potansiyeli (YSP, ¥y) Pressure Chamber (Model 1000, PMS) cihazi ile ol¢iildii.
Bitki ornekleri, sap kismi1 disarida kalacak sekilde basing hiicresine yerlestirildi.
Hiicre igerisindeki basing azot gazi kullanilarak ytkseltildi, hiicre kapagi disinda
kalan ve biiyiitecle bakilan bitki sapinda, ilk su goriildiigiinde basing yiikseltilmesine
son verilerek o andaki basing manometre araciligiyla okundu. YSP, MPa cinsinden

Olgiilerek Wyaprak sembolii ile ifade edildi [Scholander vd., 1965].
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3.3. COZUNUR PROTEIN MIKTARININ OLCULMESI

Coziiniir protein miktari, Bradford methoduyla 6l¢tildii. 1 g taze yaprak ve
kok dokusu 5 mL fosfat tamponu ile homojenize edildi. Saf ekstrakt 4 °C’de, 5 dk,
16 000 g’de santrifiij edildi ve siipernatan dl¢iimler icin kullanildi. Orneklerdeki
protein miktarlar1 Bradford reagent ile hazirlanmis standart egriden hesaplandi
[Bradford, 1976].

3.4. ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIVITELERININ OLCUMU

3.4.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Tayini (EC 1.15.1.1)

SOD aktivitesi Beyer ve Fridovich [1987]’e gore yapildi. Bunun igin 1 g
yaprak dokusu 5 mL fosfat tamponu ile homojenize edildi. Tampon 0,1 mM EDTA
ve 100 mg PVP icermektedir. Saf ekstrakt +4°C’de, 5 dk, 16 000 g’de santrifiij edildi
ve silipernatan Olglimler ic¢in kullanildi. 2,4 mL fosfat tamponu, 1 mL sodyum
karbonat, 200 uL L-Methionin, 200 pL nitro blue tetrazolium (NBT), 150 uL enzim
ve 150 pL ribofilavin eklenerek reaksiyon baslatildi. Ornekler 10 dk siireyle 25 °C
151k altinda tutuldu. Spesifik enzim aktivitesi U/mg-1 protein olarak belirlendi. Bir
birim SOD aktivitesi 560 nm’de spektrofotometrede 6l¢iilen NBT rediiksiyon hizinin
% 50 inhibisyonuna neden olan enzim miktar1 olarak belirlendi. Bir birim (Unit), 25

°C’de 1 dakikada 1 pmol substrat1 iiriine doniistiiren enzim miktaridir.

3.4.2. Katalaz (KAT, EC.1.11.1.6.) Aktivite Tayini

Katalaz aktivitesi Aebi vd. [1983]’ne gore yapildi. 1 g yaprak/kok dokusu 5
mL potasyum fosfat tamponu (pH:7 ve 0,1 mM EDTA) ile 100 mg PVP eklenerek
homojenize edildi. Reaksiyon 2,8 mL potasyum fosfat tamponu (pH:7 EDTA
icermez), 80 pL H202 (0.5M) ve 120 pL enzim ekstraktinin karistirilmast ile
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baslatildi. Katalaz aktivitesi 240 nm’de 30 sn i¢indeki absorbansin azalmasi ile tespit

edildi ve sonuglar H,0, dk’*mg™ protein olarak hesaplandi.

3.4.3. Askorbat Peroksidaz (AP, EC.1.11.1.11) Aktivite Tayini

AP aktivitesi Bonnet vd. [2000]’ne gore yapildi. 150 mg yaprak dokusunun
200 mM (pH:7,8) HEPES, 2 mM EDTA, 5mM MgCl,, ve 4 mM sodyum askorbat
iceren 1,5 mL ekstraksiyon ortaminda homojenize edildi. Saf ekstrakt 4 °C’de, 5 dk,
16 000 g’de santrifiij edildi ve siipernatan Ol¢limler i¢in kullanildi. Reaksiyon
karistmi 50 mM NaH2POs4 (pH:7), 500 uM askorbat, 1 mM H20. ve ekstrakt
icermektedir. 290 nm’de absorbanstaki azalmaya bagli olarak okside olan askorbat
olgiildii. AP spesifik aktivitesi (nmol.dk™* mg? protein) 290 nm’de askorbat igin 2,8

uM-tem? tilkenme katsayist kullanilarak hesaplandi.

3.4.4. Glutatyon Rediiktaz (GR, EC.1.6.4.2.) Aktivite Tayini

GR aktivitesi Calberg ve Mannervik [1985]’e gore yapildi. 1g yaprak
dokusu 5 mL potasyum fosfat tamponu (pH:7 ve 0,1 mM EDTA ) ve 100 mg PVP
eklenerek homojenize edildi. Saf ekstrakt 4 °C’de, 5 dk, 16 000 g’de santrifiij edildi
ve siipernatan Ol¢iimler i¢in kullanildi. 3 mL’lik UV kiivet igerisinde 1,5 mL fosfat
tamponu, 150 pM NADPH2, 150 pL okside glutatyon (GSSG), 1 mL H20 ve 200 uL
ekstraktin eklenmesiyle reaksiyona baglatildi. 1 dk siireyle 340 nm’de absorbanstaki
azalma 6l¢iildii. Sonuglar 1 dakikada oksitlenen NADPH2’nin pmol dk*mg™ protein

degeri olarak hesaplandi.

3.5. HIDROJEN PEROKSIT (H202) SEVIYESININ BELIRLENMESI

Hidrojen peroksit seviyesi Velikova vd. [2000]’nin kullandigi metot
modifiye edilerek ekstraksiyon yapildi. Yaprak (500 mg) dokulari, 5 ml, % 2 (v:v)
TCA ile buz banyosunda homojenize edildi. Homojenat 12 000 g’de 15 dakika
santrifiij edildi ve siipernatan H>O> analizi i¢in kullanildi. H2O , asidik sartlarda

hidrojen peroksit tarafindan demir iyonlarmin (Fe*?) ferrik iyonlarina (Fe*®)
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oksidasyonuna dayanan Bioxytech H20.-560 test kiti (OXIS International, Inc.,
USA) ile 6lgiildii. H20> igerigi standart egriden hesaplandi.

3.6. LIPID PEROKSIDASYONU OLCUMU

Lipid peroksidasyonu Ohkawa vd [1979]’ye goére, malondialdehit (MDA)
igeriginin olglilmesi ile belirlendi. 0,2 g taze yaprak dokusu 1 mL (%?5) trikloroasetik
asit (TCA) soliisyonunda homojenize edildi. Homojenat 16 000 g’ de 15 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi. Siipernatan, %0,5 thiobarbiturik asit (TBA) ve %20
TCA soliisyonlarindan esit hacimler alinarak tiiplere aktarildi. Tiipler 96°C ’de 25
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra tiipler buz banyosuna aktarilip 12 000
g’de, 5 dk, santrifiij edildi. Siipernatanin absorbanst 532 nm’de ve 600 nm’de
spektrofotometrede Olciildii. %20 TCA soliisyonu i¢inde %0,5 TBA kor olarak
kullanildi. MDA igerigi, 155 mM*cm™ tiikenme katsayis1 kullanilarak hesaplandi.

3.7. KALSIYUM (CA*?) ICERIGININ OLCUMU

Zarcinas vd. [1987]’ye gore kalsiyum analizi i¢in kullanilacak yaprak
ornekleri Mikrodalga cihazinda (Cem MARS 240/50) 110 °C sicaklikta kurutuldu.
Kurutulmus 6rnekler 3:1 oraninda nitrik asit/perklorik asit ¢ozeltisinde 1sitict (Hot
plate) tizerinde 200° C sicaklikta ekstrakte edildi. Daha sonra bu ornekler 50 mL
ultra saf su ile seyreltildi. Elde edilen son soliisyon Indiiktif Olarak Eslestirilmis
Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS, Agilent 7500) ile analiz edildi. Cihazin
analiz kosullari: RF giicti: 1500 W, 6rnek derinligi: 8,8 mm, plazma gaz akisi: 15
L/dk, tasiyict gaz akisi: 0,9 L/dk, aux gaz akisi: 1L/dk, sicaklik 2 °C’ dir. Ayrica

analiz sirasinda saflastirma islemleri i¢in argon gazi (%99,998) kullanilmistir.
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3.8. PROLIN ICERIGININ OLCUMU

Yaprak ornekleri (0,5 gr) 10 mL %3’liikk siilfosalisilik asitte homojenize
edildi. Ekstraktlar filtre kagidi ile filtre edildikten sonra 2 mL filtrat, 2 mL ninhidrin
ve 2 mL glasiyal asetik asit ile karigtirilarak 100 °C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra
buz igine alinarak reaksiyon sonlandirildi ve karigim 4 mL soguk toluen ile ekstrakte
edildi. Toluen faz1 520 nm’de spektrofotometrede analiz edildi ve sonuglar 1 g

yapraktaki umol prolin cinsinden hesaplandi [Bates, 1973].

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Siirekli degiskenler medyan ve n cinsinden 6zetlenmistir. Gruplar arasindaki
farklilik karsilastirilirken Kruskal Wallis ve Anova testi kullanildi. Uygulamalarin
karsilagtirilmasinda farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek igin
coklu karsilagtirma testlerinden Dunn testi uygulanmistir. Grup ve yer etkilesimi i¢in

univariate analiz yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR
4.1.1. Govde ve Kok Biiylimesi

Su sikintisina maruz kalan C. annuum’da govde ve kok uzunluk degerleri
bakimindan gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.
Kontrol bitkilerinde ise goévde ve kok uzunluk degerleri bakimindan gruplar
arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001). Myo-inositol
uygulamalar1 bakimindan govde uzunluklar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunurken (P<0,001), k6k uzunluklar1 arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
belirlenmemistir. Su sikintis1 gévde uzunlugunda belirgin bir degisiklige neden

olmazken, kok uzunluklari yaklasik %50 oraninda azalmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. lyi sulanan veya su sikintisina maruz birakilan Capsicum annuum L.’un
govde ve kok biiylimesi lizerine myo-inositoliin etkisi (n:5)

Uygulama Gruplar Govde uzunluklan | Kok uzunluklari(cm) +
(cm) * st.sapma st.sapma

Kontrol 16,8 + 2,23 20,9 + 3,46

5uM 15,3 £2,02%%* 16,9+ 7,01*

15 pM 17,5 + 4,00* 24,0 +5,88*

25 1M 17,3+ 0,57* 24,1+791*

Su sikintisi 15,6+ 0,28* 10,7+2,80%*

Su sikintis1 + 5 puM 15,8 £ 2,27** 11,6 £3,01*

Su sikintisi+ 15+ pM 18,0+ 0,91* 16,8 £4,07*

Su sikintisi+ 25+ pM 17,3+ 0,57* 6,9 +1,05%

* [statistiksel olarak % 5 diizeyinde énemli (P<0,05)

*#* [statistiksel olarak % 1 diizeyinde énemli (P<0,01)

Su sikintistna  maruz kalan  bitkilere myo-inositol uygulamasi

konsantrasyona bagli olarak (25 uM myo-inositol hari¢) kdk uzunluklarinda artisa
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neden olmustur. Buna karsilik 25 pM myo-inositol uygulanan bitkilerde kok

uzunlugunun belirgin bir sekilde azaldig1 gozlenmistir.

4.1.2 Yaprak Su Potansiyeli (¥y, MPa)

Iyi sulanmis ve su sikintisina maruz kalan bitkilerin yaprak su potansiyeli
degerleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0, 001). Su
sikintisina maruz kalan veya kontrol grubu bitkilerde myo-inositol uygulamalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (P<0,001). Su sikintist su
potansiyelini kontrol bitkilerine gore yaklasik iki kat azaltmistir (Sekil 4.1). Su
sikintistna  maruz kalan bitkilerin yapraklarina myo-inositol uygulamalari
konsantrasyona bagli olarak yaprak su potansiyelini iyi sulanmis kontrol ve
uygulama yapilmayan bitkilere gore belirgin bir sekilde azaltmistir. Buna bagh
olarak su sikintistna maruz kalan bitkilerin  yapraklarinin - myo-inositol
konsatrasyonuna bagli olarak uygulama yapilmayanlara gére daha turgorlu olduklar
gbzlenmistir (Sekil 4.2).

0 Myo-inositol konsantrasyonu (pM)
O T T 1
5 uM 15 M 25 M
S -0,5 ~
= *
>
= T
I —1
-
)7
5 .
S e
o
>
(7]
iyi
Sulanmis
25 - -=-- Kurak

Sekil 4.1. Iyi sulanan veya su sikintisna maruz birakilan C. annuum. yapraklarma
myo-inositol uygulamalarinin yaprak su potansiyeli izerine etkisi
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Kontrol Su SikintisiffSu Sikintist | g, 5ikintisi | Su Sikintisi
5!JM 15 uM 2254 M

Sekil 4.2. Iyi sulanan veya su sikintisina maruz birakilan C. annuum yapraklarinin
genel goriintigleri.

Bununla birlikte, 25 uM myo-inositol uygulanan bitkilerin yapraklarinin su
potansiyeli, uygulama yapilmayan ama su sikintis1 uygulanan bitkilerdekine yakin
degerlerde olmasina ragmen, neredeyse iyi sulanmis kontrol bitkilerin yapraklar

kadar turgorlu bir goriiniise sahip oldugu gozlenmistir.
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4.1.3. Enzim Aktivitesi

4.1.3.1. SOD aktivitesi

Su sikintisinin  biber bitkilerinin yapraklarindaki SOD  aktivitesini

degistirmedigi gozlenmistir (Sekil 4.3). Myo-inositol uygulanan bitkilerde enzim

aktivitesinin 6zellikle 25 uM uygulamasinda azaldigi belirlenmistir.

—— lyi Sulanmis

140 - *

. ---- Kurak

120 ;
1

100 -

SOD (Unit mg protein™')
e a0y oo
O (e ) O

[
[}
1

[an ]

0 5 M 15 UM 25 UM

Myo-inositol konsantrasyonu (M)

Sekil 4.3. Iyi sulanan veya su sikintisina maruz birakilan C. annuum ’un SOD
aktivitesi lizerine myo-inositol uygulamalarinin etkisi.
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4.1.3.2. KAT aktivitesi

Iyi sulanmis kontrol ve su sikintisina maruz birakilan  bitkilerin
yapraklarinda KAT aktivitesi bakimindan myo-inositol uygulama gruplari arasindaki
farklar 6nemli bulunmustur (P<0,01). Su sikintisina maruz birakilan bitkilerde de
enzim aktivitesi iyl sulanmis kontrol bitkilere gore azalma gostermistir (Sekil 4.4)
Buna karsilik, su sikintisina maruz birakilan bitkilerin yapraklarina 25 pM myo-
inositol uygulamasi uygulama yapilmayanlara gore KAT aktivitesinde belirgin bir

artisa neden olmustur (P<0,01).

— lyi Sulanmis
'F: - --- Kurak
9 "
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g "
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£ BT L bl T
L —
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% 000 . | .
x 0 5uM 15 M 25 uM
Myo-inositol konsantrasyonu (UM)

Sekil 4.4. Iyi sulanan veya su sikintistna maruz birakilan C. annuum ’un KAT
aktivitesi izerine myo-inositol uygulamalarinin etkisi
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4.1.3.3. AP aktivitesi

Iyi sulanmis kontrol ve su sikintisina maruz birakilan  bitkilerin
yapraklarinda AP aktivitesi bakimindan myo-inositol uygulama gruplar1 arasindaki
farklar onemli bulunmustur (P<0,001). Su sikintis1 AP aktivitesini kontrol bitkilere
gore yaklasik 4 kat arttirmistir (Sekil 4.5) Su sikintisina maruz birakilan bitkilerin
yapraklarma 5 puM myo-inositol uygulanmasi enzim aktivitesini uygulama
yapilmamis kontrol ve su sikintisina maruz kalan bitkilere gore belirgin bir sekilde
arttirmigtir. Buna karsilik, myo-inositol konsantrasyonundaki artisa bagli olarak

uygulama yapilmayan bitkilere gére enzim aktivitesi azalma gdstermistir.

7 9 — lyi Sulanmis

---- Kurak

w R 4, D
1
*

AP (mmol dk™ mg protein™)
[}S]

—

0 T T 1
0 5uM 15 M 25uM

Myo-inositol konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.5. Iyi sulanan veya su sikintisina maruz birakilan C. annuum ’un AP
aktivitesi tizerine myo-inositol uygulamalarinin etkisi
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4.1.3.4. GR aktivitesi

Iyi sulanmis bitkilerin yapraklarindaki GR aktivitesi bakimindan myo-
inositol uygulama gruplar1 arasindaki farklar 6nemli bulunmustur (P<0,001). lyi
sulanmig ve/veya myo-inositol uygulanan bitkilerin yapraklarindaki GR aktivitesi iyi
sulanmis kontrol bitkilerdekine gore azalma gostermistir (Sekil 4.6). Su sikintisi
uygulanan bitkilerde GR aktivitesi belirgin bir sekilde azalmistir (P<0,05). Su
sikintisina maruz birakilmis bitkilere uygulanan myo-inositol konsantrasyona bagli

olarak uygulama yapilmamis bitkilere gére GR aktivitesini arttirmistir.

— lyi Sulanmis

---- Kurak

1,20 :

1,00 -

0,80 4
0,60 1
0,40

0,20 A

GR (nmol mg protein'dk™)

0,00 T T \
0 5uM 15puM 25uM

Myo-inositol konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.6. Iyi sulanan veya su sikintisina maruz birakilan C. annuum ’un GR
aktivitesi lizerine myo-inositol uygulamalarimin etkisi
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4.1.4. H,O, Miktari

Su sikintisina maruz kalan ve myo-inositol uygulanan bitkiler arasindaki
H202 miktar1 bakimindan farklar anlamli bulunmustur (P<0,001). Su sikintis1 H2O>
miktarin1 kontrol bitkilere gore yaklasik 3 kat arttirmistir (Sekil 4.7). Bununla
birlikte, su sikintisina maruz birakilan ve myo-inositol uygulanan bitkilerde H>O>
miktar1 uygulama yapilmayanlara gore 6nemli oranda azalmistir. H2O, miktarinda en

belirgin azalma 25 pM myo-inositol uygulanan bitkilerde belirlenmistir.

35 - iyi Sulanmis

* - === Kurak
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0 5 M 15 uM 25 pM

Myo-inositol konsantrasyonu (M)

Sekil 4.7. lyi sulanan veya su sikintisina maruz birakilan C. annuum yapraklarina
myo-inositol uygulamalarinin H202 miktari iizerine etkisi
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4.1.5. MDA Miktari

Iyi sulanmis kontrol veya su sikintisina maruz birakilan bitkilerde MDA
miktar1 bakimindan myo-inositol uygulama gruplar1 arasindaki farklar anlaml
bulunmustur (P<0,001). Su sikintist MDA miktarin1 kontrole gore yaklasik 2 kat
arttirmustir (Sekil 4.8). 5 uM myo-inositol uygulamast MDA miktarinda belirgin bir
artisa neden olmustur. Myo-inositol konsantrasyonundaki artis uygulama
yapilmayanlara géore MDA miktarini 6nemli oranda azaltmistir. 15 uM myo-inositol

uygulamast MDA miktarini iyi sulanmis kontrol bitkileri seviyesine indirmistir.

400 - — lyi Sulanmis

- - - - Kurak
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3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
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0,50

0,00 . . .
0 5uM 15 M 25 M

Myo-inositol konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.8. Iyi sulanan veya su sikintisina maruz birakilan C. annuum yapraklarina
myo-inositol uygulamalarinin MDA miktari {izerine etkisi
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4.1.6. Prolin Miktar1

Iyi sulanmis kontrol veya su sikintisna maruz birakilan bitkilerde prolin

miktar1 bakimindan myo-inositol uygulama gruplar1 arasindaki farklar anlamli

bulunmustur (P<0,001). Iyi sulanmis ve/veya myo-inositol uygulanan bitkilerde

prolin diizeyi oldukga diisiik degerlerdedir (Sekil 4.9). Su sikintisina maruz kalan

bitkilerde belirgin bir sekilde prolin birikiminin oldugu belirlenmistir. Su sikintisina

maruz birakilan ve myo-inositol uygulanan bitkilerde konsantrasyona bagli olarak

prolin miktarinda uygulama yapilmayan bitkilere gore 6nemli bir azalma oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Iyi sulanan veya su sikintisina maruz birakilan Capsicum annuum L.

yapraklarina myo-inositol uygulamalarinin prolin miktari {izerine etkisi
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4.1.7. Ca*® Miktar1

Kontrol veya su sikintisna maruz birakilan bitkilerde Ca*™® miktar
bakimindan myo-inositol uygulama gruplar1 arasindaki farklar anlamli bulunmustur
(P<0,001). Su sikintis1 kalsiyum miktarin1 iyi sulanmis kontrol bitkilere gore
arttirmistir (Sekil 4.10). Su sikintisina maruz birakilan ve myo-inositol uygulanan
bitkilerde de Ca*? miktar1 kontrol bitkilerine gore artmistir. En belirgin artis 15 uM

myo-inositol uygulanan bitkilerde belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Iyi sulanan veya su sikintistna maruz birakilan C. annuum yapraklarima
myo-inositol uygulamalarinin Kalsiyum miktar tizerine etkisi
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4.2. TARTISMA

Kuraklik stresi diinya ¢apinda tarimsal iiretimi azaltan en 6nemli ¢evresel
faktorlerden bir tanesidir [Ludlow ve Muchow, 1990]. Bitkilerde kuraklik stresinin
en bilindik etkisi ise serbest radikal olusumunun artmasidir. Bu radikallerin bitkiler
tizerinde pleitropik (iki yonlii) etkisi vardir. Bu serbest radikaller oksidasyon yolu ile
fotosentetik pigmentlere, hiicre zar lipitlerine, proteinlere ve niikleik asitlere zarar
verir, aym zamanda sinyal molekiili olarak islev gorerek apoptozisin
diizenlenmesinde ve daha tehlikeli radikallerin olusmasina engel olmada goérev
alabilirler [Gadjev, 2008]. Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler, osmoprotektanlar
olarak bilinen ve turgorun devamimi saglayan g¢esitli coziinebilir maddeleri
biriktirerek osmotik ayarlama yaparlar ve hiicrelerin kurumasini bu yolla onlerler
[Moghaieb, 2006]. Bir¢ok bitki stres kosullarinda bu osmoprotektanlardan olan
inositol tiirevlerini sitozolik ¢Oziinenler olarak biriktirirler ve ozmotik ayarlamay1
yaparlar [Wanek ve Richter, 1997; Munnik ve Vermeer, 2010]. Inositol tiirevleri
strese yanitta sinyal ve gelisim yollar1 i¢in gerekli bilesikler olup, su
absorbsiyonunun saglanmasi ve hiicre turgorunun devamliliginda rol alirlar [Valluru
ve Van den Ende, 2011].

Kuraklik stresi bitki biiylimesini azaltir. Su sikintist kosullarinda gévde
uzunlugunun soya [Specht vd., 2001], patates [Heuer ve Nadler, 1995] ve Citrus [Wu
vd., 2008] ’da azaldig1 bildirilmistir. Benzer sekilde, ¢alismamizda su sikintisinin
biber bitkisinin biiylimesini azalttig1 belirlenmistir. Digsal uygulanan myo-inositoliin
su sikintisinin bliylime inhibisyonu etkisini, 6zellikle kok dokularinda, azalttigi
gozlenmistir (25 uM hari¢). Bu da myo-inositoliin koklenmeyi arttiran diger
stimiilatorlerin etkilerini arttirdigini diisiindiirmektedir.

Bitkilerin oransal su igerigindeki azalmanin stomalarin kapanmasini ve
boylece fotosentez hizinda paralel bir azalmayr uyardigr bilinmektedir [Cornic,
2000]. Kuraklik etkisi ile bitkilerde yapraklarin oransal su igeriginin ve yaprak su
potansiyelinin diismesi fotosentez oranini azaltmaktadir [Lawlor ve Cornic, 2002].
Bu sonuglar, yiiksek oransal su igeriginin ve diisiik yaprak su potansiyelinin
kurakliga dayaniklilikla yakindan iliskili oldugu, ayrica bu parametrelerin kuraklik

stresi altindaki bitki su durumunun en iyi gostergesi oldugunu belirten raporlar ile
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uygunluk gostermektedir [Araghi ve Assad 1998; Dhanda ve Sethi 1998; Keles vd.,
2004]. Kuraklik uygulanan toleransli patates bitkilerinde duyarli olan tiire gore
yapraklarin daha turgorlu oldugu ve verimin daha yiiksek oldugu belirlenmistir
[Boguszewska vd., 2010]. Biberdeki su potansiyeli su sikintisiyla olduk¢a azalmis ve
yapraklar solgunlagmistir. Myo-inositol uygulamalari ile su sikintisinin siddetinin
azaldig1 ve yapraklarin daha turgorlu oldugu gozlenmistir. Bu, dissal uygulanan
osmolitlerin su sikintisiyla bitkilerin su potansiyelini azaltarak, c¢evrelerinden su
almay1 kolaylastirdiklar: fikrini vermektedir.

SOD, superoksit radikalini hidrojen peroksite doniistiiren dismutasyon
reaksiyonunda etkili metalloprotein yapisinda enzimlerdir [Kavas, 1989]. Stiperoksit
(O2") radikalini H202’ye indirger ve Oz~ ortadan kaldirildigi i¢in Haber-Weiss
reaksiyonu yoluyla OH" radikalinin olugma riskini azaltir. SOD enzimi ROT un
seviyesini azaltarak toksik etkisine kars1 ilk savunma hattini olusturur [Ischiropoulos
vd., 1992]. Calismamizda, su sikintis1 biberde SOD aktivitesinde degisiklige neden
olmamustir. Benzer sekilde, Basu ve ark.’min [2010] farkli kiiltiir piring tiirleri
lizerinde yaptiklar1 caligmalarda ile kuraklik stresinin  SOD  aktivitesini
degistirmedigini rapor etmiglerdir. Baz1 arastiricilar ise, yabani piring bitkisinde stres
kosullariin SOD aktivitesini azalttigint rapor etmislerdir [Guo vd., 2006].
Calismamizin aksine, Masoumi vd. (2011) soyada, Islam vd. [1997]. yulafta,
Mafakheri vd. [2011] nohutta kuraklik stresinin bitkilerde KAT aktivitesini arttigini
bildirmislerdir. Katalaz aktivitesindeki artis kurakliga toleransin artmasini sagladigi
rapor edilmistir. Calismamizda digsal uygulanan 25 uM myo-inositol biberde KAT
aktivitesini belirgin bir sekilde arttirmistir. Su sikintist ve yiiksek myo-inositol
konsantrasyonunda SOD aktivitesinde 6nemli bir degisiklik olmamistir. Bu durumda,
AP aktivitesinin belirgin bir sekilde azalmasina karsin, H20:‘in de azalma
gostermesi, artan KAT aktivitesinin mevcut H»O>° i tiikketmis olabilecegini
gostermektedir.

Bibere ayni konsantrasyonda myo-inositol uygulandiginda MDA miktari,
uygulama gérmemis su sikintili bitkilerdeki kadar yiiksektir. MDA, stres
kosullarinda veya dogal kosullarda hiicrelerin doymamis yag asitlerinin enzimatik
parcalanmasi ve oksidasyonu sonucu olusmaktadir [Takahashi ve ark. 2001].

Membran lipidlerinin peroksidasyonunun son iiriinii olarak bilinmektedir. Bu da
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SOD aktivitesinin diisiik olmasmin bir sonucu olarak O, ~ radikalinin H2O2* ¢
doniistiiriilememesinin bir sonucu olarak membranlarin zarar gérmiis olabilecegi
fikrini vermektedir. Ancak 15 puM myo-inositol uygulamasinda SOD ve KAT
aktivitesinin stabil kalmasi ve daha zararli olan radikal tiirevlerinin H20;" e
doniismesi sonucunda MDA miktarmi kontrol degerleri seviyesine indirmis
olabilirler. Ayrica myo-inositoller membran lipidlerinin sentezine katildigindan
[Nelson vd., 1998], digsal uyguladigimiz myo-inositoliin H>O.’ nin veya diger
radikallerin hiicrelerde tiiketilememesinin membranlar tizerindeki zararli etkisini
onarmis olabilecegini akla getirmektedir.

AP’mm  kloroplastta,  sitoplazmada,  mitokondri ve  peroksizom
membranlarinda H202’in ortadan kaldirilmasinda rol oynadigi bilinmektedir [Del
Rio, 2002]. AP enzimi Katalaz ile birlikte H2O2’nin siipiiriillmesinde goérev alan
onemli bir enzimdir. Diisiik konsantrasyondaki H20> hiicre i¢inde bir ¢ok fizyolojik
islemi kontrol eden bir sinyal molekiili olarak islev goriirken yiiksek
konsantrasyonlarda ise hiicre i¢in toksik etki yapar [Rhee vd., 2000]. H2O, Calvin
dongiisiiniin  birgok enziminin inaktivasyonuna yol agmaktadir [Charles, 1980].
Hidrojen peroksit serbest radikaller i¢inde en stabil olanidir [Noctor vd., 2014].
ROT’un zararli etkisine karsi hiicreleri korudugu bilinmektedir. AP nin H207’ye
ilgisi KAT enziminden daha yiiksektir [Gill ve Tuteja, 2010]. Su sikintisinda AP
aktivitesi artmistir ancak H2O2 miktarinin da artig géstermis olmasi toplam SOD’tan
ziyade SOD izoenzimlerinden birinin (CuZn SOD) aktivitesinin yiiksek olmasi ve
KAT aktivitesinin de degismeden kalmasinin bir sonucu olarak mevcut H20:
tikketilememis olabilir. Benzer sekilde, su sikintisina maruz kalan pamuk [Pace vd.,
2009], fasulye [Zlatev vd., 2006; Terzi vd., 2009], nohut [Macar, 2008], bugday [Al-
Ghamdi, 2009], elma [Ma vd., 2011] bitkilerinde AP aktivitesinin arttigi
bildirilmistir. Ayrica tuz stresi [Demiral ve Tiirkan, 2005] ve Cd ve tuz stresi [Cekig
ve Unyayar , 2006] uygulamalari ile yapilan ¢aligmalarda da AP aktivitesinin arttigi
rapor edilmistir. GR; askorbat-glutatyon dongiisiiniin en 6nemli enzimlerinden bir
tanesidir. Bu dongilide GR okside glutatyon (GSSG)’u GSH’a doniistiirerek oksidatif
strese karsi korunmada anahtar bir rol oynamaktadir. Tiirkan vd. (2005) kuraklik
stresinin GR aktivitesini arttirdigini bulmuslardir. Su sikintisinda KAT gibi GR

aktivitesi de myo-inositol uygulamasiyla artis gostermistir. Dolayisiyla bu enzimler
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ROT’ un tiiketilmesinde anahtar rol oynamis olabilirler. Benzer sekilde su
sikintisinda piring fidelerinde [Sharma ve Dubey, 2005], domateste [Sanchez-
Rodriguez, 2010], elma yapraklarinda [Ma vd., 2011], kuraklik stresi ile birlikte GR
aktivitesinde artis oldugu rapor edilmistir.

Osmotik koruyucu olan serbest prolin, protein stabilatorii, metal selatori,
lipid peroksidasyonu inhibitorii ve OH ve 1O, siipiiriiciisiidiir [Boguszewska, 2012].
Kuraklik stresine maruz kalmis bitkilerdeki prolin birikimi diger amino asitlere
oranla daha fazladir [Ashraf, 2004]. Prolin, sitoplazmik asitligin hafifletilmesinde
[Srinivas ve Balasubramanian, 1995] ve metabolizmayla uyumlu NADP+/NADPH
oranlarinin devam ettirilmesinde de goérev yapabilir [Hare ve Cress 1997]. Su
sikintis1 basta olmak tizere abiyotik stresler prolin birikimini arttirir [Trovato, 2008].
Calismamizda da su sikintistyla birlikte prolin sentezi belirgin bir sekilde artmustir.
Bitkilerde su sikintisi ve tuz stresine tepki olarak prolin birikimi sitozolde
gerceklesmektedir [Ketchum vd., 1991]. Aymi sekilde, Demirevska vd. [2008]
siddetli kuraklik altinda bugday c¢esitlerinin yiiksek oranda prolin biriktirdiklerini
belirlemislerdir. Nohut ve mercimek cesitlerinde de kuraklik stresi altinda prolin
birikimi oldugu rapor edilmistir [Steward ve Hanson, 1980; Tan ve Halloran, 1982].
Kurakliga dayaniklilik mekanizmalarinin en 6nemli bilesenlerinden biri olan ve stres
durumlarinda daha yiiksek oranda birikimi gozlenen prolin gibi bir¢ok bilesik,
ozmotik dengenin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynamaktadir [Oztiirk ve Demir,
2002; Hsu vd., 2003; Kishore vd., 2005; Wu ve Xia, 2006]. Yiiksek bitkilerde yaygin
olarak bulunan bu bilesikler hem ozmotik konsantrasyonu diisiirerek turgor basincini
artirmak suretiyle stomalarin agilmasini, dolayisiyla da fotosentez ve biiylime gibi
fizyolojik islevler tizerinde stresin etkilerinin sinirlanmasini saglamakta [Chimenti
vd., 2002], hem de hiicre bilesenlerinin (hiicre zarlar1 ve proteinler gibi) yapisal
biitiinliiklerinin korunmasina ve serbest radikallerin uzaklastirilmasina [Mani vd.,
2002] yardim etmektedir. Calismamizda, su sikintisinda myo-inositol uygulanmasiyla
birlikte prolin seviyesinin azalmasina karsilik, bitkilerin daha turgorlu bir goériiniime
sahip olmasi, bu stresin etkilerinin azaltilmasinda ve suyun korunmasinda myo-
inositollerin prolinden daha etkili oldugu fikrini vermektedir.

Biberde Ca*? miktar1 da myo-inositol uygulandiginda artis gostermistir. Ca*2

turgor basincinin diizenlenmesine [Takagi ve Nagai, 1992] absisik asit (ABA)
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hormonunun etkisiyle katilir. Ciinkii ABA stomalarin kapanmasina, Ca*?‘un artistyla
birlikte iyon dengesini degistirerek yol agar [McAinsh vd., 1990]. Calismamizda da
Ca*? miktarmin en yiiksek oldupu 15 uM myo-inositol uygulanan gruplarda MDA
miktar1 da belirgin bir sekilde azalmistir ve hiicreler uygulama gérmeyenlere gore
daha turgorludur. Dolayistyla Ca*? digsal myo-inositol uygulamasiyla hiicrelerin su
kullanma etkinligine katkida bulunabilir. Sicaklik stresi altinda sitoplazmik serbest
Ca*? miktarmin artis1 stresin etkisini azaltabilir ve lipid peroksidasyonunu diisiirerek
hiicrelerin hayatta kalmasini saglayabilir [Wu vd., 1997]. Benzer sekilde, su sikintisi
ve tuzluluk stresinin bitkilerde sitosolik kalsiyum miktarinda artisa neden oldugu
aragtirmacilar tarafindan da rapor edilmistir [Kegel vd., 2000; Knight vd. 1997,
Sanders vd., 1999].
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5. SONUCLAR VE ONERILER

C. annuum’da su sikintisina maruz kalan bitkilere myo-inositol uygulamasi
kok ve govde uzunlugunu arttirdigi belirlenmistir. Kuraklik stresine maruz
kalan bitkilerde kok uzunlugunun artmasi suyun aliminda bir avantaj

saglayabilir.

Kuraklik stresi biberde YSP’nin azalmasina neden olmustur. Myo-inositol
uygulamalarinin ' YSP’yi azaltmis olmasi, turgorun devamliliginda etKili

olduklarin diisiindiirmektedir.

Kuraklik stresi antioksidan enzim aktivitelerinden AP aktivitesini arttirmistir.
Yiiksek konsantrasyonda myo-inositol uygulamasi GR ve KAT aktivitesini
arttirirken, diger enzim aktivitelerinin azalmasina neden olmustur. Bu da
myo-inositollerin ~ stresin  algilanmasinda ve antioksidan savunmada

antioksidan enzimler tizerinde farkl etki gdstermislerdir.
Myo-inositollerin su sikintisinda daha ¢ok su potansiyelini diisiirerek mevcut

suyun korunmasinda etkili olduklarm1 ve burada su potansiyelinin

korunmasinda prolinden daha etkili olduklarin1 géstermektedir.
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EKLER

Bu c¢aligmanin varyans analizi sonuglari, Ek 1’ de gosterilmistir.

Ek 1. C. annuum tiirlerinde uygulamanin gesitli parametreler lizerinde etkisine dair

varyans analiz sonuglari
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