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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

UC TURUNCGIL ANACININ KURAKLIK STRESI SIRASINDA
ANTIOKSIDAN AKTIVITELERINDE MEYDANA GELEN
DEGISIMLERIN BELIRLENMESI

Biisra ARSLAN

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Mehtap SAHIN CEVIK

Kuraklik stresi diinyada tarimsal iiretimde her yil yaklasik olarak %35 oraninda
verim ve kalite kayiplarina yol agarak milyarlarca dolar zarara sebep olmaktadir.
Ekonomik agidan 6nemli bir meyve grubunu olusturan turuncgiller de kuraklik
stresinden olumsuz olarak etkilenmektedir. Tarimsal tiretimde turunggillerin de dahil
oldugu bircok iiriin grubunda yetistiricilikte gevresel streslere kars1 dayaniklilik i¢in
ana¢ kullanma zorunlulugu bulunmaktadir. Yapilan bu c¢alisma kapsaminda da
turuncggil yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan turung (Citrus aurantium) ve
Troyer ve Carrizo sitranjlarinin (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis) kuraklik stresi
sirasinda antioksidan seviyelerinde meydana gelen degisimler incelenmistir.
Calismada oncelikle kullanilan her bir ana¢ igin ayr1 ayri olmak tizere ve her bir
grupta 10 bitki olacak sekilde kontrol ve stres grubu bitkileri ayni kosullarda
yetistirilmistir. Daha sonra kontrol gruplarinda bulunan bitkilere diizenli olarak su
verilirken stres grubunu olusturan bitkilere ise 14 giin boyunca su verilmeyerek
kuraklik stresi uygulanmistir. Kuraklik stresi boyunca, stres uygulamasinin 0., 7., 8.,
9., 12. ve 14. giinlerinde kontrol ve stres gruplarini olusturan bitkilerden ayr1 ayri
yaprak ornekleri toplanarak -80 °C’de saklanmustir. Yaprak ornekleri daha sonra sivi
azot yardimi ile ezilerek uygun yontemlerle ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.
Bitkilerde stres gostergesi olarak toprak nemi, stoma iletkenligi, hidrojen peroksit
(H202), lipit peroksidasyonu (MDA) ve protein miktarlarinda meydana gelen
degisimler incelenmistir. Ayni zamanda strese bagli enzimatik antioksidanlarda
meydana gelen degisimleri belirlemek igin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(KAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerinin
aktiviteleri, enzimatik olmayan antioksidanlarda meydana gelen degisimi belirlemek
icin 1ise askorbik asit ve fenolik miktarlarinda meydana gelen degisimler
incelenmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, stres uygulanmis bitkilerin
timiiniin hidrojen peroksit (H202) ve malondialdehit (MDA), askorbik asit, fenolik
miktarlarmin  ve KAT, APX enzim aktivitelerinin kontrollere gore arttig1
belirlenmistir. SOD enzim aktivitesi tiim c¢esitlerde azalma gosterirken, GR enzim
aktivitesi ve protein miktar1 ise turun¢ anacinda kontrole kiyasla azalirken diger
anaglarda artmistir. Sonug¢ olarak Troyer ve Carrizo sitranjlarinin kuraklik stresine
dayanim diizeylerinin turun¢ anacina gore daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle kurak kosullarda turunggil yetistiriciliginde anag olarak Troyer ve Carrizo



sitranjlarinin kullaniminin turung anacina gore daha uygun olabilecegi diisiiniilmekte
ve Onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Carrizo, Kuraklik stresi, Troyer, Turung

2019, 115 sayfa



ABSTRACT

M.Sc. Thesis

THE DETERMINATION OF CHANGES IN ANTIOXIDANT
ACTIVITIES DURING THE DROUGHT STRESS OF THREE
CITRUS

Biisra ARSLAN

IspartaUniversity of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehtap SAHIN CEVIK

Drought stress annually causes billions of dollars loss by approximately 35%
decreases in the yield and quality of agricultural crops around the world. Citrus,
which constitute an economically important fruit group, is also adversely affected by
drought stress. Use of rootstock is necessary for resistance to environmental stresses
in agricultural production of many crops including citrus fruits. In this study, changes
in the antioxidant levels during the drought stress were investigated in sour orange
(Citrus aurantium) and Troyer and Carrizo citranges (Poncirus trifoliata x Citrus
sinensis) which are commonly used as rootstocks in citrus cultivation. Seedlings
were grown for each rootstock used in the study; then, control and stress groups
containinin 10 seedlings were formed for each rootstock. The seedlings in the control
groups were regularly watered, but seedlings in the stress groups were not watered
for 14 days to apply drought stress. Leaf samples were collected separately from the
control and stress groups of each rootstocks at 0, 7, 8, 9, 12 and 14 days of the
drought stress and leaf samples were stored at -80 °C. The leaf samples were ground
in liquid nitrogen and then extracted by appropriate methods. Then, soil moisture,
stoma conductivity, lipid peroxidation (MDA) and hydrogen peroxide (H203),
changes in protein content were investigated in samples from control and stressed
plants as stress indicators. Moreover, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbate peroxidase (APX), and glutathione reductase (GR) enzyme activities were
determined as enzymatic antioxidants and ascorbic acid and phenolic levels were
determined as non-enzymatic antioxidants to determine antioxidative changes during
drought stress. As a result of the statistical analysis, hydrogen peroxide (H20.),
malondialdehyde (MDA), ascorbic acid, phenolic amounts, CAT activity and APX
activities increased in all stressed plants compared to the controls. While GR enzyme
activity and protein amount decreased in stressed sour orange rootstock, it is
increased in other rootstocks compared to control after drought stress. On the other
hand, SOD enzyme activity decreased in all stressed treated rootstocks compared to
the controls. As a result, it was determined that the stress indicators of Troyer and
Carrizo rootstocks were higher than that of sour orange rootstocks. Therefore, these
citrus rootstocks were more resistant to drought stress than sour orange rootstock.
These results indicated that the use of Troyer and Carrizo citrange rootstocks can be
more suitable than sour orange in citrus cultivation during drought condition.



Key Words: Antioxidant, Carrizo, Citrus, Drought stress, Troyer,
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1. GIRIS

Bitkiler yasamlar1 boyunca, bir¢ok olumsuz faktdrle karsi karsiya kalarak strese
girmektedirler. Stres kavrami ¢ok uzun yillar 6nce literatiire girmis ve bitkilerin
normal yasam dongiilerini olumsuz olarak etkileyen olaylarin biitiinii olarak
tanimlanmistir. Stres kavrami soguk, tuzluluk ve kuraklik gibi kendiliginden ortaya
¢ikan abiyotik stresler ve virlisler, patojenler gibi canli faktorler araciligiyla olusan
biyotik stresler olarak ikiye ayrilmaktadir. Diinya {izerindeki ekilebilir alanlar stres
cesitlerine gore smiflandirildiginda ilk siray1 abiyotik stresler arasinda yer alan
kuraklik stresi almaktadir. Bu nedenle de kuraklik stresi biiylimeyi ve verimi

olumsuz yonde etkileyen en 6nemli ¢evresel stres faktorii olarak kabul edilmektedir.

Kuraklik stresi bitkilerin yasami i¢in gerekli su ihtiyacinin, toprakta bulunan su
miktarindan daha fazla oldugu ve bitkilerin bu ihtiyaglarin1 karsilayamadiklari
durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Kuraklik ile karst karsiya kalan bitkilerde ozmotik
strese bagli olarak fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal diizeyde oldukga fazla
degisim gerceklesmektedir. Stres sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
miktarinda artis meydana gelmektedir. ROT miktarina bagli olarak biiylime-
gelismede yavaslamalar, verimde azalmalar meydana gelmektedir. Hatta iiretilen
ROT’larin detoksifikasyonunun saglanamadigi durumlarda, bitkiler i¢in hayati
tehlike yaratan birgok sorun ortaya ¢ikmaktadir. ROT’lar metabolizmanin yan triinii
olarak bilinen ve son orbitallerinde en az bir tane eslenmemis elektronu bulunan
olduk¢a kararsiz molekiller olarak tamimlanmaktadir. ROT iiretiminin temelini,
diinya tizerinde ki varligi ¢ok uzun yillardan beri bilinen molekiiler oksijen (O2)
olusturmaktadir. Ayni ¢ekim giiciine sahip eslenmemis iki elektronu bulunan
molekiiler oksijen (O2) kuraklik stresi gibi stres sartlart sirasinda meydana gelen
redoks tepkimeler sonucunda metabolik faaliyetlerin kisitlanmasi ile birlikte ROT
miktarlarindaki artiglarin temelini olusturmaktadir. Siiperoksit (O2’), hidrojen
peroksit (H202), hidroksil (OH?) ve singlet oksijen (*O2) radikallerini igeren
ROT’larin tretimleri genellikle yogun elektron akisina maruz kalan mitokondri,
kloroplast ve peroksizom gibi bitki organellerinde ger¢eklesmektedir (Gill ve Tuteja,
2010; Awasthi vd. 2015). Aslinda bu serbest radikallerin iiretimi bitki biinyesinde
strekli olarak gerceklesmektedir. Ancak tretimleri ve detoksifikasyonlar: bitki

biinyesinde yer alan antioksidanlar tarafindan denge igerisinde bulundurulmaktadir.
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Normal kosullarda bitki biinyesinde dengede bulunan bu radikaller ¢igeklenmenin
diizenlenmesi, bliyiime ve gelisme, senesens gibi siireglerde sinyallemeden sorumlu
molekiiller olarak bu siireglerin diizenlenmesinde goérev almaktadirlar. Cevresel
stresler sirasinda ise bitki biinyesinde yer alan bu serbest radikallerin dengesi
fotosentez ve solunum mekanizmalarinda meydana gelen aksamalarin sonucunda
bozulmakta ve radikallerin tretimleri artarak hiicre igerisinde oksidatif stresin
olusmasina neden olmaktadirlar. Olusan stres nedeni ile lipidlerde peroksidasyon,
proteinlerde oksidasyon ve DNA iizerinde pargalanmalar meydana gelerek bitkilerde
yaralanmalar ortaya ¢ikmaktadir (Das ve Roychoudhury, 2014). Bu durum ilerleyen
asamalarda ise bitkilerin 6liimii ile sonu¢lanmaktadir. Bitkiler ROT’larin olumsuz
etkilerinden korunmak ve streslere karsi dayanim saglayip yasamlarini devam
ettirebilmek amaciyla antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir. Bu sistemler,
ROT’larin daha zararsiz bilesenlere yani su ve oksijen gibi molekiillere
par¢alanmasina veya bulunduklar1 yerde radikalleri c¢evreleyip yayilmalarini
sinirlandirmaktadirlar. Boylece ROT miktarinin bitkiye zarar verebilecek diizeye
ulagmasii engelleyerek yeni iiretilebilecek serbest radikallerin iiretimini kontrol
altina almaktadirlar. Antioksidan savunma sistemleri siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon
peroksidaz (GPX) dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR) gibi enzimatik antioksidanlar ve askorbik asit (AA), karotenoid,
flavonoid, a-tokoferol gibi enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta yer
almaktadirlar (Mitra, 2001; Mahajan ve Tuteja, 2005; Gill ve Tuteja, 2010).

Giinlimiizde kiiresel 1sinmaya bagli olarak iklimlerde meydana gelen degisimler, yer
alt1 ve yeriistii su kaynaklarinda ve yillik m?’ye diisen yagis miktarinda azalmalara
neden olmaktadirla. Bu olumsuz c¢evre sartlar1 bitkilerin optimum yasam
kosullarindan farkli bir ortam olusmasina neden olarak tarimsal {iretimde kalite ve
kantitite acisindan azalmalarin yasanmasina veya bazi durumlarda bitkilerin bu

kosullara hi¢ adapte olmamasi nedeniyle de bitkilerin 6liimleri ile sonuglanmaktadir.

Tropik ve subtropik iklim sartlarina uyum saglamalari ile bilinen turunggiller gerek
saglik gerekse endiistri gibi pek ¢ok alanda kullanim alanlarinin bulunmasi nedeniyle
tarimsal dretimde en Onemli meyve gruplarindan birisini olusturmaktadir. Diinya

tizerinde kullanim alanmi oldukc¢a genis olan turunggil bitkileri, fizyolojik 6zelliklerine
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bagli olarak suyu oldukca seven bir meyve grubudur ve bu nedenle ¢evresel stresler
arasinda bulunan kuraklik stresinden oldukga fazla etkilenmektedirler. Turunggillerin
cogaltimlar1 sirasinda tohum, ¢elik ve diger vejetatif yontemlerle basarili bir sekilde
cogaltim imkani1 bulunsa da degisik iklim ve toprak sartlarina kars1 adapte olmalari
ve gevresel streslere karsi dayanim gostermeleri agisindan genellikle anag {izerine
asilanarak c¢ogaltilmalar tercih edilmektedir. Ulkemizde turuncgil yetistiriciligi
sirasinda turung (Citrus aurantium) anaci, kiregli topraklara dayanim saglamasi,
kolay c¢ogaltilmast ve %85-90 oraninda poliembriyoni gostermesi nedeniyle en
yaygin olarak kullanilan anagtir. Turung anacindan sonra 6zellikle son yillarda farkli
kosullara turung anacma gore daha fazla uyum saglamasi ve birgok tiirle uyusma
ozelliklerinin yiiksek olmasi nedeniyle Poncirus ve Citrus melezleri olan Carrizo ve
Troyer sitranjlar1 (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) x Citrus sinensis) tercih edilmektedir
(Nagy ve Attaway, 1980; Wilhite ve Glantz, 1985; Salisbury ve Ross, 2009; Narang
ve Jiraungkoorskul, 2016).

Yapilan bu tez ¢aligmasi kapsaminda da, tilkemizde turunggil yetistiriciligi sirasinda
yaygin olarak kullanilan turung, Carrizo ve Troyer anaglarma 14 giin boyunca
kuraklik stresi uygulanmis ve uygulamanin belirli giinlerinde yaprak Ornekleri
toplanmigtir. Toplanan Ornekler kullanilarak, oncelikle fizyolojik stres gostergesi
olarak toprak nemi ve stoma iletkenliginde meydana gelen degisimler incelenmistir.
Ardindan biyokimyasal agidan stres ve hiicrede ROT {iretiminin gostergesi olarak ise
H20. ve MDA miktarlarindaki degisimler incelenmistir. Ayrica turunggil anaglarinin
kuraklik stresine nasil bir yanit verdiklerini ve anaglar arasinda kuraklik stresine
dayanim yoniinden bir farklilik olup olmadigini belirlemek amaciyla da stres
savunmasinin gostergesi olarak bazi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan

aktivitelerinde meydana gelen degisimler analiz edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Turunggiller

Turunggiller Rutaceae familyasinin Aurantioideae alt familyasina bagli olup Citrus
cinsine girmektedirler. Orijinleri, Arabistan’in dogusundan Filipinler’e ve
Himalayalar’in giineyinden Endonezya-Avustralya’ya kadar yayilan bdlgeyi
kapsayan Giiney Dogu Asya olarak bilinmektedir (Davies ve Albrigo, 1994). Diger
adiyla narenciye olarak bilinen turunggiller igerisinde, portakal (Citrus sinensis L.
Osbeck), mandarin (Citrus reticulata Blanco), limon (Citrus limon Burm.) ve
greyfurt (Citrus paradisi) diinyada yetistiricilik agisindan en ¢ok rastlanan turunggil

tiirlerini olusturmaktadirlar.

Tropik ve subtropik iklim sartlarinda yetistiriciligi yapilan turunggillerin iiretiminde
2017 yil1 verilerine gore 4 milyon hektar alanda 146.429.017 ton turunggil tiretimi
gerceklestirilmektedir. Cin yillik olarak toplam 37.923.819 ton {iretimi ile en biiyiik
turunggil treticisi {ilke konumunda iken, Cin'i 19.591.623 ton pay: ile Brezilya,
12.043.000 ton miktar1 ile Hindistan ve 7.514.334 ton iiretim miktar ile de Amerika
Birlesik Devletleri takip etmektedir (Sekil 2.1.) (FAO, 2019).
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Sekil 2.1. Diinya turunggil tiretim miktarinin iilkelere gore dagilimi (FAO, 2019)

Diinya tizerindeki toplam turunggil tiretim miktari tiirler bazinda incelendiginde ise
Diinya ¢apinda 73.187.570 ton iiretim miktari ile portakal ilk sirada yer almaktadir.
Portakal uretimini 32.792.530 ton uretim miktar1 ile mandarin, 17.347.153 ton uretim



miktar1 ile limon, 9.074.176 ton miktar1 ile de greyfurt takip etmektedir. Diger
turunggil tiirlerinin yer aldig1 ve diger turunggil meyvelerinin {iretimi ise yillik olarak

14.027.588 ton olarak gerceklesmektedir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Diinya turunggil tiretim miktarimnin tiirlere gore dagilimi (FAO, 2019)

Ulkemizde ise toplam 135.643 hektar alanda 4.293.007 ton turunggil iiretimi
gerceklestirilmektedir ve bu iiretim payr ile Tirkiye Diinya toplam turuncggil
tiretiminin %2.93’linii karsilayarak Akdeniz iilkeleri arasinda 2. sirada Diinyada ise
9. sirada yer almaktadir. Ulkemizde gergeklestirilen toplam turunggil iiretimin
%87’sini Akdeniz Bolgesinden, %12’si Ege Bolgesinden ve %]1°1 ise mikroklima
ozelligi tasimasindan dolay1 Dogu Karadeniz Bolgesinden karsilanmaktadir
(Aygoren, 2016). Ulkemizde 2017 yili verilerine gore iiretimi yapilan turunggiller
tiirler bazinda incelendiginde ise 1.850.000 ton iiretim miktari ile portakal ilk sirada
yer almaktadir. Portakal {iretimini sirastyla, 1.337.037 ton ile mandarin, 850.600 ton
ile limon, 253.120 ton ile altintop ve 2.250 ton ile diger turunggil meyvelerinin
tiretimi olugturmaktadir (Sekil 2.3.) (FAO, 2019).
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Sekil 2.3. Ulkemizde turunggil iiretim miktarinin tiirlere gore dagilimi (FAO, 2019)

I¢ ve dis ticarette ekonomik degeri yiiksek olan turunggillerin basta meyveleri olmak
tizere, ¢icekleri ve yapraklarindan saglik, kozmetik, gida, peyzaj gibi pek ¢ok alanda
yararlanilmkatadir. Turunggil meyveleri, basta C vitamini olmak {izere ¢esitli
vitaminler bakimindan, folik asit, potasyum, kalsiyum, flavanoid, karotenoid,
organik asitler, aminoasitler, mineraller bakimindan da olduk¢a zengin olmalar
nedeniyle genis bir kullanim alanina sahiptirler (Nagy ve Attaway, 1980; Narang ve
Jiraungkoorskul, 2016). Ayn1 zamanda turunggiller regel ve marmelat yapiminda,
gidalara hos koku, renk ve aroma vermesi amaciyla, konserve gidalarda ise dogal

eksitme maddesi elde etmek amaciyla kullanilmaktadir.

Tohum ve ¢elik kullanilarak ¢ogaltimlar1 yapilabilen turunggillerin uygun olmayan
toprak ve iklim sartlari, gesitli hastaliklar ve zararlilara dayanim agisindan asi ile
¢ogaltimlari bir zorunluluk haline gelmistir. Bu nedenle de turunggillerde
yetistiriciligi yapilan hemen hemen her cesit, anac iizerine asilama yontemi ile
cogaltilmaktadir. Bitkisel tiretimde hastalik ve ¢evre sartlarina uyum yaninda agaci
erken meyveye yatirmak, aga¢ omriinii uzatmak, verimi arttirmak, meyve kalitesini
yiikseltmek gibi amaglarla ana¢ kullanilmaktadir. Yeni bahgelerin  kurulmasi
sirasinda anaclarin dogru bir sekilde segilmesi abiyotik ve biyotik stres kaynakli
olabilecek olan kayiplarin azaltilmasi, anag-gesit kombinasyonundan elde edilecek
iriiniin kalitesi ve elde edilecek bitkinin erkencilik yapisi gibi birgcok faktorden

dolay1 olduk¢a 6nemlidir (Seday, 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Narang%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28082795
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiraungkoorskul%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28082795

Ulkemizde, toprak ve iklim sartlar1 gdz oniinde bulunduruldugunda genellikle anag
olarak turung (Citrus aurantium L.), Troyer-Carrizo sitranjlar1 (Citrus sinensis (L.)
Osb. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.) ve ii¢ yaprakli portakal (Poncirus trifoliata)
anaglar1 turuncgil yetistiriciliginde tercih edilmektedir. Ulkemizde ki yillik iiretimin
biiyiikk bir kismin1 karsilayan Akdeniz Bolgesinde, topraklarin kiregli olmasi ve
turung anacmnin kiregli topraklara iyi uyum saglamasit nedeni ile Yyetistiricilik
sirasinda yaygin olarak turun¢ anaci kullanilmaktadir. Turun¢ anacinin tipik
Ozellikleri arasinda ¢ogaltimlarinin kolay olmasi, gégiiren (Citrus Tristeza Virus) ve
uckurutan hastaligina (Phoma tracheiphila), kok bogazi ¢iiriikliigiine (Phytophthora
capsici) karsi dayanikli olmasi, kazik kok egiliminin yiiksek olmasi gibi 6zellikler
sayilabilir. Bu 0Ozelliklerinin yaninda turung anaci kuraklik stresine ise oldukca
hassas olmasi ile bilinmektedir. Troyer ve Carrizo sitranjlari ise genellikle tilkemizin
Ege Bolgesinde tercih edilmektedir. Kirecli topraklara turun¢ anacina oranla daha
zayif uyum gostermeleri ile bilinen bu anaglar gogiiren (Citrus Tristeza Virus),
gozenek (Citrus Xyloporosis Viroid), kavlama (Citrus Psorosis Virus) hastaliklarina,
kuraklik ve don streslerine karsi toleransli olmalari ile bilinmektedirler. Tiirkiye'de
turunggil tiretiminde kullanilan son anag¢ ise ii¢ yaprakli portakal anacidir ve bu
anacin en onemli 6zelligi ise ¢ok diigiik sicakliklara kargi dayanikli olmasidir. Bu
nedenle de Dogu Karadeniz Bolgesinde ve Ege Bolgesinin soguk kisimlarinda anag
olarak tercih edilmektedir. Ug yaprakli portakal, anaci erken verim almmasini
saglayan kiregli ve tuzlu topraklara karsi hassas fakat kok bogazi cliriikliigline
(Phytophthora capsici) ve ciicelesme hastaligi disindaki tiim virlis hastaliklarina
kars1 dayanikli bir anag olarak bilinmektedir (Seday, 2012; Roose, 2014).

2.2. Stres ve Stres Faktorleri

Bitkilerin herhangi bir doneminde ortaya ¢ikarak farkli etkilesimlere sebep olan ve
metabolizmanin normal isleyisini bozan tiim ¢evresel etmenler biitlinii stres faktorii
olarak tanimlanmaktadir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Bitkilerin stres faktorlerinden
etkilenmeleri bulunduklar1 kosullara, tiire, geside, yasa ve gevreye karst gosterdikleri
genetik dayaniklilik derecesine baglh olarak degismektedir (Pastori ve Fuaye, 2002;
Alexieva vd. 2003). Bazi1 stres faktorleri bitkiler tizerinde tek baslarina etki
gosterebilirken bazi stres faktorleri ise diger faktorler ile birleserek etki

gosterebilmektedir. Stres sonucunda bitkilerde birtakim, fizyolojik ve metabolik
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degisimler meydana gelmekte ve bitkilerin biiylime ve gelismeleri olumsuz olarak
etkilenmektedir. Ayn1 zamanda stres faktorleri tirtinde kalitenin diismesine ve alinan
irlin miktariin azalmasina yol acarak her yil yiizlerce milyon dolar para kaybina

neden olmaktadirlar (Lichtenthaler, 1996; Mahajan ve Tuteja, 2005).

Temel olarak stres faktorleri biyotik ve abiyotik faktorler olarak ikiye
ayrilmaktadirlar (Sekil 2.4.) (Alexieva vd. 2003). Biyotik strese neden olan faktorler
icerisinde; bocekler, kemirgenler, herbivorlar, bakteriler, funguslar ve viriisler yer
almaktadir (Mahajan ve Tuteja, 2005). Abiyotik stres faktorleri ise ikinci bir stres
faktorii grubunu olusturmaktadir ve bu grubun igerisinde; diisiik sicaklik (donma ve
tisime), yiiksek sicaklik, tuz, su (su eksikligi veya su fazlaligi), besin elementleri
(azhig1 veya ¢oklugu) ve agir metal stresleri ile radyasyon (ultraviyole veya iyonize
151k) ve ¢esitli Kimyasallarin yol agtigr stres faktorleri yer almaktadir (Lichtenthaler,
1996; Mahajan ve Tuteja, 2005).
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Sekil 2.4. Biyotik ve abiyotik stres faktorleri

Yapilan bir arastirmaya gore diinya tizerinde ki ekilebilir alanlarin %90’ninin
abiyotik stres faktorlerinden en az birisine maruz kaldigi belirlenmistir. Bu abiyotik
stres faktorleri arasinda kuraklik stresi %26 ile ana sinirlayici faktordiir ve bunu %20

ile mineral stresi, %15 ile don stresi takip etmektedir (Blum, 1996).



2.3. Kuraklik Stresi

Su, tiim canlilarin yasamlarinin devamu i¢in gerekli bir elementtir. Kiiresel 1sinmaya
ve artan diinya niifusuna bagl olarak su kaynaklar1 giderek sinirli hale gelmektedir
ve buna bagli olarak diinya ilerleyen yillarda kuraklik tehlikesi ile karsi karsiya
kalacaktir. Tarimsal a¢idan kuraklik, toprakta bulunan mevcut su miktarinda ve bitki
gelisiminde gozle goriilebilir seviyede azalmalara neden olan yagissiz gegen donem
olarak tanimlanmaktadir. Kuraklik stresi ise bitkinin terleme ile kaybettigi suyu
topraktaki su yetersizliginden dolay1 biinyesine alamamasi sonucu biiyiime, gelisme,
verim ve kalite kayiplarina hatta ilerleyen sathalarda bitkilerin 6liimlerine yol agan
bir abiyotik stres faktorii olarak tanimlanmaktadir (Wilhite ve Glantz, 1985).
Bitkilerin kuraklik stresine maruz kalmalart durumunda yasamsal faaliyetlerinde
birtakim kisitlamalar ve hasarlar meydana gelmektedir. Bitkiler bu hasarlardan
kendilerini korumak ve streslere karsi miicadele etmek amaciyla gesitli dayanim

mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Arora vd., 2002; Gong vd., 2005).

2.3.1. Kuraklik stresinin bitkiler iizerinde olan etkileri

Kuraklik stresi, abiyotik stresler arasinda birinci sirada yer almasi nedeniyle en
onemli stres faktorii olarak kabul edilmektedir. Tipik olarak kuraklik stresinin
bitkiler tizerindeki genel belirtileri turgor basincinda ve su igeriginde azalma,
stomalarin  kapanmasi, Yyapraklarda solgunluk, bitki biiyiime ve gelisiminin
yavaglayarak azalmasi seklinde karakterize edilmistir. Kurakligin ¢ok siddetli oldugu
durumlarda ise fotosentez ve solunumun asir1 yavaslamasi, hiicresel zararlanmalar ve

buna bagli olarak bitki 6limleri gdzlemlenebilmektedir.

Strese maruz kalan bitkilerde, kuraklik nedeniyle topraktan su aliminin kisitli duruma
gelmesi sonucunda bir siire sonra Dbitkinin su potansiyelinde azalmalar
gerceklesmektedir. Gergeklesen bu olaya bagli olarak bitki biinyesinde turgor basinci
azalmakta ve membran yapisinda degisimler meydana gelmektedir. Bu degisimlerin
yani Sira stres altindaki bitkilerin hiicre hacminde azalmalar ve bu azalmalara baglh
olarak dolayli yollardan plazmoliz gergeklesmektedir. Son olarak ise plazma
membraninda meydana gelen degisimlere bagli olarak hidrolitik enzimlerin zarlar

uzerinde serbest kalmas: sonucunda hiicresel metabolizmanin kalici  olarak
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bozulmasina yol acan sitoplazmanin otolizi gerceklesebilmektedir (Levitt, 1980;
McKersie ve Leshem, 1994; Salisbury ve Ross, 2009).

Kuraklik stresinin bitkiler {izerinde ki bir diger etkisi ise biyomolekiiller tizerinde
olmaktadir. Su, hiicrenin biiyiikk bir ¢ogunlugunu olusturmaktadir ve bu nedenden
dolayr bitkilerin yasamsal faaliyetlerinde 6nemli bir rol oynayarak metabolik
faaliyetlerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu nedenle de bitki biinyesinde
suyun Yetersiz oldugu durumlarda metabolizmada bozulmalar meydana gelmektedir.
Kuraklik stresine bagli olarak hiicreler arasi zararli molekiillerin taginiminin diizenli
bir sekilde gergeklesmemesi sonucunda hiicrelerde bazi iyonlarin birikimlerinde
artiglar gozlemlenmektedir. Biriken bu iyonlar membran biitiinliigiinii bozmakta ve
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin bozulmasina ve ayni zamanda protein sentezinde
azalmalara ve enzimlerde inhibisyona neden olmaktadir (Guy vd., 1985; Bray, 1997).
Suyun kisitli oldugu durumlarda 1sik ve klorofil etkilesiminde bozulmalar meydana
gelerek bitkilerde oksidatif stres belirtileri gozlemlenmektedir. Oksidatif strese bagli
olarak, normal sartlarda bitki biinyesinde yer alan ve serbest radikal olarak bilinen
ROT’larmn tretiminde artis meydana gelmektedir (Hoekstra vd., 2001). Bu serbest
radikallerin antioksidan savunma mekanizmalar1 ile dengelenemedigi durumlarda ise
serbest radikaller kaynakli deoksiriboniikleik asit (DNA), riboniikleik asitlerde
(RNA) ve protein iizerinde hasarlar ortaya ¢ikmaktadir (Mahajan ve Tuteja, 2005).
Bunun yani sira Kuraklik stresi sirasinda riboniikleaz (RNaz) ve deoksiriboniikleaz
(DNaz) enzimleri serbest hale gelmesi sonucunda DNA ve RNA’da hasarlar ortaya
¢ikmaktadir (Ramos vd., 1999).

2.3.2. Bitkilerde kuraklik stresine karsi gelistirilen dayamim mekanizmalar:

Bitkiler orta siddetli ve siddetli kuraklik sartlar1 altinda meydana gelebilecek
olumsuzluklar ile miicadele edip stres kaynakli olabilecek zararlar1 en aza indirmek
ve yasamlarini siirdiirebilmek i¢in biinyelerinde ¢esitli morfolojik, biyokimyasal ve
fizyolojik diizeyde bazi degisiklikler gerceklestirerek streslere karsi dayaniklilik

mekanizmalar1 gelistirmislerdir.
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Ik dayamim mekanizmasi olan morfololojik mekanizma, su miktar1 kisitli hale
gelmeden bitkinin yasamsal faaliyetlerini diizenlemesi ya da kisitli su sartlar1 altinda,
su kullammmimi en aza indirmek veya toprakta bulunan suyu en iyi sekilde
kullanabilmek i¢in biinyesinde birtakim degisimlerin gergeklestigi mekanizma olarak
tanimlanmaktadir. Levitt’e goére bu mekanizma; kurakliktan kagis, kaginma ve

kurakliga tolerans olmak iizere ti¢ farkli grupta degerlendirilmektedir (Mitra, 2001).

Kurakliktan kagis, bitkilerin gelisimlerini yagmurlu yani suyun bol oldugu dénemde
tamamlayabilmeleri olarak tanimlanmaktadir. Bu stratejiye gore bitkiler ¢igeklenme
ve olgunlasma donemlerini daha erken doénemde gergeklestirmektedirler veya
biiylime periyodunu topraktaki su varligina gore diizenlemektedirler (Mitra, 2001;
Araus vd., 2002).

Kurakliktan kaginma, stres faktdrlerinin bitki biinyesine etki etmesinin engellenmesi
veya etkinin azaltilmasi olarak tanimlanmaktadir. Stres faktorlerinden kagiman
bitkiler, kuraklik stresi sirasinda biinyelerinde bulunan suyu korumak veya toprakta
bulunan suyu daha iyi bir sekilde biinyelerine alabilmek igin bir takim morfolojik
degisimler gergeklestirmektedirler (Courtois vd., 2000; Farooq vd., 2009). Bitkilerde
meydana gelen bu degisiklikler arasinda yapraklarin kivrilmasi, yaprak sayisinin
veya alaninin azalmasi, kiitikula tabakasinin kalinlagsmasi1 veya yapraklar tizerinde
balmumu biriktirme sayilabilir (Campbell vd., 1999; Liu vd., 2004). Ayrica kuraklik
stresinden kaginan bitkilerde, stresin siddetine bagli olarak govde ve kok uzunlugu
arasindaki oran kok uzunlugu lehine degismektedir. Bu diizenleme sonucunda
bitkiler koklerini toprak altinda daha derinlere dogru uzatarak yeraltinda bulunan

suyu biinyelerine alip da turgorun devamliligini saglamaktadirlar (Kavar vd., 2007).

Son olarak kurakliga karsi tolerans ise siddetli ve uzun siireli gerg¢eklesen kuraklik
stresine bagli olarak bitkinin biinyesinde meydana gelecek hasarlarin engellenmesi
ve olusan hasarlarin onarilarak yasamin devamliliginin saglamasi yetenegi olarak
tanimlanmaktadir (Courtois vd., 2000). Kurakliga karsi toleransh bitkilerde stres
aninda morfolojik degisimlerin yan1 sira birtakim fizyolojik degisimler de meydana
gelmektedir. Bu nedenle kurakliktan kaginan bitkiler kisa siireli kuraklik sartlari
altinda yagsamlarini siirdiirebilirken toleransli olarak bilinen bitkiler ise uzun siireli

stresler altinda hayatta kalabilmektedirler (Mundre vd., 2002).
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Kuraklik stresine karsi bitkide gercgeklestirilen ikinci dayanim mekanizmasi ise
fizyolojik dayanim mekanizmasidir. Bu mekanizma bitkilerin stresle miicadele
anlaminda gergeklestirdikleri, ozmotik ayarlamayr ve koruyucu molekiillerin
sentezlenmesini, stres aninda ROT zararim1 engellemek amaciyla sentezleri artan
antioksidan savunma sistemlerini ve stresler sirasinda aktif olarak rol oynayan
bitkisel hormonlarin diizeylerinde meydana gelen degisiklikleri kapsamaktadir
(Farooqq vd., 2009).

Bitkilerde stresler sirasinda rastlanan ve en yaygin olarak gergeklestirilen faaliyetler
arasinda su kaybmin Oniine gegmek amaciyla koruyucu molekiillerin sentezinin
arttirtlmas1 bulunmaktadir (Serraj ve Sinclair, 2002). Sentezlenen bu molekiiller,
yiiksek konsantrasyonlar da dahi genellikle toksik olmayan diisiik molekiiler
agirlikli, yiikksek olglide ¢oziiniir bilesikler olarak bilinmektedir (Subbarao vd. 2000).
Bu molekiiller arasinda ¢oziinebilir sekerler, prolin, glisinbetain, sitriilin, trehaloz ve
organik asitler ile kalsiyum, potasyum ve kloriir gibi iyonlar sayilabilmektedir. Bu
molekiilller ve/veya iyonlar stresler sirasinda ozmotik koruyucular olarak aktif bir
sekilde gorev alarak streslere karsi tolerans saglamasina yardimci olmaktadirlar
(Ludlow ve Muchow, 1990; Courtois vd. 2000). Bu ozmotik ayarlama sayesinde
kuraklik sirasinda meydana gelecek dehidrasyonlar engellenmekte ve bitkinin
fizyolojik aktivitelerinin normal hizinda devam etmesi miimkiin olabilmektedir
(Morgan vd., 1990). Ayrica bitkilerde streslere bagli olusan hiicresel hasarlarin
stabilize edilmesi ve stoma hareketlerinin diizenlenmesiyle de streslere kars1 tolerans

gelistirilmektedir.

Yapilan arastirmalar sonucunda kuraklik stresi sirasinda absisik asit (ABA) ve etilen
hormonlarinin igeriginde artis oldugu ve bu artisa bagli olarak da bitkinin streslere
kars1 bir dayanim kazandigi sonucuna ulagilmistir (Taiz ve Zeiger, 2006). ABA’nin
bir biiylime inhibitdrii olmasi1 ve stresler sirasinda birikiminin artmas: ile stresin
iletilmesindeki veya sinyallenmesindeki ilk asama gerceklesmektedir. Bu
sinyallemeye bagli olarak, stomalar kapanmakta ve hiicredeki su kaybi
azaltilmaktadir. Kuraklik stresi sirasinda stomalarin kapanmasinin ardindan hiicreyi
kuraklik stresinin yaratmis oldugu olumsuz etkilerden korumak amaciyla bir dizi
karmasik olaymn olusumu tetiklenmektedir. Bu nedenle de stresler sirasinda bitkiler

streslere ilk yanit olarak ABA birikimi gergeklestirmektedirler. Ayrica ABA stresler
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sirasinda, kok-siirglin kuru agirlik oraninin arttirilmasi, yaprak alani gelisiminin
engellenmesi ve daha derin koklerin tiretilmesi gibi cesitli bitki kisimlarmin nispi
bliyiime oranlarin1 degistirerek stres aninda bitkilerin streslerle miicadelesinde
onemli bir rol oynamaktadir (Sharp vd., 1994; Kumar vd., 2001). Biiylime
engelleyici hormon olarak bilinen etilen hormonu ise kuraklik stresi sirasinda yaprak
performansini diizenlemenin yani sira kurakliga bagli yaslanmaya aracilik ederek

fazla yapraklarin dokiilmesi gibi islemlerde gorev almaktadir (Young vd., 2004).

Cevresel stresler sirasinda bitkiler, antioksidan savunma sistemleri olarak bilinen
enzimatik olan ve olmayan savunma sistemlerini de harekete gegirmektedirler. SOD,
KAT, APX gibi enzimatik antioksidanlari ve AA, GSH, takoferol gibi enzimatik
olmayan antioksidanlar1 kapsayan bu sistemler stresler sirasinda tiretilen ve bitki i¢in
son derece zarar verici etkileri bulunan ROT’larin etkin bir sekilde detoksifikiye
edilmesini saglayarak bitkilerin kuraklik stresinin olumsuz etkilerinden korunmasini

saglamaktadirlar (Gill ve Tuteja, 2010).

Kuraklik stesine karsi gelistirilen son mekanizma ise molekiiler mekanizmadir. Bu
mekanizmada, morfolojik ve fizyolojik mekanizmalarda gergeklesen degisimlere
bagli olarak agiga ¢ikan sinyaller dogrultusunda molekiler diizeyde cevaplar
verilmektedir. Verilen bu cevaplar sayesinde ise bitkinin kuraklik stresine karsi

tolerans gostermesi saglanmaktadir (Kvar vd. 2007).

Genellikle stresin algilanmasi ile baglayip stres ile ilgili savunmada rol oynayan
genlerin aktivasyonu ile son bulan bir mekanizmadir. Bu mekanizma temel olarak iki
asamadan olusmaktadir. ilk asama, absisik asit (ABA) ve ROT sentezinin artmasi
gibi stres belirtisi olarak kabul edilen bilesenlerde degisimlerin meydana gelmesidir.
Bu asamada bitki blinyesinde meydana gelen degisimler hiicre zarinda bulunan ilgili
reseptorler tarafindan algilanmakta ve ikincil mesajcilar olarak bilinen kalsiyum
kaskadlar1 uyarilarak hiicresel kalsiyum seviyesinde ve ROT’larin sentezinde bir artis
meydana gelmektedir. Hiicresel seviyede gergeklesen bu artisin ardindan, mitojenler
tarafindan aktive edilmis protein kinazlar (MAPK), olarak bilinen fosfat kaskadlari
aktif hale gelmekte ve dis uyaranlarin algilanmasimi ve sinyallenmesini devam

ettirmektedirler. Sinyallemenin son asamasinda ise stres ile ilgili transkripsiyon
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faktorleri uyarilarak savunmada yer alan genlerin aktivasyonu

gerceklestirmektedirler (Jalmi ve Sinha, 2015).

Molekiiller mekanizmanin ikinci asamasinda ise stresler sirasinda hiicrenin
korunmasinda rol oynayan fonksiyonel proteinlerin iiretilmesidir. Bu asamada
transkripsiyon faktorleri aktif hale gelerek streslere dayaniklilikta rol oynayan
genlerin promotdr bolgelerinde bulunan cis-etkili spesifik elementlere baglanarak
fonksiyonel proteinlerin iiretimlerini gergeklestirmektedirler. Bu proteinlerden biri,
akuaporin olarak bilinen ve suyun hiicre duvarindan igeriye taginmasini kolaylastiran
zar proteinlerdir. Bu proteinler, membranlarda suyun hidrolitik iletkenligini
diizenleyerek suyun gegirgenligini arttirmaktadirlar (Maurel ve Chrispeels, 2001).
Ayni zamanda kisith su sartlar1 altinda topraktan suyun alinmasina aracilik etmeleri
nedeniyle de kuraklik stresi sirasinda bitkinin stresi tolere edebilmesi i¢in biiyiik bir
oneme sahiptirler (Javot ve Maurel, 2002). ikinci protein grubu olan saperonlar ise,
kuraklik stresine bagl olarak denatiirasyona ugramis proteinlerin renatiirasyonunu
gerceklestirmektedirler (Iba, 2002). Bir baska fonksiyel protein olan proteazlar ise
yapisi bozulmus olan proteinlerin degredasyonlarini saglarlar. Ayni zamanda yeni
proteinlerin iretimine aracilik ederek protein devamliligini saglamaktadirlar.
Fonksiyonel proteinler grubu igerisinde yer alan ve stresler sirasinda énemli rolleri
olan bir bagka protein grubunu da ge¢ embriyogenez (Geg¢ embriyogenez proteinleri,
late embriyogenesis abundunt, LEA) proteinleri ise, suyun baglanma kapasitesini
arttirmak, membran stabilitesini korumak gibi gorevler iistlenerek kuraklik stresine

kars1 tolerans gelistirmeye katki saglamaktadirlar (Gorantla vd., 2006).

2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Atomik veya molekiiler yapilarinda bir veya daha fazla eslenmemis elektron
bulunduran molekiiller serbest radikaller olarak tanimlandirilmaktadirlar (El-Beltagi
ve Mohamed, 2013). Serbest radikaller, eslenmemis elektronlari nedeniyle genellikle
radikal olmayanlara gore daha reaktifdir ve daha kararsiz bir yapiya sahiplerdir. Bu
kararsiz durumu ortadan kaldirmak amaciyla da molekiiler oksijen atomunun son
yoriingesindeki eslenmemis iki elektronu ortaklasa kullanarak reaktif oksijen
tirlerini (ROT) olusturmaktadirlar (Racchi, 2013).
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In vivo sartlarda ROT iiretimi; kloroplastlardaki elektron dengesinin bozulmasi
sirasinda, molekiiler oksijenin dort elektronu birden kabul edememesi sonucu
meydana gelmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Ayrica 6zellikle patojen
enfeksiyonu sirasinda, peroksizomlarda glikolat oksidaz enzimi ve plazma
membranina bagli nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidazlar
araciligi ile mitokondrilerde nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) dehidrogenaz,
siiksinat dehidrogenaz veya sitokrom enzimleri aracilifiyla da ROT {iretimi
gerceklestirilmektedir (Sewelam vd., 2016). Normal sartlar altinda bitkilerin ¢esitli
kisimlarinda metabolizmanin kaginilmaz bir sonucu olarak diisiik miktarlarda siirekli
ROT fiiretimi gergeklesmektedir ve bu iiretim antioksidan sistemler tarafindan bir
dengede tutulmaktadir (Mittler vd., 2004; Gill ve Tuteja, 2010; Bose vd., 2014).
Aradaki bu dengenin korundugu durumlarda ROT’lar biiyiime ve gelisim
stireglerinde yer alan sinyal molekiilleri, asir1 duyarli reaksiyon (hypersensitive
response, HR) ve sistemik kazanilmis direng (Sistemic acquired resistance, SAR),
stres hormonu ftiretimi, aklimasyon ve programlanmis hiicre 6liimii gibi patojenlere
kars1 bitkilerde gelistirilen farkli savunma mekanizmalarinda da gorev alarak
bitkilerin hayatlarinin devamliligina katkida bulunmaktadirlar (Tripathy ve
Oeclmiiller, 2012). Ancak yiiksek 11k, yiiksek veya diisiik sicakliklar, tuzluluk,
kuraklik ve patojen saldirist gibi farkli gevresel stresleri nedeniyle ROT lar ve
antioksidanlar arasindaki denge bozuldugunda denge iiretim yoniine kaymakta ve
stiperoksit (O2") radikali, hidrojen peroksit (H20-) radikali ve hidroksil (OH") radikali
gibi ROT tiirevlerinin asir1 birikimi meydana gelmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). Bu
ROT’larin asir1 birikimi proteinlerde, DNA ve RNA’da oksidasyon, lipitlerde
peroksidasyon reaksiyonlarina temel olusturarak biyomolekiiller {izerinde hasara

neden olmaktadir (Parvaiz vd., 2010).

2.4.1. Siiperoksit radikali (O2)

ROT’lar arasinda siiperoksit radikali (O2’), elektron tasima sistemi (electron transfer
system, ETS) gibi yogun elektron akisinin gergeklestigi bitki kisimlarinda ilk olusan
radikal tiirevi olarak bilinmektedir (Das ve Roychoudhury, 2014). Kloroplastlarin
FSI merkezinden gelen elektronlarin, molekiiler oksijene aktarilarak indirgenmesi

sonucunda Mehler adi verilen bir reaksiyon ile olusabildigi (Reaksiyon 2.1.), gibi
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mitokondrilerin kompleks bolgelerinde meydan gelen elektron sizintilar1 sonucunda
da olusabilmektedirler (Torres ve Dangl, 2005). Bu olusum yollarina Ayrica
ferrodoksin ve flavin gibi biyomolekiillerin ylikseltgenmesi reaksiyonlar1 sirasinda
veya dehidrogenaz ve oksidaz enzimlerinin katildig1 tepkimeler araciligiyla hiicreler
icerisinde siiperoksit radikalinin tiretiminin gerceklestigi bilinmektedir (Sies, 1991;
Nordberg ve Arner, 2001). Siiperoksit radikali, 2-4 ps yarilanma omrii ile orta derece
reaktif olmasi ve lipit membranlarinin gegirgenligini azaltip biyolojik
membranlardan gegemeyerek, hiicrede bulundugu yerde ¢evrili sekilde kaldigi igin
tek basma biiylik hasarlara yol agmamaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1999;
Nordberg ve 2001; Garg ve Manchanda, 2009). Ancak, indirgenme O6zelliginden
dolay1 indirgenerek hiicreler i¢in oldukga zarar verici olan H2O» iiretiminde ve
Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda da H202’den OH™ olusumunda rol oynadigi i¢in
zararli bir radikal olarak kabul edilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1999; El-
Beltagi ve Mohamed, 2013).

Otee —» 07 (Reaksiyon 2.1.)

2.4.2. Singlet oksijen (102)

Molekiiler oksijenin daha yiiksek enerjili formu olarak bilinen singlet oksijen (*O2)
ortaklanmamus elektronu bulunmamasi nedeniyle atipik reaktif oksijen tiirii olarak
kabul edilmektedir (El-Beltagi ve Mohamed, 2013; Das ve Roychoudhury, 2014).
Kuraklik, tuzluluk ve yiiksek 1s1k gibi ¢evresel streslere bagl olarak CO- fiksasyonu
siirlandirilmaktadir (Hatz vd., 2007). Bu duruma bagli olarak fotosistem
mekanizmalar1 arasindaki elektron dagiliminda dengesizlikler meydana gelmekte ve
klorofile enerji aktarimi yapilarak klorofil iiglii hale doniismektedir. Olusan iglii
klorofil (3Chl) iiclii oksijen (*0.) ile reaksiyona girerek 'O, olusmasma yol
acmaktadir (Reaksiyon 2.2.) (Gill ve Tuteja, 2010).

3Chl + 30, —— Chl + 103 (Reaksiyon 2.2.)
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3 us yarilanma Omrii ile oksitleyici bir ajan olarak gdrev yapmakta olup yiiksek
miktarlarda hiicrelerde bulundugu durumda, proteinler, niikleik asitler, lipitler
pigmentler ve fotosistem | ile reaksiyona girerek hiicrelerde zararlara yol agmaktadir
(Maisch vd., 2007). Ayrica FS II’nin onarilmasindan sorumlu D1 proteini ile
etkilesime girmesi nedeniyle FS II'nin aktivite kaybindan sorumlu birinci dereceden
sorumlu ROT olarak kabul edilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). Singlet oksijenin
zararli etkilerinin yami1 sira diisiik miktarlarda bitkiler i¢in faydali etkileri de
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, Dbitki-patojen etkilesiminde direng
mekanizmas1 bileseni olarak gorev alan fitoaleksinlerin iretimini tetikleyerek
bitkilerin patojen saldirilarina karst direng gelistirmesine yardimeci oldugu
belirlenmistir (Flors ve Nonell, 2006). Yapilan baska bir ¢alismada ise 1Oz iiretiminin
artmasi ile beraber birgok streslerle ilgili cevap yollar1 aktive edilerek streslere karsi
direng gelistirilmektedir. Elde edilen bu sonuglarda yola ¢ikilarak singlet oksijenin
bir sinyal molekiilii olarak gorev alabilecegi de diisiiniilmektedir (op den Camp vd.
2003). Cesitli faktorlerin etkisi ile bitki biinyesinde toksik seviyeye ulasan O;’lerin
tiretimleri, enzimatik olmayan antioksidanlar igerisinde yer alan karotenoidler ve
tokoferoller tarafindan kontrol altina alinip, detoksifikasyonlari saglanarak bitkiler

olusabilecek zararlara kargi korunmaktadirlar (Das ve Roychoudhury, 2014).
2.4.3. Hidrojen peroksit radikali (H202)

Hidrojen peroksit radikali (H202), iki molekiil Oz radikalinin SOD enzimi ile

reaksiyona girmesi sonucunda (Reaksiyon 2.3.)
207 +2HY 80Dy H,0, + 02 (Reaksiyon 2.3.)

veya hafif asidik sartlarda kendiliginden H2O2’ye doniisiimii sonucu iiretilmektedir

(Reaksiyon 2.4.) (Sharma vd., 2012).
207 +2H" —& 5 H,0,+0; (Reaksiyon 2.4.)

Hiicrelerde ise; kloroplast, peroksizom, ETS, mitokondri, endoplazmik retikulum,
cekirdek, plazma membram1 gibi organellerde metabolik islemler sirasinda

iretilmektedir. Ayrica yag asidi oksidasyonu, NADPH oksidaz ve ksantin oksidaz ile
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katalizlenen foto-oksidasyon tepkimeleri sirasinda da olusabilmektedir (Das ve
Roychoudhury, 2014).

Oksidatif mekanizmanin bir pargasi olan H2O. radikali bitki hiicrelerinde ikili
davranig  sergilemektedir (Peng vd., 2005). Hiicreler igerisinde diisiik
konsantrasyonlarda sagak kok gelisimi, bitki hiicre duvari aktivitesi, bitki biiylime ve
yaslanmasi, fotorespirasyon, fotosentez ve stomatal hareket gibi fizyolojik siireclerde
diizenleyici sinyal molekiilii olarak gorev almaktadir (Gill ve Tuteja, 2010). Ayrica,
diger ROT’lara gore de daha fazla yarilanma 6mriine sahip olmasi ve membranlar
boyunca gegirgenlik diizeyinin yiiksek olmasi nedenleriyle de abiyotik ve biyotik
stresler sirasinda ikincil mesajci olarak kabul edilmektedir (Quan vd., 2008). Yiiksek
konsantrasyonlarda ise; proglamlanmis hiicre 6liimii, sistein, metionin kalintilarini ve
tiyol gruplarini oksitleme yolu ile Calvin dongiisii enzimlerini (Cu/Zn SOD ve Fe-
SOD) inaktive etmesi gibi zarar verici etkilere neden olmaktadir (Gill ve Tuteja,
2010; Sharma vd., 2012). Ayrica, yiiksek konsantrasyonlarda protein kinaz fosfataz,
tiyolat iceren transkripsiyon faktorlerini okside etmektedir. Gegis metalleri ile
reaksiyona girdigi durumlarda ise hiicreler i¢in olduke¢a zararl kabul edilen hidroksil
radikalinin olusumuna da yol agmaktadir (Dat vd., 2000). Hiicreler igerisinde toksik
seviyelerde bulunan H>O: radikalleri, katalaz, glutatyon peroksidaz ve askorbat
peroksidaz gibi antioksidan enzimler tarafindan detoksifiye edilerek hiicrelerin

hasarlara karsi korunmasini saglanmaktadir (Nordberg ve Arner, 2001).

2.4.4. Hidroksil radikali (OH")

Hidroksil radikali (OH") ROT’lar arasinda en reaktif ve en toksik radikal gesidi
olarak bilinmektedir (Nordberg ve Arner, 2001; Sharma vd. 2012). Bu radikal Fenton
veya Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda H>O. kaynakli olarak iiretilmektedir.
Fenton reaksiyonunda H202’nin gec¢is metalleri ile (Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo)

indirgenmesi sonucunda iiretilirken (Reaksiyon 2.5.)

Fe2* + H,0, > Fe3*+ OH + ‘OH (Reaksiyon 2.5.)
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Haber-Weiss reaksiyonunda ise H2O2’nin O»- ile reaksiyonu sonucunda iiretimi
gerceklesmektedir (Reaksiyon 2.6.) (Sharma vd. 2012; El-Beltagi ve Mohamed,
2013).

O, + Hy0, O + OH" + OH' (Reaksiyon 2.6.)

OH™ radikali oldukga reaktif olmasi nedeniyle hemen hemen tiim hiicresel bilesenler
ile reaksiyona girerek lipidlere, proteinlere, niikleik asitlere ve membranlara zarar
vermektedir (Gill ve Tuteja, 2010). Bu radikalin bitki biinyesinden temizlenmesi
konusunda etkili gérev yapan bir enzim sistemi olmadigi i¢in biinyesinde fazla
birikmesi hiicrelerin 6liimiine sebep olabilmektedir (Pinto vd., 2003; Hansen vd,
2006). Fakat diisiik miktarda da olsa enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda yer
alan askorbik asit ve flavonoidlerin OH™ radikalinin nétralize edilmesi konusunda rol
oynadig1 bilinmektedir (Noctor ve Foyer, 1998; Lovdal vd., 2010).

2.5. Bitki Biinyesinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretim Yerleri

Bitkilerde ROT iiretimi; karanlik sartlarda mitokondride gerceklesirken 151k
varliginda peroksizom ve kloroplastlarda olusmaktadir (Choudhury vd., 2013). Genel
olarak kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi yerlerde iiretilirken, bunlarin
disinda apoplast, plazma membrani, hiicre duvar1 ve endoplazmik retikulum gibi

kisimlardada ROT iiretimi gergeklestirilmektedir.
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Sekil 2.5. Mitokondri (A), kloroplast (B) peroksizom (C) ve plazma membraninda
(D) ROT iiretimi (Awasthi vd. 2015)

2.5.1. Mitokondri

Bitkilerin enerji fabrikalar1 olarak bilinen mitokondriler bol miktarda yiiksek enerjili
elektron barindirmalart1  nedeniyle H202 gibi ROT’larin  6nemli iiretim
kaynaklarindan birisi olarak bilinmektedir (Rasmusson vd., 2004). Mitokondrilerde
normal sartlar altinda belirli seviyelerde siirekli ROT {iretimi gerceklesmektedir.
Fakat bu tiretim potansiyeli, gevresel stres sartlar1 altinda elektron tasima sisteminde
(ETS) meydana gelen kisitlamalar ve solunumun hizlanmasi gibi nedenlerden dolay1

onemli derecede artiglar gostererek hiicrelerde oksidatif hasara yol agmaktadir

(Blokhina ve Fagerstedt, 2010; Miller vd., 2010).

Yapilan arastirmalarda, mitokondriyal ETS’nin; kompleks I bolgesinde NADH
dehidrogenaz, kompleks II bolgesinde siliksinat dehidrogenaz, kompleks III
bolgesinde sitokrom enzimleri, kompleks IV bdlgesinde ise, kompleks I’e ters
elektron akisi araciligiyla (Sekil 2.5.A) ROT diretiminin gergeklestigi sonucuna
ulagilmigtir (Camello-Almaraz vd., 2006). Bu bolgeler arasinda kompleks 1 ve
kompleks III daha aktif olmalari nedeni ile O {iretiminin yogun olarak ger¢eklestigi
bolgeler olarak bilinmektedir (Moller vd., 2007).

Mitokondrilerde iki farkli yolla Oz harcanmaktadir. Bunlar; H>O iiretimi igin

sitokrom oksidaz yolu ile O, harcanmasi ve solunum zinciri igerisinde sitokrom
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bolgesinde Oz nin O2’ye indirgenmesi sirasinda Oz harcanmasi olarak bilinmektedir
(Karuppanapandian vd. 2011). Harcanan bu O2’nin yaklasik olarak %1-5’i H20>
{iretimine yol agmaktadir (Moller vd. 2001). Uretilen bu radikal ortamda gegis
metallerinin bulundugu durumlarda onlarla reaksiyona girerek son derece toksik OH"
radikalini olusturmaktadir (Karuppanapandian vd. 2011). Ayrica mitokondrilerin,
matrikslerinde ¢esitli enzimler araciligi ile de ROT iiretimi gergeklesmektedir. Bu
enzimler, dogrudan ROT iireten akonitaz enzimi gibi enzimler ve dolayl olarak ROT
tireten 1-Galactono-y-lakton dehidrojenaz gibi enzimleri igermektedir (Rasmusson
vd., 2008).

Cesitli yollar ile olusan bu radikaller bitkiler iizerinde oksidatif hasarlara yol
agmaktadir. Mitokondrilerde kontrolsiiz ROT iiretimini kontrol altina alarak oksidatif
strese bagli hasarlar1 en aza indirmek i¢in mitokondriyal alternatif oksidaz ve Mn-

SOD gibi koruyucu enzimler bulunmaktadir (Foyer ve Noctor, 2005).

2.5.2. Kloroplast

Yiiksek bitkilerde ve alglerde fotosentez kloroplastlar igerisinde ger¢eklesmektedir.
Kloroplastlar fotosentetik islemler icin giinesten gelen 15181 yakalamakla gorevli bitki
organelleridir ve tilakoid membran sistemi igermektedirler (Pfannschmidt, 2003).
Fotosistem | ve Il (FSI ve FSII) olarak ikiye ayrilan fotosistemler yogun olarak
elektron akisina maruz kalmalari nedeniyle ROT iiretiminin ana kaynaklari olarak

kabul edilmektedirler (Miller vd., 2010).

Yiiksek 151k ve kuraklik gibi stres sartlar1 altinda bitkilerin kendilerini strese karsi
korumak amaciyla stomalarin1 kapatmalar1 sonucunda fotosentetik mekanizmalarda
elektron sizintis1 gibi birtakim kisitlamalar meydana gelmektedir (Asada, 2006; Das
ve Roychoudhury, 2014). Olusan kisitlamalar sonucunda antioksidan sistemler ve
ROT arasindaki denge bozulmakta ve bitki hiicrelerinde ROT iiretiminde artiglar

olmaktadir.

Normal sartlar altinda FSII’den gelen uyarilmis elektronlar, ETS araciligiyla FSI’e
oradan da ferrodoksin tizerinden NADP"’ye tasmnmaktadir. NADP™ye gelen

elektronlar, Calvin dongiisiine verilerek son elektron alicisi olan CO2’ye
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iletilmektedir. Fakat stres kosullar1 altinda ETS’de fazla elektron hareketliliginin
oldugu durumlarda elektronlardan bazilar1 geri donerek ferrodoksin iizerinden
NADP* yerine O2 molekiiline ge¢mekte ve Mehler reaksiyonu aracilifiyla Oy
olusumu gerceklesmektedir (Sekil 2.5.B) (Karuppanapandian vd. 2011). Olusan bu
radikal FSI’de membrana baglhi Cu-Zn-SOD enzimi araciligiyla H202’ye
doniistiiriilmekte, H.O» ise, zara bagli tilakoid askorbat peroksidaz (tylAPX)
tarafindan suya doniistiiriilerek detoksifikasyonu saglanmaktadir (Miller vd., 2010).
Bu zincir reaksiyonu ortamda antioksidan sistem bilesenlerinin bulunmadigi
durumlarda ise daha zararli ROT’larin {iretimini tetiklemektedir (Karuppanapandian
vd., 2011).

FSII’de O2 olusum reaksiyonlarma ilaveten, diisiik 151k kosullar1 altinda O iiretimi
de gergeklesmektedir (Buchert ve Forreiter, 2010). Bu iretim iki farkli sekilde
meydana gelmektedir. Bunlar; ¢evresel stresler nedeni ile meydana gelen kisitlamalar
sonucunda, iiclii klorofilin (3Chl*) iiclii oksijen (302) ile reaksiyona girip O2’yi
serbest birakmasi sonucu 'O iiretimi (Zolla ve Rinalducci, 2002) ve ETS’de
meydana gelen aksamalar sonucunda FSII’deki 151k toplayict kompleks tarafindan
10, iiretimidir (Das ve Roychoudhury, 2014).

Kloroplastlarda biriken 'O, iiretim merkezinin yakiminda bulunan membran
proteinlerinde  ve  lipidlerde  peroksidasyon-oksidasyon  reaksiyonlarinin
gerceklesmesine neden olarak FSI’'nin  reaksiyon merkezi i¢in bir risk
olusturmaktadir (Karuppanapandian vd., 2011). Dogrudan hiicre &liimlerine yol
acabildigi icin bitkilerin biinyelerinde yiiksek miktarda bulunmalari tehlikeli olarak
kabul edilmektedir (Triantaphylidés vd., 2008).

2.5.3. Peroksizom

Peroksizomlar, tek membranli kiiresel mikro kapsiiller olup, oksidatif
metabolizmalar1  geregi hiicre i¢i H»O, iiretiminin ana bdlgeleri olarak
bilinmektedirler (Das ve Roychoudhury, 2014). Bitki peroksizomlari, ayrica
dallanmis aminoasitlerin yikimi, jasmonik asit, oksin gibi bitki hormonlarinin
biyosentezi ve stresler sirasinda gorev almasi ile bilinen glisin betain {iretimi gibi

onemli metabolitlerin {retiminde gorev almaktadir (Gill ve Tuteja, 2010).
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Peroksizomlarda; glikolat oksidaz reaksiyonu, fotorespirasyon, yag asitlerinin f3-
oksidasyonu, flavin oksidazlarin enzimatik reaksiyonlar1 ve siiperoksit radikallerinin
dismutasyonu gibi metabolik islemler sirasinda yiiksek oranda H2O: iiretimi

gerceklesmektedir (Das ve Roychoudhury, 2014).

Kuraklik stresi gibi ¢evresel stres sartlari altinda su kapasitesinin azalmast ile birlikte
stomalar kapanmakta buna bagli olarak, CO; fiksasyonu kisitli hale gelirken ribuloz-
1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) enziminin oksijenaz aktivitesi ve
glikolat iiretiminde artis goriilmektedir. Uretilen glikolatin kloroplastlardan,
peroksizomlara dogru hareket ettigi sirada glikolat oksidaz enzimi tarafindan okside
edilmesi sonucunda H20> ag¢iga ¢ikmaktadir (Noctor vd., 2002; Awasthi vd., 2015).
Uretilen H20; radikali genellikle, peroksizomlara lokalize KAT enzimi tarafindan

H20 ve O2’ye doniisiimii saglanarak zararsiz hale getirilmektedir (Miller vd., 2010).

Peroksizomlar, H>O; tiretiminin yan1 sira mitokondri ve kloroplastlar gibi normal
metabolizmalar1 sonucunda O™ radikallerini de tiretmektedirler (del Rio vd., 2002).
O radikalleri, peroksizomlarda iki farkli bolgede iiretilmektedir. Bu bdlgelerden
birincisi, ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidaz tarafindan, tirik aside oksidasyonu
mitokondrilerin matriksinde gergeklesmektedir ve bu reaksiyon sirasinda yan iiriin
olarak O radikali iiretilmektedir (Sekil 2.5.C) (Awasthi vd., 2015). Ikinci bdlge ise,
NADPH’a bagh kiigiik bir elektron tasima zinciridir. Elektron alicis1 olarak Qi
kullanarak sitoplazmadan O salinimi ger¢eklesmektedir (Das ve Roychoudhury,
2014). Uretilen O, radikali, SOD tarafindan H>O;’ye déniistiiriilmektedir ve bu
durum dolayl1 yoldan bitki hiicrelerinde H20: artisina yol agmaktadir. Kuraklik gibi
stresler sartlar1 altinda peroksizomlarda ki iiretim miktarlarinda artis gézlemlenen bu
radikaller oksidatif hasarlara ve ileri evrelerde hiicre 6liimlerine yol agmaktadir (del
Rio vd., 2002).

2.5.4. Apoplast

Apoplastlar, fotosentez i¢in gerekli COz2’yi sitozole girebilir forma doniistiiren, su ve
¢Oziinmiis maddelerin hareketine izin veren hiicre duvarlar ile hiicreler arasindaki
bosluklarin tiimiinii olusturmaktadir (Das ve Roychoudhury, 2014). Tuz, kuraklik ve

agir metal streslerinin yol agtigi olumsuz ¢evre sartlari sirasinda, ABA ile
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birlestirilmis stres sinyalleri, apoplasti H2O2 iiretimi igin belirgin bir alan haline
getirmektedir (Karuppanapandian vd., 2011). Apoplastik ROT iiretim enzimlerinden
en bilineni Arabidopsis bek¢i ve mezofil hiicrelerinde bulunan AtRbohD ve
AtRbohF,’lerdir. Bu enzimler, kodladiklart NADPH oksidaz araciligiyla ABA
kaynakli stoma kapanmasini saglayarak apoplastik ROT olusumunda etkin rol
oynamaktadirlar (Kwak vd., 2003). Diger apoplastik ROT olusumunda gorev alan
enzimler ise; hiicre duvari ile iliskili oksidazlar, pH bagmmli hiicre duvar
peroksidazlari, germin benzeri oksalat oksidazlar ve poliamin oksidazlar olarak
bilinmektedir (Mittler, 2002). Yapilan c¢alismalar, apoplastlarda iretilen ve
antioksidan bilesenler ile denge icerisinde bulunan H»O2’nin streslere karsi

savunmada 6nemli bir yerinin oldugunu gostermektedir (Miller vd., 2010).

Hiicrelerin diger kisimlarinda iiretilen ROT’lar bitkiler i¢in &liimciil olabilirken,
apoplastlarda iiretilen H202’nin ise g¢evresel streslere karsi adaptasyon saglama,
biiylime ve hiicre duvarinin gii¢lendirilmesi gibi bitkiler i¢in yararli mekanizmalarda
gorev aldigi disiiniilmektedir (Miller vd., 2010). Tuz stresi altinda yapilan bir
calismada musir bitkisinde yaprak uzamasi iizerine olumlu etki ettigi sonucuna
varilmigtir, yine yapilan bagka bir c¢alismada bezelye cesitlerinin apoplastlarinda
gergeklesen H202’in  sinyalleme aract olarak gérev aldigt ve ROT
detoksifikasyonunu tesvik ederek pozitif bir etkide bulundugu anlasilmistir

(Karuppanapandian vd., 2011).

2.5.5. Plazma membrani

Bitki hiicresini ¢evreleyerek hiicreye yapisal ve mekanik biitiinlik saglayan plazma
membrani, degisen ¢evresel kosullar1 tarafindan verilen bazi sinyallerin
algilanmasinda gorev alarak hiicrenin siirekli hayatta kalmasini saglamaktadir (Kwak
vd., 2003; Das ve Roychoudhury, 2014). Farkli homologlar1 bulunan ve plazma
membraninda lokalize olan NADPH bagimli oksidazlar, farkli stres kosullart
sirasinda olusturduklar1 gen ifadeleriyle dikkat ¢ekmektedirler (Karuppanapandian
vd. 2011). NADPH oksidaz enziminin, sitozolik NADPH’dan O’ye elektron
aktarmasi sonucunda O iiretimi ger¢eklesmektedir. Olusan O™ radikali daha sonra
kendiliginden veya SOD ezimi aracilig1 ile H.O2’ye dontismektedir (Sekil 2.5.D).
NADPH oksidaz ile ilgili yapilan ¢alismalar sonucunda, NADPH oksidaz’in Ca*? ve
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mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) sinyal yollarini tetikledigine ve salisilik
asit (SA), jasmonik asit (JA) ve etilen (ET) gibi hormon sinyal transfer yollarini
baskiladigina dair sonuglar bulunmaktadir (Evans vd., 2005). Elde edilen sonuglar
bitki biinyelerinde NADPH ifadesinin streslere tolerans saglama konusunda gerekli

oldugunu gostermektedir (Karuppanapandian vd., 2011).

2.5.6. Hiicre duvari

Hiicre duvarlari, hiicreleri dig etkilerden koruyan onlara yapisal ve mekanik destek
saglayan ¢esitli metabolik reaksiyonlarin gerceklestigi bolgeler olarak bilinmektedir
(Karuppanapandian vd., 2011). Bu bolgeler disaridan aliman kimyasallarin
parcalanmasinin gerceklestirildigi ve patojenlere karsi savunma mekanizmasinin
gelistirildigi yerlerdir (Spiteller, 2003). Hiicre duvarinda ROT olusumu, birtakim
enzimler aracilifryla gerceklesmektedir. Ornegin; hiicre duvarina lokalize,
lipoksigenaz enzimi ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) hidroperoksidasyona
neden olarak ROT iiretimine aracilik etmektedir (Das ve Roychoudhury, 2014).
Hiicre duvarina lokalize olmus olan bir bagka enzim ise diamin oksidazlardir. Diamin
oksidazlar, diamin ve poliaminler ile reaksiyona girerek kinon molekiliiniin
indirgenmesine yol agmaktadirlar. indirgenen kinon molekiilii ise peroksidasyon
reaksiyonlarina katilarak ROT {iretimini gerceklestirmektedir (Spiteller, 2003;
Higuchi, 2006). Ayrica hiicre duvarina lokalize peroksidazlarin, gevresel streslerde
ve besin eksikligi durumunda hiicre i¢gi ROT iretimine katkida bulundugu
diistiniilmektedir (Kim vd., 2010).

2.6. Bitki Biinyesinde Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hedefleri

Cevresel stresler gibi ¢esitli olumsuz sartlar altinda bitkilerin biinyelerinde reaktif
oksijen tiirlerinin birikimi artmaktadir. Meydana gelen bu artis, metabolizmada
aksamalara yol acan oksidatif streslerin birincil kaynagi olarak bilinmektedir.
Oksidatif stresler niikleik asitler, proteinler ve lipidler gibi biyomolekiillere zarar
vererek bitkilerin yasamlarini tehlikeye atmaktadirlar (Das ve Roychoudhury, 2014).
(Sekil 2.6).
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Nekroz, Hiicresel Oliim Yollan

Sekil 2.6. Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrelerdeki hedefleri
2.6.1. Lipidler iizerine etkileri

Lipidler, bitkiler i¢in hayati énem tasiyan plazma zarmin biiyiik bir bolimiini
olusturmaktadirlar (Smirnoff, 2000). Stresli kosullar altinda, ROT seviyesi
hiicrelerde bulunmas1 gereken seviyenin {iizerine ¢iktig1 durumlarda hiicre
membranindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyona neden olmaktadirlar (Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Montillet vd., 2005). Diger bir tanim ile lipid peroksidasyonu, zar
fosfolipidlerininin yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFA)
hidroksil radikali araciligiyla yiikseltgenmesi sonucu lipit yapilarinin bozulmasit ve
lipidlerin peroksit tiirevlerine doniismesi olarak ifade edilmektedir. Peroksidasyon,
stiperoksit veya hidroksil gibi radikallerin ¢oklu doymamis yag asitlerinin yapisinda
bulunan metilen gruptan bir hidrojen atomunu ¢ikarmast bunun sonucunda lipit

radikali olusumu ile baglamaktadir (Reaksiyon 2.7.) (Smirnoff, 2000).

RH + OHs — Re+ H20 (Reaksiyon 2.7.)
(Lipid) (Lipid radikali)

Ilerleyen asamalarda, meydana gelen lipit radikaline molekiiler oksijenin eklenmesi
sonucunda lipid hidroperoksi radikali olusmaktadir (Reaksiyon 2.8.). Olusan bu
radikal PUFA yan zincirlerinden bir hidrojen atomunu ¢ikararak peroksidasyon
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zincir reaksiyonunu daha da ilerletip lipit hidroperoksitlerinin olusturulmasiyla

reaksiyon devam etmektedir (Reaksiyon 2.9.) (Garg ve Manchanda, 2009).

Re + 02 — ROO- _
(Lipit peroksi radikali) (Reaksiyon 2.8.)

ROOe+ + RH — ROOH + Re .
(Lipit hidroperoksit radikali) (Reaksiyon 2.9.)

Sonlandirma asamasinda ise ortamda antioksidanlarin bulunmadigr durumlarda,
olusan lipid hidroperoksitler Fe*? gibi indirgenmis metallerle reaksiyona girerek
boliinebildikleri gibi (Reaksiyon 2.10.)

ROOH + Fe*2— RO- + Fe*? (Reaksivon 2.10.)

ayrigarak lipid alkoksil radikalleri ve aldehitler, alkanlar, lipid epoksitler gibi bitkiler
icin daha zarar verici {irlinleri olusturabilmektedirler (Reaksiyon 2.11.) (Gill ve
Tuteja, 2010; Das ve Roychoudhury, 2014).

ROOHs — ROO++ RO (Reaksiyon 2.11.)

Olusan peroksidasyon iirtinleri, antioksidan sistemler tarafindan temizlenmedigi veya
bulunduklar1 yerlerden yayilmalarinin 6nlenmedigi durumlarda membran biitlinliigi
bozulmaktadir. Bu radikaller biyolojik membranlarda membran akiskanliginda
bozulma, sizint1 artisi, membran potansiyelinde azalma, mebranlarin H* ve diger
iyonlara karsi gecirgenliginde artis gibi istenilmeyen durumlara yol agarak
membranlarin parcalanmast sonucu hiicre hasarlar1 veya hiicre Oliimlerine neden
olmaktadirlar (Garg ve Manchanda, 2009). Stresler sirasinda oksidatif hasarin ve
lipitlerin zararlanma derecesini belirlemenin en iyi yolu malondialdehit (MDA) gibi
lipit peroksidasyonunun son iriinlerin 6l¢iilmesine dayali testler en yaygin olarak

olarak kullanilan stratejidir (Ercan, 2008).

27



2.6.2. Proteinler iizerine etkileri

Stres sartlar1 altinda iiretilen ROT larin, proteinlerin peptit baglar1 veya yan zincirleri
ile reaksiyona girmesi sonucu proteinlerde oksidasyon reaksiyonlar1 meydana
gelmektedir (Das ve Roychoudhury, 2014). Gergeklesen oksidasyon reaksiyonlari
sonucunda proteinler iizerinde dogrudan veya dolayli modifikasyonlar meydana
gelmektedir. Dogrudan modifikasyonlar, protein aktivitesi, nitrosilasyon,
karboksilasyon, disiilfit bag olusumu ve glutatiyonilasyon gibi farkli kimyasal yollar
ile meydana gelirken, lipit peroksidasyonu sonucunda olusan iiriinlerin proteinlerle

etkilesimi ile de dolayli modifikasyonlar ger¢ceklesmektedir (Meller vd., 2007).

Oksidasyon, amino asitin o karbonundan bir H atomunun radikale baglanarak
ayrilmasi ve H2O olusturmasi ile baglamaktadir. Bu etkilesim sonucunda 6zellikle
stlfur radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller meydana gelmektedir.
Antioksidan sistemlerin ortamda bulunmadigi durumlarda proteinlerde c¢apraz
baglanma ve aminoasitlerde modifikasyonlar gerceklesmektedir (Erenel vd., 1992;
Das ve Roychoudhury, 2014). Oksidasyon kaynakli olugsacak hasarlardan proteinlerin
ne derece zarar gorecegi proteinlerin aminoasit kompozisyonuna bagli olarak
degisim gostermektedir. Ornegin; triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metionin ve
sistein gibi doymamis bag ve siilfliir iceren aminoasitlerin ROT’lara karsi
aktivitelerinin daha yiliksek olmasi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinden daha kolay
etkilenmektedir (Netto vd., 2002). Ayrica ROT kaynakli oksidasyonlar, yan
zincirlerde karbonil gruplar1 bulunan arginin, lisin, prolin, triptofan aminoasitlerinin
bolgeye 6zgii modifikasyonlarina yol agarak aktivitelerini inhibe etmekte ve onlar
proteolitik bozulmalara kars1 daha duyarli hale getirmektedir (Droge, 2002; Dunlop
vd., 2002).

2.6.3. DNA iuzerine etkileri

Canliligin yapitagi olarak bilinen DNA molekiilleri herhangi bir saldiriya karsi
histonlar tarafindan iyi bir sekilde korunmasina ragmen abiyotik ve biyotik streslere
maruz kalma durumunda zarar gorebilmektedir. Bunun nedeni ise, ROT iiretiminin
genellikle yogun elektron akiginin oldugu bolgelerde gergeklesmesi ve hem

mitokondriyal DNA’nin hem de Kloroplastik DNA’nin ROT {iretim bdlgelerine yakin
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olmasindan kaynaklanmaktadir (Valko vd., 2006; Das ve Roychoudhury, 2014).
Reaktif oksijen tiirleri arasinda hidroksil radikali DNA {izerinde en fazla zarara yol
acan radikal olarak bilinmektedir (Marnett, 2000). Hidroksil radikali, piirin-pirimidin
bazlarmin ¢ift baglarindan hidrojen atomunu ¢ikararak veya hidrojen atomunu
ekleyerek DNA iizerinde hasar olusturmaktadir. Ayni zamanda, DNA veya DNA ile
iligkili proteinlerle reaksiyona girerek DNA-protein ¢apraz baglarinin olugsmasina yol
acmaktadir (Halliwell, 2006). Olusan bu c¢apraz baglar eger replikasyon veya
transkripsiyon gibi kritik hiicresel islemlerin baslamasindan 6nce tamir edilmezse,
bitki hiicrelerinde 6ldiiriicii etki gosterebilmektedir (Garg ve Manchanda, 2009).
ROT’lar araciligiyla gerceklesen bu reaksiyonlar sonucunda, DNA parcalanmasi,
pirin ve pirimidin baz kaynakli mutasyonlar ve oksidasyonlar, fosfodiestester
omurgasinda hasarlar, tek iplik kopmasina yol acan deoksiriboz radikali iiretimi gibi
istenilmeyen olaylar meydana gelmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1984; Evans vd.
2005; Gill ve Tuteja, 2010).

Ozetle, hiicrelerde iiretilen ROT’lar antioksidan sistemler tarafindan kontrol altina
alinmadigi durumlarda DNA’ya hasar vermektedir. Olusan bu hasarlar ise
replikasyon sirasinda hatalarm olusmasina, hiicre zarinda pargalanmalar,
transkripsiyon ve sinyal iletim yolaklarinda aksamalarin olmasma, komsu
pirimidinler arasinda siklonbiitan veya pirimidin dimerlerinin olusumuna ve ilerleyen
zamanlarda da bitkilerin yasamsal faaliyetlerinin ger¢eklesmemesine ve sonunda
bitki 6liimleri ile sonuglanmaktadir (Cooke vd., 2003; Tuteja vd., 2009).

2.7. Bitkilerde Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidan savunma sistemleri insan, hayvan ve bitki hiicrelerini ROT larin zararh
etkilerine karsi koruyan spesifik bilesikler olarak bilinmektedir. Normal sartlar
altinda hiicrelerde ROT iiretimi ve antioksidanlar tarafindan tiretilen bu ROS’larin
detoksifikasyonlar1 belirli bir denge icerisindedir. Ancak ¢evresel stresler kaynakli
dengenin iiretim yoniine kaydigi durumlarda bir dengesizlik meydana gelmekte ve
bitkide ROS kaynakl1 oksidatif stresin yasanmasina neden olmaktadir (El-Beltagi ve
Mohamed, 2013). Bitkiler bu gibi durumlarda oksidatif stres kaynakli olusabilecek
hasarlardan kendilerini korumak amaciyla enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidan savunma sistemleri gelistirmislerdir (Valavanidis vd., 2006). Bu
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sistemler; cesitli etkilesimler sonucu serbest radikal olusumunu engelleyerek veya
olusan reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirerek ROT’lara kars1 bir savunma
gerceklestirmektedirler (Hermes-Lima vd., 2001). Antioksidan sistemler igerisinde
Ozellikle enzimatik savunma sistemleri, reaktif oksijen tiirlerini zararsiz hale

dontistirme ve temizleme 6zelligine sahiptirler (Mruk vd., 2002).

Enzimatik antioksidan savunma sistemleri igerisinde; SOD, KAT, GPX, APX,
MDHAR, DHAR ve GR; enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri
icerisinde ise: AA, GSH, tokoferol, karotenoid ve flavonoidler yer almaktadir (Das
ve Roychoudhury, 2014).

2.7.1. Enzimatik antioksidan savunma sistemleri

Bitkiler, ROT iiretimine bagli meydana gelen hasarlar1 6nlemek adina biinyelerinde
antioksidan savunma sistemleri barindirirlar. Bu sistemin igerisinde yer alan
enzimatik antioksidanlar (Cizelge 2.1.) ise genellikle hiicrelerde birikimi ger¢eklesen
ROT’larin daha zararsiz formlara doniisiimiinii saglamakta ve Asa-GSH dongiisii
denilen mekanizmada yer alan bilesenlerin kontroliinii saglayarak strese karsi
bitkileri korumaktadirlar (Gupta vd., 1993; Katab, 2007).

Cizelge 2.1. Antioksidanlar, katalizledikleri reaksiyonlar ve hiicre i¢i iiretim yerleri

Enzimatik

Antioksidanlar Enzim Kodu Katalizlenen Reaksiyon Hiicre ici Yerleri
Siiperoksit dismutaz 1.15.1.1 20+ 2HY*— 02 + H,0,  Sit, Klo, Per Mit
Katalaz 1.11.1.6 2H,0, — 2H,0 + O3 Per, Mit
Askorbat peroksidaz 1.11.1.11 AA + H,O0, — DHA + 2H,O  Sit, Per, Klo, Mit
Monodehidroaskorbat 1.6.54 NADH + 2MDHA — NAD* Klo, Mit, Sit
rediiktaz +2AA
Dehidr(iaskorbat 1851 2GSH + DHA — GSSG + Sit. Mit, Klo
rediiktaz AA
Glutatyon rediiktaz 1.6.4.2 NADPH ++GZS(§ SGH_) NADP? Sit, Klo, Mit

30



2.7.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD-EC; 1.15.1.1.)

Antioksidan savunma mekanizmasinin anahtar enzimi olarak bilinen siiperoksit
dismutaz (SOD; 1.15.1.1.) enzimi ilk olarak 1968 yilinda McCord ve Fridovich
tarafindan tanimlanmis bir metalloenzim grubu antioksidandir (Murray vd. 1993;
Gill ve Tuteja, 2010). Siiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
doniistiirme reaksiyonunu katalizlemektedir (Reaksiyon 2.12.) (Karuppanapandian
vd. 2011).

20, + 2HY —SQD 3 H,0,+ 0> (Reaksiyon 2.12.)

Genellikle bitkilerin kloroplast, peroksizom, sitozol ve mitokondri organellerinde
bulunan bu enzim merkezlerinde bulunan gecis metallerine gore, Cu/Zn-SOD, Mn-
SOD ve Fe-SOD olmak iizere ii¢ ayri gruba ayrilmaktadir (Mittler 2002; El-Beltagi
ve Mohamed, 2013). SOD enziminin ilk sinifi olan Cu-Zn\SOD enzimi toplam 32
kDa molekiil agirligina sahiptir ve bitki hiicrelerinin sitoplazma ve kloroplastlarinda
yer alarak dismutasyonda gorevli bakir ve ¢inko igeren iki alt {initeden olusan bir
izoenzimdir ve H2O2’ye karsi olduk¢a duyarli oldugu bilinmektedir (del Rio vd.,
2002; Mruk vd., 2002). Bir digeri ise ilk kez E. coli bakterisinden izole edilen ve
aktif bolgesinde Mn*3 bulunduran 80 kDa molekiil agirligma sahip bitki hiicrelerinin
mitokondri ve peroksizomlarinda yer alan Mn\SOD izoenzimidir (del Rio vd., 2002).
Bu enzim siiperoksit radikali ile tepkimeye girerek siiperoksit radikalini molekiiler
oksijene veya hidrojen peroksit radikaline doniistirmektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 1999). Ugiincii ve son SOD izoenzimi ise 41 kDa molekiil agirligma
sahip hiicrelerde bulundugu durumlarda genellikle kloroplastlarda rastlanan Fe\SOD
izoenzimidir ve diger iki enzime gore Oz  karsi ilgisinin daha diisiik oldugu ve
yiikksek pH’da fazla aktivite gosteremedigi belirlenmistir (Yost ve Fridovich, 1973;
Ferreira vd., 2002).

Kuraklik, yiiksek sicaklik, agir metal gibi abiyotik stres sartlar1 altinda olusan
oksidatif hasarlara bagl olarak SOD enziminin farkli savunma mekanizmalarinda
gorev aldig1 ve stresler sirasinda aktivitesinde degisimler meydana geldigine dair

sonuglara ulagilmistir (Karuppanapandian vd., 2011).
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2.7.1.2. Katalaz (KAT-EC; 1.11.1.6.)

Katalaz (KAT; E.C.1.11.1.6) enzimi, yapisinda tetramerik demir igeren stres sartlari
altinda ROT detoksifikasyonu igin mutlak gerekli hemoprotein grubu bir enzimdir.
Bitkilerde katalaz enziminin iretimi peroksizom basta olmak iizere sitozol,
sitoplazma ve mitokondrilerde gerceklesmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). KAT
enzimi peroksizomlarda tretilen, H2O2'in direkt olarak su ve molekiiler oksijene
doniisimiinii (Reaksiyon 2.13.) katalize ederek hiicreleri streslerden kaynaklanan

zararlanmalara kars1 korumaktadir (El-Beltagi ve Mohamed, 2013).
2H20; —KAT, 0, + 2H,0 (Reaksiyon 2.13.)

KAT enzimi ayrica, yag asitlerinin [-oksidasyonu, glioksilat dongiisii ve piirin
katabolizmas1 gibi metabolik reaksiyonlar sonucunda peroksizomlarda fiiretilen
H2O2’in detoksifikasyonunda da gibi gorev almaktadir (Karuppanapandian vd.
2011). Cesitli bitki tiirlerinde KAT enziminin ii¢ farkli izoformu bulunmaktadir
(Vandenabeele vd. 2004). Bunlardan KAT 1, polen ve tohumlarda (peroksizomlar ve
sitozol), KAT 2, fotosentetik dokularda, koklerde ve tohumlarda (peroksizomlarda ve
sitoplazmada) ve KAT 3 ise yapraklarda ve vaskiiler dokularda (mitokondri) ifade
edilmektedir (Das ve Roychoudhury, 2014).

2.7.1.3. Glutatyon peroksidaz (GPX-EC; 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz (GPX E.C. 1.11.1.9) enzimi ilk olarak 1957 yilinda hayvan
eritrositlerinden izole edilen ve yaklagik olarak 40-50 kDA molekiil agirligina sahip
hemoprotein grubu bir enzimdir (Arteel ve Sies, 2001). Oksidatif stresler sirasinda
aciga cikan, H202 ve lipid hidroperoksitlerinin detoksifikasyonu i¢in GSH'yi
indirgeyici olarak kullanarak (Reaksiyon 2.14.), bitki hiicrelerinin oksidatif stres ile
miicadelesine katkida bulunmaktadir (Deaton ve Marlin, 2003; Gill ve Tuteja, 2010).

H202 + GSH —22X 5 H,0 + GSSG (Reaksiyon 2.14.)

Bitkilerin sitoplazma, kloroplast, mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi

organellerinde bulunduklari tespit edilmistir (Millar vd., 2003). Diger bazi enzimler
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gibi GPX’lerde kendi igerisinde molekiiler yapilarina gore farkli tiplere
ayrilmaktadirlar. Bunlar; aktif bdolgesinde selenyum igeren selenyum bagimli
GPX'ler (Se-GSH-Px) ve selenyum bagimli olmayan fosfolipid igeren hidroperoksit
GPX'lerdir (PL-GSH-Px). Se-GSH-Px’ler GSH oksidasyonu araciligiyla H,O> gibi
ROT’lart ve ¢esitli hidroperoksitlerin yikimini katalizlerken, PL-GSH-Px’ler ise
fosfolipid hidroperoksitlerin alkollere indirgenmesini saglayarak tokoferollerin
eksikliginde membranlar1 peroksidasyonlara karsi korumaktadirlar (Halliwell ve

Gutteridge, 1999; Cnubben vd., 2001).

2.7.1.4. Askorbat peroksidaz (APX-EC; 1.11.1.11.)

Askorbat peroksidaz (APX- EC; 1.11.1.11.) enzimi askorbat-glutatyon (AsA-GSH)
dongiisiiniin anahtar bileseni olarak bilinen ilk enzimdir ve oksidatif stresler sirasinda
aciga ¢ikan ROT miktarlarinin uygun diizeye indirilmesinde gorev almaktadir (El-
Beltagi ve Mohamed, 2013). Yapilan arastirmalarda, yiiksek bitkilerde, alglerde,
Oglenalarda ve diger organizmalarda bulundugu tespit edilmistir (Gill ve Tuteja,
2010). KAT enzimi ile ayn1 goreve sahip olan APX enzimi, KAT’ a kiyasla H2O2’ye
kars1 daha yiiksek afiniteye sahiptir ve bu nedenle stresler sirasinda daha etkin
koruma saglamaktadir. KAT enzimi sadece peroksizomlarda olusan H202’nin
temizlemesini yaparken APX enzimi kloroplast ve sitozolde olusan H20:’lerin
temizlemesini gerceklestirmektedir (Wang vd. 1999; Karuppanapandian vd., 2011).
Bu gorevini ise askorbati indirgeyici ajan olarak kullanarak, organellerde bulunan
H-O2'yi H,O ve MDA’ya indirgeyerek yerine getirmektedir (Reaksiyon 2.15.)
(Noctor ve Foyer, 2005) (Sekil 2.7.A).

H.0, + AsA —22X » MDA + H,0 (Reaksiyon 2.15.)

33



i - AsA . NADPH
APX MDHAR
A\:> MDA’H\:) NADP"

H2O0>

W

sobD

Sekil 2.7. Askorbat-glutatyon (AsA-GSH) dongiisii (Desikan vd., 2004)

Bugiine kadar yapilmis olan caligmalar sonucunda APX enzim ailesinin, yiliksek
bitkilerin farkli hiicrelerinde aminoasit dizilislerine bagli olarak farkli 6zelliklere
sahip bes farkli izoenzimine rastlanmistir. Bunlar; stromal APX (sAPX) ve tilakoid
membranlara bagli APX (tAPX), sitozolik APX (cAPX), mitokondriyal APX
(mAPX) ve glikosizomlara bagli APX (gmAPX)’tir (Garg ve Manchanda 2009).
Organellerde bulunan APX, organellerden yayilan H20.'yi temizlerken, sitosolik
APX ise sitosol ve apoplastlardan yayilan H2O2'nin  temizlenmesini
gerceklestirmektedir (Mittler ve Zilinskas, 1992).

2.7.1.5. Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR-EC; 1.6.5.4.)

Monodehidroaskorbat peroksidaz (MDHAR-E.C. 1.6.5.4.) enzimi, APX enzimine
yardimc1 olmasi ile bilinen AsA-GSH dongiisiiniin ikinci adiminda yer alan
metabolik reaksiyonlar sirasinda elektron tasiyict olarak gorev alan 6nemli bir
enzimdir (Del Rio vd. 2002). Bitkilerin kloroplast, sitozol, mitokondri ve peroksizom
gibi kisimlarinda iretilmektedir (Moller vd. 2007). Elektron tagimimi sirasinda,
elektron alicis1 olarak monodehidro askorbat (MDHA) enzimi kullanirken, elektron
vericisi olarak da NADH tercih edilmektedir (Gil ve Tuteja, 2010;
Karuppanapandian vd. 2011). MDHAR antioksidan olarak gorevini, NADH’yi
indirgeyici olarak kullanarak hiicrelerde olusan monodehidro askorbati (MDHA),
tekrardan askorbata (AsA) indirgeyip yararli hale doniistiirerek yerine getirmektedir
(Reaksiyon 2.16.) (Das ve Roychoudhury, 2014). (Sekil 2.7. B).

2MDHA + NADH MPHAR 9 AsA + NAD (Reaksiyon 2.16.)
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MDHAR'lar AsA-GSH dongiisii icerisinde peroksizomlar ve mitokondrilerde, APX
enzimi ile birlikte hareket ederek tretilen H202 nin temizlenmesinde ve askorbatin

oksidasyonunda etkin rol oynamaktadirlar (Del Rio vd., 2002; Mittler, 2002).

2.7.1.6. Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR- E.C. 1.8.5.1.)

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR E.C. 1.8.5.1.) enzimi tohumlar, kokler, yesil ve
etiyollesmis filizlerde bol miktarda bulunan AsSA-GSH doéngiisiiniin iigiincii
basamaginda yer alarak hiicrelerde askorbat havuzunun yenilenmesini saglayan
onemli bir enzimdir (Das ve Roychoudhury, 2014). Dongii igerisinde indirgeyici ajan
olarak indirgenmis glutatyonu kullanarak APX enzimi araciligiyla olusan DHA nin
askorbata doniisiimiinii saglamaktadir (Reaksiyon 2.17.) (Karuppanapandian vd.
2011) (Sekil 2.7.C.).

DHA + 2GSH —PHAR | AGA + GSSG (Reaksiyon 2.17.)

Yapilan arastirmalar, gergeklesen bu reaksiyon ile birlikte bitkilerin ¢evresel streslere
kars1 tolerans diizeylerinde artislarin oldugunu gostermektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

2.7.1.7. Glutatyon rediiktaz (GR- EC. 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi, oksidatif streslere kars1 savunmada 6nemli bir yer
tutan Asa-glutatyon (AsA-GSH) dongiisiiniin son basamaginda bulunan flavoprotein
oksidorediiktaz grubu bir enzimdir (Gill ve Tuteja, 2010). Temel olarak bitkilerin,
kloroplastlarinda bulunmakla birlikte, mitokondri, sitozol ve peroksizomlarinda da
bulunmaktadir (Garg ve Manchanda 2009). AsA-GSH dongiisiinde gergeklesen,
reaksiyonlar sonucunda ROT’larin temizlenmesinde etkin rol oynayan GSH
molekiilii oksitlenmektedir. GR enzimi ise bu oksitlenmis glutatyon molekiiliini
(GSSG), NADPH'yi bir indirgeyici ajan olarak kullanarak tekrardan GSH’a
dontigtiirerek GSH/GSSG (Reaksiyon 2.18.) oranmin korunmasina yardimci
olmaktadir (Karuppanapandian vd. 2011). (Sekil 2.7. D).

GSSG+NADPH —SR—» 2GSH+ NADP (Reaksiyon 2.18.)
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Bu oranin korunmadigi durumlarda, tiyol gruplarimin oksitlenmesini Onleme
konusunda indirgeyici bir rol oynayan GSH molekiilii yetersiz kalmakta ve bitkiler
igin zararli kabul edilen ROT miktarlarinda artislar meydana gelerek bitkilerin
yasamlar1 tehlikeye girmektedir (Asada, 2000). Bitkilerde, GR aktivitesinin artmasi
ile birlikte GSH birikiminde bir artis ger¢ceklesmekte ve boylece oksidatif streslere
kars1 bitkilerde dayaniklilik ve/veya toleranslarin olusmasi miimkiin olmaktadir
(Apel ve Hirt, 2004).

2.7.2. Enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri

Bitkilerin, ROT {iretimine bagli meydana gelen hasarlar1 Onlemek adina
gelistirdikleri mekanizmalardan bir digeri enzimatik olmayan antioksidan savunma
sistemleridir. Bu sistemin igerisinde yer alan antioksidanlar (Cizelge 2.2.) genellikle
hiicrelerde birikimi ger¢eklesen ROT’lar1 daha zararsiz formlara doniistiirme, stres
sirasinda agiga ¢ikan lipit peroksit iiriinlerini par¢alama ve zincir reaksiyonlarini

kirarak meydana gelebilecek hasar oranini azaltma gibi gorevler iistlenmektedirler

(Gupta vd., 1993; Katab, 2007).

Cizelge 2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar, katalizledikleri reaksiyonlar ve hiicre
ici liretim yerleri

Enzimatik Olmayan

Antioksidanlar Katalizlenen Reaksiyon Hiicre I¢i Yerleri
Askorbik asit APX igin sqb_strat olma, H0,, O2- Klo Sit, Mit, Per, Vak, Apo
detoksifikasyonu
indirgenmis GST ve GR igin substrat olma H,0, Klo, Sit, Mit, Per, Vak,
Glutatyon ve diger toksik bilesenlerin Apo

detoksifikasyonu

Lipitleri peroksidasyondan koruma,
lipid peroksitleri detoksifiye etme ve
10, parcalama

Tokoferol Membranlar

Peroksidasyon zincir reaksiyonlari
Karotenoid Onleme, membran stabilitesine Klo, kromoplast
koruma, 'O olusumunu engelleme ve
pargalama
Direkt olarak, H,O, ve OH-

: . Vakuol
temizlemesi yapma

Flavonoid
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2.7.2.1. Askorbik asit (AA)

Askorbik asit, hiicrelerde bol miktarda bulunan ve stres fizyolojisi, bliyiime-gelisme,
hiicre farklilagsmasi gibi ¢esitli fizyolojik siire¢lerde etkili rol oynayan ve en kapsamli
olarak calisilmis antioksidanlardan birisidir (Foyer, 1993; El-Beltagi ve Mohamed,
2013). ROS artisgina bagh olarak meydana gelen hasarlarin en az diizeye
indirilmesinde etkin rol oynayan AA en Onemli antioksidanlar arasinda yer
almaktadir (Gil ve Tuteja, 2010). Bitkilerin mitokondrilerinde sentezlenerek proton
hareketi veya difiizyon ile kloroplast, sitozol, vakuol, apoplast ve peroksizom gibi
bitki kisimlarina tagmmmaktadir (Horemans vd. 2000; Gil ve Tuteja, 2010).
Antioksidan olarak gorevini direkt olarak O2~, OH™ ve H20; temizlenmesinde gérev
alarak yerine getirmektedir (Noctor ve Foyer, 1998). Yapilan arastirmalar
sonucunda AAmni, pH araciligi ile FSII aktivitesini diizenledigi ve diizenleme
sayesinde fotooksidasyon reaksiyonlarini Onlemede gorev aldigi belirlenmistir
(Karuppanapandian vd., 2011). AA'larin bir diger 6nemli gorevi ise okside o-
tokoferol radikalini indirgeyerek a-tokoferoliin tekrardan serbest radikalleri
yakalayici antioksidan olarak gorev almasini saglamaktadir (El-Beltagi ve Mohamed,
2013).

2.7.2.2. Indirgenmis glutatyon (GSH)

Indirgenmis glutatyon, en fazla kloroplastlarda bulunmakla beraber hemen hemen
tiim bitki kisimlarinda (Dat vd., 2000) ATP’ye bagl reaksiyonlar sonucunda tiretimi
gergeklesen diisiik molekiil agirlikli bir tiyol bilesigidir (Arora vd., 2002). Normal
kosullar altinda siilfat taginiminin diizenlenmesi, sinyal iletimi, hiicre farklilasmasi
(Xiang vd., 2001) hiicre 6limii (Noctor vd., 2002), patojen direnci ve stresle iligkili
genlerin ekspresyonu gibi bir¢cok fizyolojik siiregte rol oynamaktadir (Mateo vd.
2006).

Abiyotik ve biyotik stresler gibi gevresel stresler sirasinda ise proteinlerdeki
stilfhidril (-SH) gruplarin1 rediikte halde tutarak onlar1 oksidasyona karsi korumak,
agir metal stresine karst agir metal iyonlarini selatlamaya yardimci olan fitoselatin
sentaz yoluyla fitoselatinlerin olusumunda yardimci olmak gibi gorevler

iistlenmektedir (Mytilineou vd., 2002). GSH’in, ROT artisina baglh olarak meydana
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gelebilecek lipit peroksidasyon reaksiyonlari ile olusturulan peroksitleri zararsiz
bilesenlere doniistiirerek membran yapisini stabilize etmek, askorbat- glutatyon
dongiisiine katilarak H2O2’yi detoksifiye etmek gibi gérevleri bulunmaktadir (Price
vd., 1990). Ayrica, DHA’dan DHAR enzimi yoluyla askorbatin yenilenmesi
reaksiyonlarina katilmaktadir (Arora vd. 2002) Singlet oksijen, siiperoksit radikal ve
hidroksil radikal gibi ROT’larla reaksiyona girerek onlari daha zararsiz bilesikler
haline getirerek streslere karsi bitkilerin savunma mekanizmasinda rol oynamaktadir

(Larson, 1988).

2.7.2.3. Tokoferol

Ik olarak 1922 yilinda izole edilen ve biyolojik membranlarin temel bileseni olarak
bilinen tiim bitki kisimlarinda bulunan lipofilik antioksidanlardir. Yapilarinda
bulunan benzen halkalarina baglanan protein veya metil gruplarina gére dort farkl
(0-, B-, y-, 6-) izomerden olusmaktadirlar (Kiffin vd., 2006). Bu izomerler igerisinde
a-tokoferol, yapisinda ti¢ metil grubu bulundurmasi nedeni ile en yiiksek antioksidan
Ozelligine sahip izomer olarak bilinmektedir (Brigelius-Flohe ve Traber, 1999).
Tokoferollerin, membran sertligini arttirma, bitki biiyiime ve gelismesini diizenleme
ve oksidatif strese karsi bitkileri koruma gibi gorevleri bulunmaktadir (Racchi,
2013). Antioksidan olarak gorevlerini ise, aromatik halka lizerinde bulunan serbest
hidroksil grubunun ROT’lar1 yakalayarak zincir reaksiyonlarini sonlandirip ROT ve
lipit radikallerinin etkin bir sekilde temizlenmesini saglayarak yerine
getirmektedirler. Bu ozellikleri sebebiyle lipid peroksidasyonu sirasinda bitki
savunma mekanizmasinda birinci sirada yer alan elemanlar olarak kabul
edilmektedirler (Serbinova ve Packer, 1994; El-Beltagi ve Mohamed, 2013). Ayrica,
membranlardaki singlet oksijeni inaktive ederek membran stabilitesinin korunmasina
da yardimci olmaktadirlar (Gill ve Tuteja, 2010). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda,
bitkilerde stres altinda tokoferol sentezinden sorumlu genlerin ifade diizeylerinde
artiglarin meydana geldigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda tokoferollerin stresler karst,
kloroplast membranlarinda agiga c¢ikan ROT’lar1 etkin bir sekilde detoksifikiye
ederek FSII yapisini ve fonksiyonunu koruduklar belirlenmistir (Kiffin vd., 2006).
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2.7.2.4. Karotenoid

Karotenoidler, 400-550 nm dalga boylarindaki 15181 absorbe ederek 1s181n klorofillere
aktarimini saglayan bitki dokularinin plastidlerine lokalize olmus lipofilik molekiiller
olarak bilinmektedirler (Sieferman-Harms, 1987; El-Beltagi ve Mohamed, 2013). Bu
bilesikler, bitki biinyesinde farkli sekillerde antioksidan olarak gorev yapmaktadirlar.
Ornegin; zincir kiric1  ozellikleri ile lipit peroksidasyonu reaksiyonlarini
sonlandirirlarken, radikal temizleme ozellikleri ile ise, 'Oz olusumunu hem
engelleyip hemde olusan radikalin detoksifikasyonunu saglamaktadirlar (Mathis ve
Kleo, 1973; Burton ve Ingold, 1984). Bu goérevlerine disinda, stres aninda oksidatif
hasarlanmalara kars1 membran stabilitesini korumaktadirlar (Collins, 2001; Howitt
ve Pogson, 2006).

2.7.2.5. Flavonoid

Flavonoidler, polifenolik yapiya sahip suda c¢oziinebilen bitki dokularinda bol
miktarda bulunan sekonder metabolitlerdir. Yapilarina gore flavonoller, flavonlar,
izoflavonoidler, antosiyaninler, flavanoller, proantosiyanidinler ve flavanonlar olarak
alt simiflara ayrilmaktadirlar ve genellikle yapraklarda ve c¢igeklerde
bulunmaktadirlar (Angaji vd., 2012; El-Beltagi ve Mohamed, 2013). Flavonoidlerin
antioksidan etkinlikleri, bitki tiir ve ¢esidine, yapilarinda bulundurduklar1 hidroksil
gruplarinin bulundugu yere, hidroksil gruplarinin bilesikte bulunma sayilarina gore
degisiklik gostermektedir (Ercan, 2008). Antioksidan olarak abiyotik ve biyotik
stresler sirasinda ii¢ farkli gorevleri bulunmaktadir. Bunlar; ROT’larin gesitli
reaksiyonlar ile zararsiz hale getirilip temizlenmesi, ROT iiretiminde yer alan
enzimleri ve ROT olusumuna yol acan Fenton Reaksiyonu gibi reaksiyonlarda yer
alan metallerin selatlanmas1 ve radikallerin eslesmemis elektronlarin1 kontrol altina
almaktir. Ayrica, hidroksil ve peroksil gibi radikallerin yapilarina baglanarak bu
molekiillerin hiicrelere herhangi bir zararli etki gostermeden radikalleri yeniden
konumlandirarak veya notralize ederek ROT temizleyicileri olarak gorev

almaktadirlar (Levdal vd., 2010).
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2.8. Bitkilerde Cevresel Stresler Sirasinda ROT ve Detoksifikasyonlar ile Tlgili
Yapilmis Calismalar

2.8.1. Abiyotik stresler sirasinda yapilmis olan ¢calismalar

Kuraklik stresinin etkilerinin arastirildigi ¢alismada 5 farkli dut (Morus alba L.)
¢esidinin (BC2-59, K-2, MR-2, S-13 ve TR-10) yaprak su potansiyeli -2,5 Mpa’ya
ulasincaya kadar susuz birakilmis ve ardindan antioksidan enzim aktiviteleri,
askorbat, prolin, glisin-betain, absisik asit, MDA oraninda meydana gelen degisimler
incelenmistir. Calisma sonucunda su stresi sirasinda yapraklarda SOD, KAT, APX,
POD, GR, MDHAR antioksidan enzim aktivitelerinde ve AA seviyelerinde énemli
diizeyde artiglar belirlenmistir. Meydana gelen artiglarin, BC2-59 ve S-13
cesitlerinde daha fazla oldugu dolayisiyla da bu ¢esitlerin strese karsi daha dayanikli
olduklari tespit edilmistir (Reddy vd., 2004).

Chai vd. (2005), tarafindan yapilan bir ¢alismada in vitro ortamda yetistiridikleri 2
muz (Musa cavendishii) ¢esidine (Musa AAA 'Berangan' ve MusaAA 'Mas') kuraklik
stresi %40 polietilen glikol (PEG) uygulamasi ile gergeklestirmislerdir. Uygulamanin
sonucunda bitkilerde yapilan analizler sonucunda bitkilerin membran stabilitesinde
ve SOD enzim aktivitelerinde azalmalar gézlemlenirken, KAT, APX, MDA ve GR

aktivitelerinde ise kurakligin ilerleyen asamalarinda artiglar oldugu belirlenmistir.

Kuraklik stresine karsi toleransli Lycopersicon chilense ve duyarli oldugu bilinen
Lycopersicon esculentum Mill. domates cesitlerinde 5 giinliik kuraklik stresi
uygulamasi sirasinda kok, gévde uzunlugunda, yaprak oransal su igeriginde, lipit
peroksidasyon oraninda ve antioksidan aktivitelerinde meydana gelen degisimler
incelenmigstir. Yapilan analizler sonucunda kurakliga toleransl olarak bilinen c¢esitte
stres sonunda oransal su igeriginin ve MDA miktarinin azalmasina karsin Asa
miktarinda ve SOD ve APX enzim aktivitelerinde artiglar oldugu belirlenmistir
(Gtizel, 2006).

Cervilla vd. (2007), yaptiklar1 bir ¢alismada iki domates (Solanum lycopersicum)
gesidinin  (Kosaco ve Josefina) bor toksisitesine karst antioksidan Ssavunma

mekanizmalarinda meydana gelen degisimler arastirilmistir. Bu amagla her iki
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domates cesidine ait bitkiler her grupta alt1 bitki olacak sekilde iki gruba ayrilmistir.
Kontrol grubu bitkilerine 0.05 mM bor uygulanmus, stres grubu bitkilerine ise 0.5 - 2
mM bor uygulamasi gergeklestirilmistir. Olusturulan gruplara 14 giin boyunca
belirtilen dozlarda bor stresi i¢in uygulama yapilarak 14. giiniin sonunda yaprak
ornekleri toplanip biyokimyasal olarak bazi analizler yapilmistir. Yapilan bu
analizler sonucunda, bor toksisitesinin her iki ¢esitte de biiylimeyi azalttigi, MDA ve
H20- ve askorbat miktarlarini arttirdigi ancak bu artiglarin Josefina genotipinde daha
belirgin diizeyde oldugu gozlemlenmistir. Ayrica kontrol bitkilerine kiyasla her iki
bitki ¢esidinde de stres dozu arttikca KAT, APX, GR, DHAR ve MDHAR

enzimlerinin aktivitelerinde de artislar oldugu belirlenmistir.

Filippou vd. (2011), Medicago truncatula bitkisinde yaptiklari bir ¢alismada kuraklik
stresi sirasinda ve ardindan stres sonrasi tekrar Su verilerek bitkilerde ROT
tiretiminde meydana gelen degisimler ve bitkilerin bu siiregler sirasinda antioksidan
savunma sistemlerinde meydana gelen degisimleri incelemislerdir. Bu amagla
bitkilere 9 giin boyunca su verilmeyerek kuraklik stresi uygulanmistir. Dokuzuncu
giiniin sonunda ise bitkiler iki gruba ayrilmis ve bir gruba iki giin boyunca diizenli su
verilmis diger gruba ise hi¢ su verilmemistir. Toplam 11 giin boyunca yapilan bu
uygulamanin ardindan 3, 9 ve 11. giinlerde bitkilerden yaprak ve kok ornekleri
alinarak bazi analizler gerceklestirilmistir. Yapilan bu analizlerin sonucunda,
kuraklik stresi sonrasinda bitkilerin hem koklerde hem de yapraklarda, ROT
tiretiminin, prolin igeriginin ve hiicresel hasarlarin arttigin1 ancak yapraklarda stoma
iletkenliginin azaldigi belirlenmistir. Tekrar sulamanin ardindan ise bitkilerin iyi
goziikmelerine karsin kuraklik sresi sonrasinda alinan sonuglara benzer sonuglar
alimmustir. KAT, cAPX, Zn\Fe SOD ve AOX antioksidan enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler bu genlere spesifik olarak dizayn edilmis primerler
kullanilarak real-time PCR yontemiyle belirlenmistir. Yapilan analizlerin sonucunda
kuraklik stresi arttik¢a bu enzimlerin ifade diizeylerinde de artislar gergeklesmistir.
Ancak bitkilere uygulanan tekrar su verme uygulamasi ile bu genlerin ifade

diizeylerinde herhangi bir azalma ger¢eklesmemistir.

Fu-Fan vd. (2014), tarafindan yapilan bir ¢alismada kisa siireli olarak uygulanan su
stresinin hiyar (Cucumis sativus L., cv. Jinyou No. 1) fidesilerinin koklerinde

meydana getirdigi degisimler incelenmistir. Kuraklik stresi uygulamasi igin, Stres
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grubu bitkilere %5 ve %10 PEG igeren Hoagland besin ¢ozeltisi, kontrol grubu
bitkilere ise sadece Hoagland besin ¢ozeltisi ile bir uygulama gergeklestirilmistir.
Uygulamanin 0, 12, 24 ve 36. saatlerinde bitkilerden kok ornekleri toplanmistir.
Yapilan analizler sonucunda, PEG’in olusturdugu kuraklik stresine bagli olarak
kontrol bitkilerine kiyasla 36 saatlik stres uygulamasi sonucunda hiyar fidelerinin
koklerinde su iceriginin, Oz ve H202’nin belirgin bir sekilde azaldigi, MDA
igeriginin ise artis gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda kontrol grubu bitkilerine
kiyasla stres grubu bitkilerinin koklerinde SOD, POD, KAT ve APX aktiviteleri
farkli zamanlarda ve farkli Olgiilerde artis gézlemlenirken, AsA ve GSH igerigi ve
GR, DHAR ve MDHAR enzimlerinin aktivitelerinde ise azalma oldugu
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, kuraklik stresinin hiyar fidelerinin koklerinde su
emilim metabolizmasi {izerine etki ettigi ve bu kisa vadeli su eksikliginde meydana
gelen oksidatif hasara kars1 korumada da antioksidan enzimlerinin 6nemli rollerinin

oldugunu gostermistir.

Zonouri vd. (2014), tarafindan asmada (Vitis vinifera) yapilan bir ¢alismada White
Seedless ve Khoshnav iiziim cesitlerinde kuraklik stresinden bitkileri korumak
amaciyla 3 farkli askorbik asit uygulamasi gercgeklestirilmistir. Her iki ¢esitte de
kuraklik stresi sirasinda askorbik asit miktarlari kontrol gruplarina gore daha fazla
olarak belirlenmistir. Bununla birlikte MDA, protein ve APX miktarlar1 ise kuraklik
uygulamasi sirasinda en yiiksek degerlere ulagsmistir. Ayrica en yiiksek membran

gecirgenligi de kuraklik stresi uygulanan bitkilerde belirlenmistir.

Kirazgillerden farkli genotipler kullanilarak yapilan bir ¢alismada, kuraklik stresine
toleransli Cerasus humilis Huai’rou (HR) genotipi ve kuraklik stresine karsi hassas
olan Nongda4 (ND4) genotipine su kisitlamasi yontemi ile 21 giinliik kuraklik stresi
uygulanmis ve bitkilerde kuraklik stresine bagli olarak antioksidan sistemlerinde
meydana gelen degisimler incelenmistir. Stres uygulamasi sirasinda kontrol grubu
bitkilere her giin diizenli bir sekilde su verilirken, stres grubu bitkilere ise ilk
sulamadan sonra 21 giin boyunca Su verilmemistir ve 21 giin sonunda tim
gruplardan yaprak ornekleri toplanarak bazi analizler gercgeklestirilmistir. Yapilan
analizler sonucunda, kurakliga dayanikli oldugu bilinen HR genotipine ait bitkilerin
asir1 kuraklik durumunda ND4 genotipine sahip bitkilere kiyasla SOD ve APX

izoenzimlerinin, DHAR enziminin ve ASA-GSH dongiisii  enzimlerinin
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aktivitelerinde daha fazla artiglarin meydana geldigi sonucuna ulagsmiglardir. Bu
duruma bagl olarakta HR genotipine ait bitkilerde ND4 genotipli bitkilere kiyasla
daha disiik ROT ve MDA birikiminin oldugu membran hasarlanmasinin daha az
oldugunu belirlemislerdir. Yapilan bu g¢alisma ile antioksidan sistemlerin kuraklik
stresi sirasinda etkin rol oynadig1 ve kurakliga toleransin genotipik farkliliklara bagl

olarak degisimler gosterebilecegi ortaya konulmustur (Ren vd., 2016).

Celik vd. (2017), iki farkl ticari domates (Lycopersicon esculentum) gesidinde 7
giinliik kuraklik stresi uygulamasi sonucunda antioksidan kapasitesindeki degisimleri
incelemiglerdir. Arastirma sonucunda, kuraklik stresinin oksidatif strese neden olarak
bircok metabolik yolu etkiledigi ve buna bagh olarak da MDA, SOD, KAT ve APX

gibi antioksidan enzim aktivitelerinde artislar meydana geldigi gézlemlenmistir.

Zhang ve Shi (2018), yapmis olduklar1 bir calismada kurakliga toleransh
(Longzhong) ve duyarli (Gannong No. 3) iki yonca (Medicago sativa L.) genotipine
15 giin boyunca PEG araciligiyla kuraklik stresi uygulamasi gergeklestirilmis ve
bitkilerin strese karsi gosterdikleri tepkiler fizyolojik olarak ve protein diizeyinde
incelenmistir. Bu amagla bitkilere PEG 6000 kullanilarak ozmotik potansiyel -1.2
MPa’a kadar diisiiriilmiis ve stres uygulamasinin 0, 3, 6, 9, 12 ve 15. giinlerinde kok
ornekleri toplanarak bazi analizler gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda,
her iki genotipte de prolin, MDA, H202, OH™ ve Oz seviyeleri artis gosterirken,
koklerde SOD ve GR aktiviteleri ve AsA/DHA ve GSH/GSSG oranlarinin énemli
olglide azaldig1 belirlenmistir. Coziinebilir protein, POD, KAT ve APX enzimlerinin
aktivitelerinin ise stres uygulamasinin ilk giinlerinde arttigi ancak daha sonra
azaldiklar1 gozlemlenmistir. Ayrica, ozmotik stres altinda, Longzhong genotipinde
Gannong No0.3 genotipine gore daha diisiik diizeyde MDA, H2O2, OH ve Oy
birikimi gozlemlenirken, SOD, KAT, APX enzim aktiviteleri ve AsA/DHA ve
GSH/GSSG oranlari daha yiiksek seviyelerde belirlenmistir.

2.8.1.1 Abiyotik stresler sirasinda turuncgillerde yapilms olan ¢calismalar

Arbona vd. (2003), yaptiklar1 bir ¢alismada, Carrizo sitrajima (Citrus. sinensis L.
Osb. x Poncirus trifoliata L. Raf.) uygulanan farkli dozlardaki tuz stresinin

antioksidanlar iizerinde ki etkisini arastirmislardir. Bu ama¢ dogrultusunda 4 aylik
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Carrizo fidelerini stres ve kontrol gurubu olarak ikiye ayirip 28 giin boyunca 2 giinde
bir olacak sekilde 0, 30, 60 ve 90 mM tuz uygulamas1 ve 0.5 1 Hoagland ¢dzeltisi ile
sulayarak tuz stresi uygulamiglardir. Uygulamanin 0, 4, 7, 14, 21 ve 28. giinlerinde
bitkilerden yaprak ornekleri toplayarak bazi analizler gerceklestirmislerdir. Yapilan
analizler sonucunda, tuz uygulamasinin dozu arttik¢a fidelerin gelisiminde
yavaglamalarin oldugu, MDA igeriklerinin ise uygulamanin 14. giiniinden itibaren
artmaya basladig1 ancak 21. giinden sonra ise azalmalar oldugu belirlenmistir.
Antioksidan enzim aktiviteleri bakimindan ise Carrizo kontrol grubunun fidelerinde,
SOD ve KAT enzimlerinin aktivitelerinde azalmalar meydana gelirken APX ve GR
aktivitelerinde ¢ok az bir artis meydana gelmistir. Stres grubunun enzim aktivite
analizlerinin sonucunda ise SOD enzim aktivitesi 4. giinden itibaren artmaya
baglamig 21 ve 28. giinlerde ise maksimum seviyeye ulasirken, KAT aktivitesi
sadece 4. giinde 30 mM tuz stresi uygulanan dozda maksimum seviyeye ulagmis
fakat diger uygulanan dozlarda ve stresin diger giinlerinde aktivitelerinde azalmalar
meydana gelmistir. APX ve GR enzim aktiviteleri ise 0 ve 7. giinlerde artis
gosterirken daha sonra diger gilinlerde azalmalar gostermistir. Ancak her iki enzimin
aktivitesinde de 90 mM NaCl uygulamasinin 14. giiniinden sonra artiglar oldugu

gbzlemlenmistir.

Yoo vd. (2004), Wando yuzus, Goheung yuzus ve Sadeung yuzus olmak iizere 3 gesit
Yuzu (C. junos Sieb ex Tanaka) meyvesinin olgunlasma doneminde hesperidin,
naringin, C vitamini, tolam fenolik miktar1 ve toplam antioksidan aktiviteleri
bakimindan farkliliklarin olup olmadigini arastirmiglardir. Yaptiklari incelemeler ve
analizler sonucunda, Wando yuzus ¢esidinin tiim incelenen ozellikler bakimindan
cesitler arasinda en yiiksek icerige Goheng yuzus ¢esidinin ise en diisiik igerige sahip

oldugu belirlenmistir.

Chen vd. (2005), 9 haftalik Kleopatra mandarin (C. reshni Hort. ex Tanaka)
fidelerini, 8 hafta boyunca haftada iki kere 150 ml olacak sekilde 0 ve 2 mM'lik bir
konsantrasyonda aliiminyum igeren besin ¢Ozeltisi uygulayarak yaprak ornekleri
toplamislar ve antioksidanlarda meydana gelen degisimleri incelemislerdir. Yapilan
analizler sonucunda aliiminyum uygulanan bitkilerde kontrole bitkilerine gére SOD,
KAT, APX, GR, DHAR, MDHAR enzim aktivitelerinde ve AA ve GSH

miktarlarinda artiglarin meydana geldigi belirlenmistir.
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2007 yilinda Arbona vd. su stresine kars1 dayanim bakimindan farkli 6zellik gosteren
Citrumelo CPB 4475 (C. paradisi L. Macf. x Poncirus trifoliata L. Raf.), Carrizo
sitranj1 (C. sinensis L. Osb. x P. trifoliata L. Raf.) ve Kleopatra mandarin (C. reshni)
genotiplerinde fazla su ve oksidatif hasar arasindaki iligkinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in
bir arastirma yapmislardir. Aragtirma i¢in 2 aylik fideleri 48 giin boyunca asiri
sulamaya maruz birakarak asir1 su stresinin olusumunu saglamislar ve strese giren bu
bitkilerin ~antioksidan savunma sistemlerinde meydana gelen degisimler
incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda, Citrumelo CPB 4475 ve Carrizo
sitranjina ait genotiplerde MDA ve prolin igerigi, SOD, KAT, GR ve aktivitelerinin
arttigin1 ancak Kleopatra mandarin genotipinde ise SOD ve GR enzim aktivitesi,
MDA igerigi artarken KAT ve APX aktiviteleri ve prolin igeriginde azalmalar
meydana gelmistir. Sonug olarak fazla su stresine karsi Carrizo sitranjinin toleransli,
Citrumelo CPB 4475 genotipinin orta derece toleransli ve Kleopatra mandarininin ise
tiim genotipler igerisinde en hizli ve en yiiksek MDA artig1 nedeniyle hassas oldugu

sonucuna varilmstir.

Hossain vd. (2009), farkli anoksik ve post-anoksik dénemlerin turunggil fizyolojisi
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla su basmasina karsi orta derecede tolerans
gosteren Citrumelo CPB 4475 (C. paradisi L. Macf. x P. trifoliata L. Raf.) genotipi,
ti¢ farkli seviyede fazla su stresine maruz birakilmig bitkilerde morfolojik gozlemler
sonucunda belirlenebilen hasarlar, fotosentez aktivitesi, MDA ve H20:z birikimi
incelenerek genel bitki performansinin durumu ve antioksidan kapasitelerindeki
meydana gelen degisimler incelenmistir. Stres uygulamasi yapilirken kontrol gurubu
bitkiler haftada 3 kez olacak sekilde 0.5 1 Hoagland ¢ozelitisi ile sulanmis, stres
grubu bitkiler ise 4 1 saksi icerisinde alttan su uygulamasi yapilarak 22 giinliik stres
ugulanmistir. Stres uygulamasmin 12, 13, 17, 22. giinlerinde bitkilerden yaprak
ornekleri toplanmigtir. Yapilan analizler sonucunda, MDA ve H202 birikiminin
arttig1 buna baglh olarak da SOD, APX, GR ve KAT enzim akivitelerinde ve AsA ve
GSH konsantrasyonlarinda artiglar meydana gelmistir. Ancak antioksidan savunma
sistemlerinde meydana gelen bu artiglarin, diisiik seviyelerde olmasi nedeni ile

oksidatif hasarin giderilmesi pek miimkiin olmamustir.

Georgia-Tanou vd. (2009), yapmis olduklar1 bir calismada 5 aylik eksi portakal (C.

aurantium L.) bitkilerinin koklerine H2O> uygulamasi gerceklestirerek, H20>
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varliginda 0-150 mM tuz stresinin 16 giin boyunca antioksidan savunma tepkilerinde
meydana getirdigi degisimleri incelemislerdir. Uygulamalar sirasinda, bitkileri iki
gruba ayirarak bir grubun koklerini karanlikta 8 saat boyunca 10 Mm H2O; ile diger
grubun koklerine ise sadece saf su uygulamiglardir. Daha sonra ise her gruptan belirli
sayida bitki alarak, 16 giin boyunca 0-150 mM tuz stresi uygulamiglardir. Stres
uygulamasi sirasinda dort farkli grup olusturmuslar ve her gruptan Ornekleme
yapmuslardir. Olusturulan gruplar, saf su ile 6n muamele islemi yapilmis, tuz stresi
uygulanmamis ve uygulanmis grup, H20; ile 6n muamele islemi yapilmis tuz stresi
uygulanmamis ve uygulanmis grup seklindedir. Yapilan antioksidan analizler
sonucunda H20> ile 6n muamele edilmis ve tuz stresi uygulamasi yapilmamis grubun
yapraklarinda SOD, KAT, APX ve GR enzimlerinin aktivitelerinde artiglar oldugu
belirlenmistir. Saf su uygulamasi yapilip tuz stresi uygulanan bitkilerde ise
askorbatin redoks tepkimelerinde bir azalma gozlemlenirken H2O, uygulamasi
gerceklestirilip ve tuz stresi uygulanmis bitkilerde ise tam tersine bir durum
gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar H202’in bitkilerde farkli durumlarda farkli

etkilerinin olabilecegini ortaya koymaktadir.

Mukhtar Balal vd. (2011), tarafindan 10 farkli turunggil anacina C. jambhiri Lush.
Rubidoux ii¢ yapraklisi, C. obvidea, Rangpur laym (Citrus x Limonia), Sanchton
Citrumelo, Citrumelo-1452, Carrizo sitranji, Yuma sitranji, C. maxima ve
C. aurantium 90 giin boyunca 0, 30, 60, 90 mM NaCl uygulamasi1 gergeklestirerek
tuz stresinin biiyiime ve biyokimyasal parametreler iizerine etkileri arastirilmustir.
Yapilan analizler sonucunda artan miktarlarda tuz stresinin anaglarin siirgiin ve kok
gelisimleri iizerine, kuru ve yas agirliklarinda, klorofil i¢eriklerinde azalmalara sebep
oldugu belirlenmistir. Ayrica bitkilerin stresle miicadele etmek i¢in prolin ve seker
tretimini arttirarak ozmolit birikimine katkida bulundugu ve bdylece de hiicrenin

turgor basincinin korunarak strese karsi tolerans saglandigi ortaya konmustur.

Perez-Clemente vd. (2012), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada Carrizo anacina 10, 20 ve
30 giinliik olarak %20 ve %40 PEG uygulamasi ile bitki tizerinde kuraklik stresi
olusturmuslardir. Ve strese bagli olarak meydana gelen prolin, jasmonik asit, salisilik
asit, absisik asit diizeylerinde ve MDA, SOD, KAT ve APX enzim aktivitelerindeki
degisimler incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda stres dozunun ve siiresinin

artist ile birlikte KAT disindaki Olglilen tiim parametlerde diizenli bir artis
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gozlemlenmis ve bu artiglarin 30. giinde ise maksimum diizeye ulastig
belirlenmistir. KAT enzim aktivitesinde ise stresin 20. giiniinde ¢ok az miktarda bir

artis meydana gelmis ve daha sonra ki giinlerde ise azaldig1 belirlenmistir.

Machoda vd. (2013), yapmis olduklar1 bir ¢alismada diisiik sicakligin Rangpur laym
(Citrus x limonia) ve Swingle citromelo anaglari lizerine asili olan Valencia
portakallar1 tizerindeki etkileri arastirilmustir. Yaptiklari arastirmalarda, diisiik
sicakligin olumsuz etkilerinin Rangpur laym iizerine asili bitkilerde daha siddetli
oldugu bu bitkilerde fotosentez mekanizmasinin geri doniisiimsiiz olarak tahrip
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica yapilan antioksidan aktivite analizleri sonucunda
DHA, SOD, APX, KAT enzimlerinin ve askorbik asit ve AsA igeriklerinin her iki
bitki grubunda da arttig1 belirlenmistir.

Subba vd. (2014), 12 aylik mandarin (C. reticulata) bitkilerine 14 hafta boyunca 1, 2,
3, 4,5, 10, 15 ve 20 mM konsantrasyonlarinda ¢inko siilfat (ZnSO4) uygulamasi
gerceklestirmisler ve 14 hafta sonunda bitkilerden yaprak o6rnekleri toplanmuistir.
Yaprak ornekleri kullanilarak yapilan analizlerde reaktif oksijen tiirlerinin, enzimatik
olan ve olmayan antioksidan savunma sistemlerinde meydana gelen degisimlerin
stres ile iliskisi arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, SOD, KAT, APX
enzimlerinin aktivitelerinde ve MDA, H202 ve O birikimlerinde 5 mM ZnSO,
konsantrasyonundan sonra diizenli bir artisin gergeklestigi tespit edilmistir. Askorbik
asit iceriginde ise enzimatik aktivitenin tam tersi bir durum s6z konusu olmustur.
Ancak savunmada yer alan antioksidan enzimlerin hem ¢inko fazlaliginda hem de
eksikliginde artis gostermelerine ragmen bitkileri korumada yetersiz kaldiklar

gozlemlenmistir.

Al-Anbari vd. (2015), turunggillere ait limon (C. limon), portakal (C. sinensis),
greyfurt (C. paradisi), mandarin (C. reticulata) ve turung (C. aurantium) olarak 5
cesit lizerinde toplam fenolik ve toplam flavonoid miktari, metal iyonlarinin
selatlanmasi, antioksidan kapasite ve hidrojen peroksit yikimi bakimindan cesitlerin
karsilastirildigr bir arastirma yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda, incelenen
ozellikler bakimindan toplam fenolik miktari, hidrojen peroksit yikimi ve antioksidan
aktivitenin portakalda, toplam flavonoid miktarinin turungta, metal iyonlarinin

selatlanma hizinin ise limonda en yliksek seviyede oldugu belirlenmistir.
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Li vd. (2016), 18 haftalik portakal (C. sinensins) ve sadok (C. grandis) bitkileri
lizerinde aliiminyum toksisitesinin etkilerini gozlemlemek amaciyla bir ¢alisma
gerceklestirmislerdir. Bitkileri kontrol ve stres grubu olarak ikiye ayirarak kontrol
grubunu normal sulama sartlar1 altinda sulayip, stres grubunu ise saksilar doygun
hale gelene kadar 1.2 mM aliiminyum kloriir igeren soliisyonla sulama yapilmistir.
Saksilar doygun hale geldikten sonra bitki gruplarindan rastgele yaprak ornekleri
toplanmistir. Yapilan analizler sonucunda, toplam protein igerigi, klorofil miktari,
fotosentez orani gibi parametrelerde sadok bitkilerinde portakala gore daha fazla
azalmalarin oldugu gozlemlenmis, ancak antioksidan enzimler bakimindan ise
artiglar daha disiik seviyelerde belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar portakal
bitkisinin enerji ile ilgili genleri indiikkleyerek fotosentezi korudugu, ROT
temizlenmesinde daha etkin oldugu ve bu nedenle de stres sirasinda hizli bir sekilde
savunma olusturmasi sebebiyle de sadok meyvesine gore aliiminyum toksisitesine

kars1 daha toleransli oldugu sonucuna varilmaistir.

Zandalinas vd. (2016), Carrizo (C. sinensis x P. trifoliata) ve Kleopatra mandarini
(C. reshni) anaglarma yiiksek sicaklik, kuraklik ve yiiksek sicaklik ve kuraklik
stresinin kombinasyonu seklinde ti¢ farkli stres uygulamasi gergeklestirilmistir.
Bitkiler {izerinde sicaklik stresi olusturmak amaciyla bitkilere 10 giin siire ile 40 °C
sicaklik uygulamasi, kuraklik stresi olusturmak amaciyla bitkilere 10 giin boyunca su
kisitlamas1 uygulamasi, kombine stres olusturmak amacryla da bitkilere 40 °C'de
sicaklikta birakilarak kuraklik stresi uygulanmistir. Stres uygulamalari sonunda
bitkilerdeki farkliliklar1 belirlemek amaciyla prolin, MDA, ABA ve salisilik asit
iceriklerindeki degisimler incelenmistir. Elde edilen sonuglar Carrizo sitranjinin
incelenen 6zellikler bakimindan hem kombine hem de tekli streslere kars1 Kleopatra

mandarinine gore daha toleransli olarak bulunmustur.

Mukhtar Balal vd. (2017), Poncirus trifoliata (L.), C. reshni ve C. limonia Osbeck
tizerine asili Kinnow mandarininde (C. nobilis Lour x C. deliciosa Ten) krom
toksisitesinin biyokiitle, fotosentez, antioksidan ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi
lizerine etkisi arastirilmigtir. Yapilan analizler ve go6zlemler sonucunda, krom
toksisitesine  maruz  kalan bitkilerde  biiyimenin  yavagladigi,  klorofil

konsantrasyonunun, stoma iletkenliginin, antioksidan enzim aktivitesinin, fotosentez
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ve transpirasyon oraninin azaldigi; lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin

olusum hizinin artt1g1 belirlenmistir.

Neves vd. (2017), farkli diizeylerde kuraklik stresi sirasinda anag¢\kalem etkilesiminin
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde etkilerini ortaya koymak amactyla bir
calisma yapmuslardir. Yapilan bu calismada Rangpur laym ve Sunki maravilha
anaglar1 tizerine asilanmis Valencia ¢esidine bir defa kuraklik stresi (KS1), iki defa
kuraklik stresi (KS2) ve ii¢ defa kuraklik stresi (KS3) olacak sekilde stres
uygulamalar1 gergeklestirmisler ve belirlenen parametreler ¢ercevesinde kuraklik
streslerinin anag\kalem arasindaki etkileri karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglara
gore hormonal agidan en biiyiilk degisimin KS3 sulama sartlarinda Sunki
maravilha\Valencia kombinasyonunda meydana geldigi belirlenmistir. Biyokimyasal
acidan ise SOD ve GPx enzim aktivitelerinde biiyiik farkliliklar olugsmazken, KAT ve
APX enzim aktivitelerinde KS1 sulama sartlarinda Sunki maravilha\VValencia
kombinasyonunda maksimum seviyeye ulasmis diger sulama sartlarinda ise

aktivitelerde azalmalar meydana gelmistir.

Zandalinas vd. (2018), yaptiklar bir ¢alismada Kleopatra mandarininde (C. reshni)
kuraklik stresi, yiiksek sicaklik stresi ve kuraklik ve yiiksek sicaklik streslerinin
birlikte uygulandig farkli durumlarda hormon ve prolin seviyesi, yaprak su igerigi,
klorofil ve lipit peroksidasyonunda meydana gelen degisimler incelenmistir. Bu
amagla bitkileri kontrol, orta derece kuraklik (%40), 40 °C'de yiiksek sicaklik ve orta
derecede kuraklik ve 40 °C'de yiiksek sicakliga maruz birakarak stres
olusturmuslardir. Streslerin 3, 7 ve 10. giinlerinde bitki gruplarindan yaprak 6rnekleri
toplanarak bazi analizler gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda salisilik
asit ve oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul edilen MDA miktar1 her deney
grubunda kontrole gore artis gosterirken yaprak su igerigi ve klorofil miktar1 azalma
gostermistir. Strese karsi savunmada yer alan ozmolitlerden birisi olarak bilinen
prolin miktar1 ise kontrol grubuna kiyasla yiiksek sicaklik stresi altinda azalirken
diger deney gruplarinda artis gostermistir. Elde edilen bu sonuglar, Kleopatra
mandarininin yiiksek sicaklik stresine karsi oldukca duyarl oldugu ve kombine stres
ile kars1 karsiya kaldiginda ise stresin kurakliktan bagimsiz bir sekilde bitkiyi

olumsuz olarak etkiledigi sonucuna varilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii
Midirligi (BATEM)’den temin edilen kurakliga dayanim yoniinden farkli
Ozelliklere sahip 12 aylik (Citrus aurantium L.) turung, Citrus sinensis (L.) Osb. x
Poncirus trifoliata (L.) Raf. melezleri olan Carrizo ve Troyer sitranjlart

kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki yetistirme kosullar1 ve kuraklik stresi uygulamasi

BATEM’den temin edilen Ve ¢ekirdek kullanilarak yetistirilen 12 aylik turunggil
bitkileri, igerisinde torf-perlit (3:1) karisimi bulunan 2.7 I’lik saksilara aktarilmistir.
Aktarimi yapilan bitkiler haftada bir olmak tizere 350 ml su verilerek sulanmis ve
kontrollii sartlar altinda altinda (16 saat aydilik\8 saat karanlik ve 24 °C + 2) 6 ay

boyunca bitki biiylitme kabininde ortama alistirilmistir.

Ortama aligma siirecinden sonra 18 aylik olan yetistirilen bu turunggil bitkilerine
kuraklik stresi uygulanmistir. Yetistirilen bitkilerin arasindan her bir bitki grubuna ait
rastgele 20 ser bitki secilmis ve secilen bitkiler her grupta 10’ar bitki olacak sekilde
stres-kontrol grubu seklinde ikiye ayrilmistir. iki gruba ayrilan bu bitkiler arasindan
stres grubuna 14 giinlikk kuraklik stresi uygulanmigtir. Uygulama sirasinda, her iki
grupta da bulunan bitkilere stres baglangicinin sabahinda 0. giin olarak 350 ml su
verilmis ve ardindan stres grubunda bulunan bitkilere 14 giin boyunca su
verilmemistir. Kontrol grubunda bulunan bitkilere ise her 6rnek alim zamanindan bir
giin 6nce 150 ml su verilmistir. Stres uygulamasi sirasinda gruplara ait bitkilerden 0,
7, 8, 9, 12 ve 14. giinlerde yaprak ornekleri toplanarak hizli bir sekilde sivi azot
igerisinde dondurulmustur. Dondurulan 6rnekler laboratuvara getirilerek sivi azot
yardimiyla ezilip eppendorf tiiplere doldurulmus ve analizlerde kullanilincaya kadar -
80 °C’de saklanmistir. Uygulama baslangicinda ve bitimine ait bitkilerin genel

gortiniimleri Sekil 3.1'de gosterilmektedir.
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STRES
GRUBL

Sekil 3.1. Kuraklik uygulaasmm ilk (solda) ve 14. giiniinde (sgda) ana(;arln génﬁij
[Carrizo (iistte), turung (ortada), Troyer (altta)]

3.2.2. Fizyolojik ol¢iimler

3.2.2.1. Toprak neminin belirlenmesi

Stres uygulamasi sirasinda, stres ve kontrol grubu bitkilerine ait toprak nemi 0, 7, 8,
9, 12 ve 14. giinlerde toprak nem sensorii kullanilarak HH2 nem 6l¢tim cihazi (Delta-
T, Ingiltere) ile ol¢iilmiistiir. Olgiimler her bir saksmin iki farkli yerinden
gerceklestirilmis ve bu Ol¢limlerin ortalamalar1 alinmistir.

3.2.2.2. Stoma iletkenliginin belirlenmesi

Stres uygulamasi sirasinda, stres ve kontrol grubu bitkilerine ait stoma direnci 0, 7, 8

ve 9. giinlerde SC-1 yaprak porometresi (Decagon Devices, Almanya) kullanilarak

gercklestirilmistir. Ol¢iimler 1-3 yaprak kullanilarak gergeklestirilmis ve yapraklarin
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uclart kalem ile isaretlenerek tiim Ol¢lim giinlerinde ayni saatte ayni yaprak

orneklerinin 6l¢iilmesine dikkat edilmistir.

3.2.3. Biyokimyasal analizler

3.2.3.1. Lipid peroksidasyonu miktarinin belirlenmesi

Bitkilerde lipid peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA miktarinin Slgiilmesi ile
lipid peroksidasyonu seviyesi belirlenmigtir. MDA miktar1 Hodges vd. (1999)
metoduna gore belirlenmistir. Sivi azot igerisinde ezilerek dondurulmus 0.5 g yaprak
ornegi 5 ml %80 soguk etanol ile homojenize edilmis ve ardindan 3000 g’de +4
°C’de 10 dak. santrifiij yapilmustir. Santrifiij sonunda her 6rnek igin 2 yeni tiip
hazirlanmis ve tiiplere 1’er ml siipernatant eklenmistir. Ardindan igerisinde, 1 ml
siipernatant bulunan birinci tiipe 1 ml %0.5 thiobarbutirik asit (TBA) igeren %20
trikloroastik asit (TCA), ikinci tiipe ise 1 ml slipernatant iizerine 1 ml %20 TCA ilave
edilerek karisimlar 90 °C’de 1 saat su banyosunda kaynatilmistir. Kaynatmanin
ardindan reaksiyonu durdurmak amaciyla ornekler hizla buz banyosuna alinarak
sogutulmus ve son olarak soguyan drneklere tekrardan 3000 g’de +4 °C’de 10 dak.
santriflij yapilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen siipernatantlar spektrofotometre
kiivetine alinarak 440, 534 ve 660 nm dalga boyunda absorbans degerleri
belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine yazilarak

her gruba ait lipit MDA miktar1 hesaplanmstir.

3.2.3.2. Hidrojen peroksit miktarimin belirlemesi

Hidrojen peroksit konsantrasyonu Velikova vd. (2000) metoduna gore belirlenmistir.
0.5 g yaprak ornegi 5 ml %0.1 TCA ekstraksiyon ¢ozeltisi ile homojenize edilip
ardindan 4000 rpm’de +4 °C’de 10 dak. santrifiij edilerek ekstraktlar ¢ikarilmstir.
Analiz i¢in ise, 0.5 ml ekstrakt tizerine 0.5 ml 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH:
7) ve 1 ml 1 M potasyum iyodiir iceren reaksiyon karisimi eklenip 5 dak. karanlik bir
ortamda oda sicakliginda bekletildikten sonra 390 nm dalga boyunda okumalar
yapilmustir. Blank olarak ekstraksiyon ¢ozeltisi kor olarak ise reaksiyon karigimi
kullanilmistir.  H2O2’nin  konsantrasyonu, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

H202’den elde edilen standart grafik {izerinden hesaplanmistir. Standart grafik elde
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etmek amaciyla, 8.8 mM H202 stogu olusturulmus ve bu stoktan farkh
konsantrasyonlarda standartlar olusturularak mevcut protokolde ekstrakt yerine H>O>
standartlar1 kullanilarak standart grafik elde edilmistir. Grafikten elde edilen
denklemde y yerine absorbans degeri konularak H2O, miktar1 pmol g* taze agirlik

seklinde belirlenmistir.

3.2.3.3. Orneklerden ekstrakt cikarimi

Enzim aktivitelerinin ve protein miktarinin belirlenebilmesi i¢in ekstraktlar Arbona
vd., (2003); Zandalinas vd. (2017)’ye gore belirlenmistir. Bu amagla 0.5 g yaprak
ornegi 2.5 ml 50 mM (pH:7) sodyum fosfat tamponu ile homojenize edilerek +4
0C’de 15.000 g’de 20 dak. santrifiij yapilmistir. Enzim ekstraksiyonlari igin farkli
icerikte ve pH’da tamponlar kullanilmistir. SOD ve KAT ekstraksiyonu i¢in 50 mM
sodyum fosfat tamponu (pH:6.8), APX ve GR i¢in ise sirasiyla; 1mM askorbat ve 0.1
mM EDTA igeren 50 Mm sodyum fosfat tamponu (pH:7.1) ve 50 mM sodyum fosfat
tamponu (pH:7.1) kullanilmigtir. Santrifiij sonunda olusan siipernatantlar, yeni

tiiplere alinarak analizlerde kullanilmak {izere -20 °C'de saklanmustir.

3.2.3.4. Protein miktarimin belirlenmesi

Orneklerin protein miktart Bradford (1976) ydntemine gore belirlenmistir. Protein
miktarinin belirlenmesinden 6nce Bradford ayiract olarak bilinen 5X Comassie
Brillant Blue (CBB) analiz igin ¢6zelti haline getirilmistir. Bu amagla 0.1 g CBB, 50
ml %96 etanol i¢inde iyice ¢6ziilmiis, daha sonra 100 ml %85 orto-fosforik asit ilave
edilmistir. Boyanin iyice ¢oziinmesi saglandiktan sonra karigimin hacmi saf su ile
200 ml’ye tamamlanmistir. Orneklerin protein miktarmin belirlenmesi igin 100 ul
ekstrakt tizerine 5 ml 1X Bradford ayiraci eklenmis ve kopiirtmeden hafifce
karistirtlmistir. Ardindan 10 dak. oda sicakliginda bekletilmis ve 595 nm dalga
boyunda okuma yapilmistir. Orneklerin icerdigi protein miktar1 ise Bovine serum
albumin (BSA) kullanilarak elde edilen standart grafik araciligiyla hesaplamistir.
Grafikten elde edilen denklemde, absorbans degeri yerine konularak protein miktari

mg g taze agirlik seklinde belirlenmistir.
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3.2.3.5. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

SOD enzim aktivitesi Gong vd. (2005), yontemine gore gergeklestirilmistir. Buna
amacla, 50 mM sodyum fosfat bafir ¢ozeltisi (pH:7.3), 13 mM methionin, 75uM
Nitroblue Tetrazolium (NBT), 0.1 mM EDTA, 4 uM riboflavin igeren 1.25 ml
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Hazirlanan karisimin igerisine 50 pl enzim
ekstrakti eklenerek 40W beyaz 151k altinda alinmis ve 15 dak. 1sik altinda
bekletilmistir. Bu silire sonunda 151k kaynagi kapatilarak reaksiyon durdurulmus ve
ardindan 560 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir. Blank islemi i¢in reaksiyon karisiminin
karanlikta bekletilmis hali kontrol olarak ise reaksiyon karigiminin 1sik altinda
bekletilmis hali kullanilmistir. 1 dnite SOD aktivitesi, NBT’nin  %50’sinin
indirgenmesi i¢in gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir ve spesifik enzim

aktivitesi buna gore belirlenerek iinite mg™ protein olarak ifade edilmistir.

3.2.3.6. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

KAT enzim aktivitesi Aebi (1984)’ye gore belirlenmistir. Yontem 240 nm’de 1
dakikada H202’nin, 240 nm dalga boyunda absorbansinda olusan azalmanin
spektrofotometrik olarak belirlenmesine dayanmaktadir. 1.5 ml reaksiyon karigimi,
100 mM sodyum fosfat tamponu (pH:7.0), 10 mM H202 ve 15 pl ekstrakt
icermektedir. Reaksiyon ekstraktin reaksiyon karisimina eklenmesi ile baglatilmigtir.
Blank olarak enzim igermeyen reaksiyon karisimi kullanilmistir. Spesifik aktivite
39.4 mM™ cm™? ekstinsiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmis ve pmol dak™ mg

protein olarak ifade edilmistir.

3.2.3.7. Askorbat peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

APX enzim aktivitesi Hossain ve Asada (1984)’ya gore belirlenmistir. Yontem 290
nm’de 1 dakikada askorbatin absorbansinda meydana gelen azalmanin
spektrofotometrik olarak belirlenmesine dayanmaktadir. 1 mlI’lik reaksiyon karigima,
25 mM sodyum fosfat tamponu (pH:7.0), 0.5 mM askorbat, 0.1 mM H202, 0.1 mM
EDTA ve 100 pl ekstrakt icermektedir. Reaksiyon H202’nin reaksiyon karigimina

eklenmesi ile baslatilmistir. Blank olarak enzim icermeyen reaksiyon karigimi
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kullanilmustir. Spesifik aktivite 2.8 mM™ cm? ekstinsiyon katsayis1 kullanilarak

hesaplanmis ve umol dak! mg protein™ olarak ifade edilmistir.

3.2.3.8. Glutatyon rediiktaz aktivitesinin belirlenmesi

GR enzim aktivitesi Reddy vd. (2004)’ye gore belirlenmistir. Yontem 340 nm dalga
boyunda 1 dakikada NADPH oksidasyonuna bagli olarak absorbansta meydana gelen
azalmanin spektrofotometrik olarak belirlenmesine dayanmaktadir. 1 ml’lik
reaksiyon karigimi: 100 mM Tris buffer (pH 7.8), 2 mM EDTA, 50 uM NADPH, 0.5
mM GSSG ve 200 ul ekstrakt icermektedir. Spesifik aktivite 6.22 mM™* cm?
ekstinsiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmis ve pmol dak! mg protein® olarak

ifade edilmistir.

3.2.3.9. Askorbik asit miktarmnin belirlenmesi

Askorbik asit miktar1 Dutta vd. (2016)’ye gore belirlenmistir. Ik olarak 0.125 g
yaprak 6rnegi 5 ml %6°lik TCA ile homojenize edilip ardindan +4 °C’de 10.000 g’de
10 dak. santifiij edilerek ekstraktlar ¢ikarilmigtir. Daha sonra ise 1 ml ekstrakt
tizerine 0.5 ml %2’lik 2,4 dinitrofenilhidrazin ve %70’lik etil alkolde ¢Oziilmiis 1
damla %10’luk thiolire eklenerek reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Hazirlanan
karisim 90 °C’de 15 dakika su banyosunda kaynatilp bu siire sonunda oda
sicakligina kadar sogutulmustur. Sogutulan 6rnekler tizerine, 1.25 ml soguk %80’lik
H2SOg ilave edildikten sonra hidrazin kompleksi igeren ¢ozeltilerin absorbanslar1 530
nm dalga boyunda okunmustur. Orneklerin askorbik asit igerigi ise askorbik asit
kullanilarak elde edilen standart grafik araciligiyla hesaplamistir. Grafikten elde
edilen denklemde, absorbans degeri yerine konularak askorbik asit miktar1 mg g

taze agirlik seklinde belirlenmistir.

3.2.3.10. Fenolik miktarimnin belirlenmesi

Toplam fenolik madde miktar1 Skerget vd. (2005)’ye gére belirlenmistir. Tlk olarak
250 mg yaprak ornegi 1.25 ml %70’lik metanol ile homojenize edilip ardindan 40
C’de 240 rpm’de 2 sa. boyunca calkalanarak ekstraktlar ¢ikarilmistir. Daha sonra ise

toplam fenolik madde miktarin belirlenmesi amaciyla 0.5 ml ekstrakt iizerine
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sirastyla 2.5 ml 0.2 N Folin Cioceltau ¢ozeltisi ve 2 ml Na2COs ¢ozeltisi (%7.5) ilave
edilerek karistirilmig ve 50 °C'de su banyosunda 5 dak. bekletilip bu siire sonunda
oda sicakliginda sogutularak 760 nm dalga boyunda okunmustur. Orneklerin fenolik
madde miktar1 ise gallik asit kullanilarak elde edilen standart grafik araciligiyla
hesaplamistir. Grafikten elde edilen denklemde absorbans degeri yerine konularak

fenolik madde miktar1 GAE mg™ taze agirlik olarak belirlenmistir.

3.2.4. istatistiksel Analizler

Casilmada tiizerinde durulan 6zellikler bakimindan elde edilen veriler SPSS paket
programi araciligtyla faktoriyel diizende tekrarlanan Gl¢iimlii varyans analiz teknigi
kullanilarak analiz edilmistir. Calismada, grup faktoriiniin Troyer, Carrizo ve turung
olmak iizere {li¢ seviyesi, uygulama faktoriiniin stres ve kontrol olmak iizere iki
seviyesi, zaman faktorliniin ise 7, 8, 9, 12 ve 14 olmak iizere bes seviyesi
bulunmaktadir. Calismada tekrarlanan Ol¢limler zaman faktérii seviyesinde
gerceklestirilmistir. 0. giin Ol¢iimleri ise analize kovaryant olarak dahil edilmistir.
Denemede faktorlerin seviye ortalamalari arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde
ise Coklu Karsilagtirma Yontemlerinden Tukey Testi kullanilmistir. Tukey Testi

sonuglar1 ortalamalarin iizerinde Latin harfleri ile gdsterilmektedir.
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4. BULGULAR

Kuraklik stresinin turunggil anaglari iizerinde ROT {iretimi ve antioksidan 6zelliklere

etkilerinin incelendigi bu aragtirmada elde edilen sonuglar asagida sunulmustur.

4.1. Fizyolojik Ol¢iimler

4.1.1. Kurakhgin toprak nemine etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaclarinin toprak nem seviyelerine
iliskin kovaryans alinmis ve alinmamis sonuglar kullanilarak yapilan varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.1, Cizelge 4.2 ve Cizelge
4.3 de gosterilmektedir.

Toprak nem seviyesi bakimindan elde edilen verilerle yapilan varyans analizi
sonucunda zaman X ana¢ X uygulama {iglii interaksiyonu ve zaman X anag, uygulama
x anag iKili interaksiyonu istatistiki olarak 6énemli (p>0.05) bulunmamistir. Zaman x
uygulama ikili interaksiyonu ise istatistiki olarak onemli (p<0.01) bulunmustur.
Tukey Testi sonucunda ¢aligmada bulunan farkliliklar ortalamalarin {izerinde Latin

harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde ana¢ x uygulama x zaman agisindan
toprak nem seviyesi bakimindan degisimler gozlemlense de bu degisimler istatistiki

olarak birbirinden farkli bulunmamustir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde her bir uygulamada zamanlar
arasinda farklilik tespit edilmistir. Stres uygulamasinda en yiiksek toprak nem
seviyesi %33,844 ile 7. giinde tespit edilirken en diisiik nem seviyesi ise %15,754 ve
%12,588 ile 12. ve 14. giinlerde tespit edilmis olup bu giinler disindaki diger tiim
zaman noktalarinda 6l¢iilen degerlerin birbirlerinden farkli oldugu belirlenmistir.
Gergeklestirilen kontrol uygulamasi ise zamanlar arasinda istatistiki bir farklilik

gostermemistir.
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Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde, her bir zamanda uygulamalar
arasinda farklilik oldugu ve bu farkliligin kontrol grubu bitkilerde daha biiyiik oldugu

tespit edilmistir.
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analizi ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Cizelge 4.1. Turunggil anaglarinin toprak nem diizeyine ait kovaryans alinmamis (anag¢ x zaman x uygulama) ti¢lii interaksiyonuna ait varyans

Toprak Nemi (%)

< Anag 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer 48,058+3,831  30,098+4,969  24,220+4,461  18,272+4,643  14,083%2,655 10,875+2,378
5 Stres Carrizo 48,965+3,831 35,979+4,969  29,832+4,461 25,865+4,643 18,714+2,655 12,758+2,378
8 Turung 45,421+£3,831  30,761+4,969 24,907+4,461  20,205+4,643  14,342+2,655 12,593+2.378
; Troyer 50,135+£3,831  52,993+4,969  52,695+4,461  52,718+4,643  49,650+2,655 52,123+2,378
Kontrol Carrizo 54,258+3,831  56,029+4,969  55,176+4,461  54,773+4,643  54,655+2,655  49,203+2,378
Turung 49,437+3,831  51,643+4,969 51,360+4,461  53,508+4,643  51,545+2,655  54,297+2 378

analizi ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Cizelge 4.2. Turunggil anaglarmin toprak nem diizeyine ait kovaryans alinmis (ana¢ x zaman x uygulama) {i¢lii interaksiyonuna ait varyans

Toprak Nemi (%)

< Anag 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin

= Troyer 31,188+4,243 25,108+4,030 19,453+3,471 14,112+2,936 11,23242,368

i Stres Carrizo 36,320+4,206 30,111+3,994 26,235+3,441 18,723+2,910 12,869+2,347

8 Turung 34,024+4,560 27,567+4,331 23,740+3,730 14,429+3,155 13,663+2,545

> Troyer 52,369+4,215 52,187+4,003 52,042+3,448 49,634+2,917 51,918+2,353

> Kontrol Carrizo 52,005+4,736 51,896+4,497 50,414+3,874 54,549+3,277 47,883+2,643
Turung 51,595+4,202 51,321+3,990 53,456+3,437 51,544+2,907 54,282+2,345

0. Giin: 49,379

Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Cizelge 4.3. Turunggil anaglarinin toprak nemine ait kovaryans alinmig (zaman x uygulama) ikili interaksiyonuna ait varyans analizi ve Tukey

Toprak Nemi (%)

7. Giin 8. Giin 9. Giin 12. Giin 14. Giin
UYGULAMA Stres 33,844+2,570 Ab? 27,595+2,441Bb? 23,143£2,103 Cb? 15,754+1,778 Db? 12,588+1,435 Db?
Kontrol  51,9904+2,570 Aa? 51,801+2,441 Aa® 23,143£2,103 Aa® 51,909+1,778 Aa? 51,361£1,435 Aa?

0. giin: 49,3790
Her bir uygulamada zamanlar arasi farkliliklar biiyiik harfler ile, her bir zamanda uygulamalar arasi1 farkliliklar ise kiigiik harfler ile gosterilmektedir.
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4.1.2. Kurakhgin stoma iletkenligine etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarinin stoma iletkenligine
iliskin kovaryans alinmig ve alinmamis sonuglar kullanilarak yapilan varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’de

gosterilmektedir.

Stoma iletkenligi bakimindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans analizi
sonucunda zaman X anag¢ x uygulama ti¢lii interaksiyonu, zaman X anag, uygulama x
ana¢ ve zaman X uygulama ikili interaksiyonu 6nemli (P>0.05) bulunmamustir.
Tukey Testi sonucunda ¢alismada bulunan farklilik seviyeleri ortalamalarin {izerinde

Latin harfleri ile gosterilmektedir.

Buna gore kovaryans alinan (zaman X anag¢ x uygulama) ii¢lii interaksiyon sonuglari
degerlendirildiginde, Troyer, Carrizo ve turung anaglarina ait stres uygulamalarinda
64-122 m2s? ve kontrol uygulamalarinda ise 74-133 m™s? araliklarin da stoma
iletkenliklerinde degisimler gozlemlenmistir. Ancak uygulamalara bagli olarak her
ne kadar zaman ve ana¢ bakimindan stoma iletkenliklerinde degisimler gézlemlense
de bu degisimlerin istatistiki agidan birbirlerinden farkli olmadigi sonucuna

varilmistir.

Cizelge 4.4. Turunggil anaglarmin stoma iletkenligine ait kovaryans alinmamis (anag
X zaman x uygulama) {iglii interaksiyonuna ait varyans analizi ve Tukey
Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Stoma fletkenligi

< Anag 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin
<§( Troyer 101,532+20,040 73,719+18,197 72,277+10,246 67,91749,346
5| Stres Carrizo 122,990+20,040 97,970+18,197 79,334+10,246 64,555+9,346
g Turung 101,710+20,040 89,264+18,197 76,471+10,246 81,719+9,346
5 Troyer 78,600 +20,040 85,005+18,197 82,509+10,246 79,245+9,346
Kontrol Carrizo 133,875+20,040 79,610+18,197 80,720+10,246 75,52749,346
Turung 101,581+20,040 88,621£18,197 84,630+10,246 74,96249,346

Cizelge 4.5. Turuncggil anaglarinin stoma iletkenligine ait kovaryans alinmis (anag¢ X
zaman X uygulama) {glii interaksiyonuna ait varyans analizi ve Tukey
Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari
Stoma iletkenligi

< Anacg 7.Giin 8.Giin 9. Giin
> Troyer 70,847+ 17,854 76,062+ 10,629 67,359+ 10,178
5 Stres Carrizo 104,094+ 18,449 81,925+ 10,983 65,743+ 10,518
8 Turung 82,659+ 17,723 77,061+ 10,551 81,989+ 10,104
S Troyer 62,520+ 20,683 77,227+ 12,312 76,822+ 11,791
Kontrol Carrizo 90,297+ 19,925 85,240+ 11,862 77,601+ 11,359
Turung 85,770+ 17,852 83,424+ 10,627 74,409+ 10,177

0. Giin: 108,381
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4.2. Biyokimyasal Analizler

4.2.1. Kurakhgin lipit peroksidasyonu miktarina etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarinin lipit peroksidasyonu
(MDA) miktarlarina iliskin kovaryans alinmis ve alinmamis sonuglar kullanilarak
yapilan varyans analizi ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.6 ve

Cizelge 4.7°de gosterilmektedir.

Lipit peroksidasyonu bakimindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans
analizi sonucunda zaman X anag¢ x uygulama t¢lii interaksiyonu, istatistiki olarak
onemli (P<0.01) bulunmustur. Tukey Testi sonucunda c¢alismada bulunan farklilik

seviyeleri ortalamalarin ilizerinde Latin harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans aliman sonuglar degerlendirildiginde, her bir ana¢ uygulama
kombinasyonlarinda arasinda zamanlar arasi farklilik tespit edilmistir. Stres grubuna
ait Troyer anacinda en yiiksek MDA miktarmin 28,671 umol g? ile 8. giinde en
diisiik MDA miktarinin ise 15,318 pmol g? ile 14. giinde gergeklestigi belirlenirken
Carrizo anacinda, en yiiksek MDA miktarinin 29,868 pmol g ile 7. giinde en diisiik
MDA miktarinin ise 10,766 umol g* ile 14. giinde gergeklestigi belirlenmistir. Stres
grubunda bulunan turung anacinda ise en yiiksek MDA miktar1 89,023 pmol g
degeri ile 14. giinde, en diisiik MDA miktar1 ise 53,698 umol g* degeri ile 7. giinde
tespit edilmistir. Kontrol uygulamasina ait verilerin karsilastirilmasi sonucunda ise
anaglara ait tiim zaman noktalarinda MDA miktarlarinda degisimler olmasina

ragmen bu degisimler istatistiki olarak birbirlerinden farkl: bulunmamistr.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde ise her bir ana¢ zaman
kombinasyonlarinda uygulamalar arasinda farkliliklar tespit edilmistir. Troyer
anacinda sadece 8. giinde farklilik meydana gelmis olup bu farkliligin 20,509 pmol
glile en diisik MDA miktar1 oldugu belirlenmistir. Uygulamalar arasinda Carrizo
anacinda 7. 8. ve 14. giinlerde farklilhik meydana gelmis olup bu farklilik, stres
grubunda 29,868-26,322 umol g? ile 7. ve 8. giinde kontrol grubunda ise 18,768
umol g?ile 14. giinde en yiikksek MDA miktar1 olarak tespit edilmistir. Turung
anacinda meydana gelen farkhiligin 53,698 pmol g! MDA miktar ile 7. giinden
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itibaren baglayarak uygulamanin son giiniine kadar devam ettigi ve MDA miktarinin

stres grubunda daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Herbir uygulama zaman kombinasyonlarinda anaglar arasinda farkliliklar tespit
edilmistir. Stres grubuna ait tlim zaman noktalarinda sadece turung anacinda farklilik
oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda ise sadece 8. ve 9. giinlerin diger zaman
noktalarindan farkli oldugu ancak onlarinda kendi iglerinde fark bulunmadig tespit
edilmistir. Kontrol grubuna ait turung anac1 24,525 ve 23,595 pmol g?ile 8. ve 9.

giinlerde en yiiksek MDA miktarina sahip anag olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Turunggil anaglarinin MDA miktarina ait kovaryans alinmamis (ana¢ X zaman X uygulama) {iglii interaksiyonuna ait varyans analizi

ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

MDA (umol g?)

< Anag 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
> Troyer 23,585+0,686 24,293+2,261 27,510+2,957 20,736+3,345 18,963+2,416 14,571+2,556
f Stres Carrizo 21,439+0,686 30,270+2,261 26,571+2,957 22,735+3,345 16,288+2,416 10,926+2,556
8 Turung 21,304+0,686 54,243+2,261 59,740+2,957 75,822+3,345 85,502+2,416 89,240+2,556
> Troyer 23,386=+0,686 18,641+2,261 19,479+2,957 16,495+3,345 22,324+2,416 19,866+2,556
> Kontrol Carrizo 19,599+0,686 21,068+2,261 17,686+2,957 17,216+3,345 21,313+£2,416 19,707+2,556

Turung 21,596=+0,686 24.773+2,261 24,671+2,957 23,724+3,345 23,827+2,416 24,859+2,556

Cizelge 4.7. Turunggil anaglarinin MDA miktarina ait kovaryans alinmig (anag X zaman x uygulama) ti¢lii interaksiyonuna ait varyans ve Tukey

Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

MDA (umol g)

< Anacg 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer b26,167+3,402 ABa? b28,671+4,644 Aa®  b21,759+5,279 BCa®  b18,980+3,840 CDa? b15,318+4,036Da?
5 Stres Carrizo b29,868+2,404 Aa? b26,322+3,281ABa? b22,516+3,730B? b16,284+2,714Ca? b10,766+2,852Ch?
8 Turung a53,698+2,452 Ca? a59,402+3,348 Ca®  a75,524+3,805Ba? a85,497+2,768Aa? a89,023+2,909 Aa?
> Troyer a20,303+3,206 Aa? ab20,509+4,377Ab? ab17,403+4,975 Aa®  a22,339+3,620 Aa® a20,530+3,804 Aa?
= Kontrol  Carrizo al8,715+3,883 Ab? b16,229+5,301Ab*  b15,931+6,025Aa° a21,292+4,383 Aa? al8,768+4,606 Aa?

Turung a24,537+2,365 Ab? a24,525+3,229 Ab*  a23,595+3,670 Ab? a23,825+2,670 Ab? a24,765+2,806 Ab?

0. Giin: 21,818

Her bir anag uygulama kombinasyonlarinda zamanlar arasi farkliliklar biiyiik harfler,
Her bir anag zaman kombinasyonlarinda uygulamalar arasi farkliliklar kiigiik harfler (sagda),
Her bir uygulama zaman kombinasyonlarinda anaglar aras1 farkliliklar kii¢iik harfler (solda) ile gosterilmektedir.
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4.2.2. Kurakhigin hidrojen peroksit miktarina etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarinin hidrojen peroksit (H20>)
miktarlarma iliskin kovaryans alinmis ve alinmamis sonuglar1 kullanilarak yapilan
varyans analizi ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.8 ve Cizelge

4.9°da gosterilmektedir.

Hidrojen peroksit miktar1 bakimindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans
analizi sonucunda zaman X ana¢ X uygulama tglii interaksiyonu, zaman X anag,
zaman X uygulama ve uygulama X anag ikili interaksiyonlari istatistiki olarak 6nemli
(P>0.05) bulunmamistir. Tukey Testi sonucunda calismada bulunan farkliliklar

ortalamalarin tizerinde Latin harfleri ile gosterilmektedir.

Buna gore kovaryans alinan zaman x ana¢ x uygulama {iglii interaksiyonuna ait
sonuglar degerlendirildiginde, Troyer, Carrizo ve turung anaglarina ait stres
uygulamalarinda 78-96 pum g*! ve kontrol uygulamalarinda ise 55-93 um g*
araliklarinda H>0O, miktarinda degisimler gozlemlenmistir. Ancak uygulamalara
bagl olarak her ne kadar zaman ve anaglar arasinda H>O» miktarinda degisimler
tespit edilsede bu degisimlerin istatistiki olarak birbirlerinden farkli olmadigi

sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.8. Turunggil anaglarinin H2O2 miktarina ait kovaryans alinmamis (anag x zaman x uygulama) {i¢lii interaksiyonuna ait varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

H202 (um g )

< Anag 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer 65,018+8,703 67,696 £9,321 66,208+12,819  65,018+10,962  67,994+12,605 65,018+16,171
i Stres Carrizo 68,29248,703 67,101+9,327 67,696+12,819  78,411+10,962  74,839+12,605 75,732+16,171
8 Turung 113,232+8,703 119,48249,327 122,16+12,819  126,030+£10,962  129,006+12,605 136,149+16,171
> Troyer 62,93548,703 62,637+9,327 63,827+12,819  60,554+10,962  58,470+12,605 63,232+16,171
> Kontrol Carrizo 72,45848,703 62,33949,327 68,887+12,819  65,315+10,962  71,565+12,605 68,292+16,171

Turung 107,280+8,703 105,792+49,327 87,935+12,819  83,470+10,962  84,363+12,605 87,042+16,171

Cizelge 4.9. Turunggil anaglarinin H2O> miktarina ait kovaryans alinmis (ana¢ X zaman x uygulama) ti¢lii interaksiyonuna ait varyans analizi ve
Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

H202 (um g?)
< Anag 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Stres Troyer 82,209+ 7,402 87,095+9,110 84,330+5,650 88,401+9,117 91,522+11,300
f Carrizo 78,737+6,882 84,443+8,477 93,895+5,258 91,201+8,484 96,983+10,516
8 Turung 91,634+10,481 92,082+12,903 90,971+8,003 89,847+£12,913 85,290+16,005
5 Kontrol Troyer 78,980+7,765 87,348+9,557 82,301+5,928 81,451+9,564 93,079+11,854
Carrizo 70,315+6,359 80,365+7,827 75,928+4,855 82,780+7,833 82,857+9,708
Turung 83,173+9,173 55,382+11,290 53,37+7,003 53,558+11,299 55,734+14,005

0. Giin : 81,535
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4.2.3. Kurakhgin protein miktarina etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarimin protein miktarlarina
iliskin kovaryans alinmis ve alinmamis sonuglar kullanilarak yapilan varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglart Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11°de

gosterilmektedir.

Protein miktar1 bakimindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans analizi
sonucunda zaman X ana¢ x uygulama iglii interaksiyonu, istatistiki olarak onemli
(P<0.01) bulunmustur. Tukey Testi sonucunda c¢alismada bulunan farkliliklar

ortalamalarin tizerinde Latin harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde her bir ana¢ uygulama
kombinasyonlar1 arasinda zamanlar arasinda farklilik tespit edilmistir. Stres
grubunda bulunan Troyer anacinda en yiiksek protein miktar1 2,951 mg g ile 14.
giinde tespit edilirken en diisiik protein miktar1 ise 1,635-1,540 mg g* ile 7. ve 8.
giinlerde tespit edilmistir. Stres grubunda bulunan Carrizo anacinda en yiiksek
protein miktar1 2,448-2,736 mg g ile uygulamanin son iki giiniinde, en diisiik
protein miktar1 ise 1,538 mg g? ile 8. giinde belirlenmistir. Turung anacina ait stres
grubunda ise en yiiksek protein miktar1 2,171-2.234 mg g? ile 9. ve 12. giinlerde, en
diisiik protein miktar1 ise 1,630 mg g ile 7. giinde gerceklesmistir. Kontrol grubuna
ait protein miktarina ilskin verilerin karsilastiritlmasi sonucunda Troyer ve Carrizo
anaglarinda bir farklilik belirlenemezken turung anacinda ise 14. glinde elde edilen
2385 mg g' protein miktarimin diger uygulama giinlerinden farkli oldugu

belirlenmistir.

Her bir ana¢ zaman kombinasyonlarinda uygulamalar arasinda farkliliklar oldugu
tespit edilmistir. Uygulamalar arasi farkliligin, Troyer ve turun¢ anaglarinda 9.
giinde, Carrizo anacinda ise 12. giinde bagladig1 tespit edilmistir. Ayrica 9. giinde
Troyer ve turung, 12. giinde ise Troyer ve Carrizo anaglarina ait kontrol gruplarinin

en diisiik protein miktarina sahip oldugu belirlenmistir.

Her bir uygulama zaman kombinasyonlarinda stres uygulamasi yapilan tim

bitkilerde 14. giiniin diger zaman noktalarindan farkli oldugu tespit edilirken,
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meydana gelen farkliligin Troyer ve Carrizo anaglarinda turung anacina kiyasla daha
fazla oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunda bulunan bitkilerde ise 12. ve 14.
giinlerin diger zaman noktalarindan farkli oldugu tespit edilirken meydana gelen
farkliligin turung anaglarinda Troyer ve Carrizo anaglarina kiyasla daha fazla oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.10. Turunggil anaglarinin protein miktarina ait kovaryans alinmamis (ana¢ X zaman X uygulama) ii¢lii interaksiyonuna ait varyans

analizi ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Toplam Protein (mg g*)

< Anag¢ 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
> Troyer 1,949+0,398 1,816+0,469 1,655+0,332 2,243+0,358 2,456+0,373 3,081+0,394
f Stres Carrizo 1,941+0, 398 1,838+0,469 1,647+0, 332 2,066+0,358 2,566+0,373 2,860+0,394
8 Turung 1,632+0,398 1,449+0,469 1,750+0,332 2,0444+0,358 2,110+0,373 1,816+0,394
> Troyer 1,802+0,398 1,610+£0,469 1,625+0,332 1,677+£0,358 1,706+0,373 1,618+0,394
> Kontrol Carrizo 1,890+0,398 1,963+0,469 1,618+0,332 1,868+0, 358 1,927+0,373 1,662+0,394
Turung 1,530+0,398 1,706+0,469 1,713£0,332 1,750+£0,358 1,956+0,373 2,169+0,394

Cizelge 4.11. Turunggil anaglarinin protein miktarina ait kovaryans alinmig (anag x zaman x uygulama) {i¢lii interaksiyonuna ait varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Toplam Protein (mg g%)

< Anac 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin

p= Troyer al,635+0,119 Ca? al,540+0,185 Ca? a2,116+0,179 Ba? a2,332+0,228 Ba? a2,951+0,242 Aa?

5 Stres Carrizo al,665+0,119 BCa? al,538+0,184 Ca? al,945+0,179 Ba? a2,448+0,228 Aa? a2,736+0,242 Aa?

8 Turung al,630+0,119 Ba? al,864+0,185 ABa®  a2,171+0,179 Aa? a2,234+0,228 Aa? b1,947+0,242 ABa?

> Troyer al,598+0,117 Aa? al,617+0,182 Aa? al,668+0,177 Ab? b1,697+0,225 Ab? b1,609+0,239 Ab?

= Kontrol Carrizo al,849+0,118 Aa? al,546+0,183 Aa? al,788+0,178 Aa®  ab1,849+0,226 Ab? b1,580+0,240 Ab?
Turung a2,006+0,121 Ba? al1,902+0,189 Ba? al,960+0,183 Bb? a2,160+0,233 Ba* a2,385+0,247 Aa®

0. Giin : 1,790

Her bir anag¢ uygulama kombinasyonlarinda zamanlar arasi farkliliklar biiyiik harfler,
Her bir ana¢ zaman kombinasyonlarinda uygulamalar arasi farkliliklar kiigiik harfler (sagda),
Her bir uygulama zaman kombinasyonlarinda anaglar arasi farkliliklar kii¢iik harf ler (solda) ile gosterilmektedir.
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4.2.4. Kurakhgin siiperoksit dismutaz aktivitesine etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarinin SOD aktivitelerine
iliskin analizler yapilirken, diger analizlerden farkli olarak sonuglarin dogrulugu
bakimindan tiim Ornekler i¢in iki defa tekrarlanmistir ve yapilan iki analizde elde
edilen sonuglarin birbiri ile benzer oldugu belirlenmistir. Sonuglarin benzer olmasi
nedeniyle de yapilan analizlerden birisine ait veriler istatistiki olarak
degerlendirilmistir. SOD aktivitesine iliskin kovaryans alinmis ve alinmamis
sonuclar kullanilarak yapilan varyans analizi ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi

sonuclar1 Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13’te gosterilmektedir.

SOD aktiviteleri bakimindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans analizi
sonucunda zaman X ana¢ x uygulama {iglii interaksiyonu ve zaman X anag, uygulama
x anag iKili interaksiyonu istatistiki olarak 6énemli (P>0.05) bulunmamistir. Zaman x
uygulama ikili interaksiyonu ise istatistiki olarak 6nemli (P<0.01) bulunmustur.
Tukey Testi sonucunda ¢alismada bulunan farklilik seviyeleri ortalamalarin {izerinde

Latin harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde ana¢ x uygulama x zaman agisindan
SOD aktivitesi bakimindan degisimler gézlemlense de bu degisimler istatistiki olarak

birbirinden farkli olarak bulunmamustir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde her bir uygulamada zamanlar arasi
farkliliklar tespit edilmistir. Stres grubunda en yiiksek SOD aktivitesi 1,400 {inite mg"
! protein ile 7. giinde tespit edilirken en diisiik SOD aktivitesi ise 0,576 iinite mg™*
protein ile 14. giinde tespit edilmistir. Gergeklestirilen kontrol uygulamasinda ise

zamanlar arasinda istatistiki bir farklilik bulunmadig: tepit edilmistir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde ise her bir zaman araliginda

uygulamalar arasinda herhangi bir farklilik bulunamamustir.
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Cizelge 4.12. Turunggil anaglarinin SOD aktivitesine ait kovaryans alinmamis (anag¢ x zaman x uygulama) {i¢lii interaksiyonuna ait varyans
analizi ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari
SOD (iinite mg™ protein)

< Anacg 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
S Troyer 1,350+0,065 1,297+0,065 1,157+0,084 1,046+0,140 0,463+0,110 0,370+0,105
i Stres Carrizo 1,419+0,065 1,369+0,065 1,163£0,084 1,021+0,140 0,831+0,110 0,649+0,105
8 Turung 1,568+0,065 1,519+0,065 1,487+0,107 1,496+0,084 1,396+0,140 0,668+0,105
5 Troyer 1,526+0,065 1,354+0,065 1,460+0,084 1,443+0,140 1,413+0,110 1,402+0,105
Kontrol Carrizo 1,543+0,065 1,455+0,065 1,479+0,084 1,613+0,140 1,450+0,110 1,475+0,105
Turung 1,435+0,065 1,464+0,065 1,498+0,084 1,476+0,140 1,408+0,110 1,340+0,105

Cizelge 4.13. Turunggil anaglarinin SOD aktivitesine ait kovaryans alinmis ana¢ x zaman x uygulama) {i¢lii interaksiyonuna ait varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuclari

SOD (iinite mg™ protein)

< Anacg 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin

= Troyer 1,365+0,075 1,169+0,116 1,004+ 0,191 0,462+0,152 0,403+0,144

f Stres Carrizo 1,369+0,062 1,168+0,097 1,002+0,160 0,831+0,127 0,663+0,120

8 Turung 1,467+0,069 1,487+0,107 1,428+0,176 0,876+0,140 0,663+0,132

> Troyer 1,325+0,062 1,455+0,096 1,461+0,159 1,413+0,126 1,388+0,120

- Kontrol Carrizo 1,417+0,064 1,472+0,100 1,637+0,165 1,450+0,131 1,457+0,124
Turung 1,486+0,061 1,501+0,094 1,462+0,156 1,408+0,124 1,350+0,117

0. Giin: 1,473

Cizelge 4.14. Turunggil anaglarinin SOD aktivitesine ait kovaryans alinmis (zaman x uygulama) ikili interaksiyonuna ait varyans analizi ve
Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

SOD (iinite mg™* protein)
7. giin 8. giin 9. giin 12. giin 14. giin
UYGULAMA Stres 1,400+0,036 Aa? 1,274+0,055 ABa? 1,145+0,091 Ba? 0,723+0,072 Ca? 0,576+0,069 Da?
Kontrol 1,409+0,036 Aa? 1,476+0,055 Aa? 1,520+0,091 Aa? 1,424+0,072 Aa? 1,398+0,069 Aa?
0. giin: 1,473
Her bir uygulamada zamanlar arasi farkliliklar biiyiik harfler ile, her bir zamanda uygulamalar arasi farkliliklar ise kiigiik harfler ile gosterilmektedir.
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4.2.5. Kurakhgin katalaz aktivitesine etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarmin KAT aktivitelerine
iliskin kovaryans alinmis ve alinmamis sonuglar kullanilarak yapilan varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglart Cizelge 4.15, Cizelge 4.16 ve 4.17°de

gosterilmektedir.

KAT aktiviteleri bakimindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans analizi
sonucunda zaman X ana¢ x uygulama {glii interaksiyonu ve zaman x uygulama,
uygulama X anag ikili interaksiyonu istatistiki olarak 6nemli (P>0.05) bulunmamustir.
Zaman X anag ikili interaksiyonu ise istatistiki olarak 6nemli (P<0.01) bulunmustur.
Tukey Testi sonucunda ¢alisgmada bulunan farkliliklar ortalamalarin {izerinde Latin

harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde ana¢ x uygulama x zaman a¢isindan
KAT bakimindan degisimler gozlemlense de bu degisimler istatistiki olarak

birbirinden farkli bulunamamustir.

Her bir anagta zamanlar arasinda meydana gelen farkliliklar incelendiginde Carrizo
anacinda bir farklilik bulunamazken Troyer ve turung anaglarinda farkliliklar oldugu
tespit edilmistir. Bu farklilik Troyer ve turun¢ anaclarinda 8. gilinden itibaren
baslamus olup en yiiksek KAT aktivitesinin Troyer anacinda 361,437 pmol dak.™ mg
protein™t ile 8. giinde, turung anacinda ise 378,408 pumol dak.” mg protein? ile 14.
giinde gergeklestigi belirlenmistir. Enzim aktivitesi bakimindan Troyer anacinda 7.
ginde elde edilen degerin turung anacinda ise 7. ve 12. giinlerde elde edilen
degerlerin diger zaman noktalarinda elde edilen degerlerle benzer oldugu

belirlenmistir.

Her bir zamanda anaglar arasinda 7. ve 9. gilinler disinda, diger zaman noktalarinda
KAT aktivitesi bakimindan farklilik oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklar, Troyer
anacinda 361,437 umol dak.” mg protein™ ile 8. giinde, Carrizo anacinda 207,690
umol dak.™ mg protein™ile 12. giinde, turung anacinda ise 378,408 pmol dak.” mg
protein™ ile 14. giinde meydana gelmis olup en yiiksek KAT aktivitelerinin de bu
giinlerde tespit edilen degerler oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.15. Turunggil anaglarinin KAT aktivitesine ait kovaryans alinmamis (ana¢ x zaman x uygulama) ti¢lii interaksiyonuna ait varyans

analiz ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

KAT (umol dak.™ mg protein)

< Anacg 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer 250,878+94,131 378,805+93,312 463,062+86,319 290,616+51,490 268,930+51,490 224,324456,246
5 Stres Carrizo 267,939+94,131 280,796+93,312 297,854+86,319 340,881+51,379 212,869+51,490 185,920+56,246
8 Turung 237,533494,131 297,671493,312 314,004+86,319 320,631+51,379 309,230+51,490 387,466+56,246
; Troyer 227,865+94,131 206,427+93,312 267,599+86,319 266,228+51,379 190,553+51,490 252,767+56,246
Kontrol Carrizo 283,718+94,131 275,393+93,312 231,817+86,319 219,408+51,379 239,403+51,490 269,244+56,246
Turung 134,438+94,131 220,495493,312 213,789+86,319 233,842+51,379 298,518+51,490 319,871+56,246

Cizelge 4.16. Turunggil anaglarmin KAT aktivitesine ait kovaryans alinmis (anag x zaman x uygulama) {iglii interaksiyonuna ait varyans analizi

ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

KAT (umol dak. mg protein)

< Anag 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer 363,760+47,737 451,229+62,459 284,414+42,272 261,416+33,86 225,437430,765
i Stres Carrizo 250,786+48,127 294,250+62,968 258,508+42,617 230,880+34,138 220,193+£31,016
8 Turung 294,3334+47,612 311,379+62,295 319,255+42,161 307,563+£33,773 385,495+30,684
; Troyer 211,5714+47,621 271,645+62,307 268,349+42,169 193,122+33,779 255,805+30,690
Kontrol Carrizo 231,541+48,712 197,327+63,734 201,3304+43,135 217,501+£34,553 243,341+31,393
Turung 307,596+51,832 282,294+67,816 269,750+45,898 342,021+36,766 371,322433,404

0.Giin: 233,728

Cizelge 4.17. Turunggil anaglarmin KAT aktivitesine ait kovaryans alinmis (zaman x anag) ikili interaksiyonuna ait varyans analizi ve Tukey
Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

KAT (umol dak.? mg protein)

ANAC 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
Troyer 287,665+33,682 ABa? 361,437+44,069 Aa? 276,382+23,891 Ba? 227,269+22,681 Bb? 235,621+21,707 Bh?
Carrizo 241,164+34,766 Aa? 235,789+45,487 Aab? 264,919+30,786 Aa? 207,690+24,660 Aa? 205,767+22,405 Ab?
Turung 300,965+35,076 ABa? 296,837+45,892 Bab? 294,502+31,060 Ba? 324,792+24,880 ABa? 378,408+22,605 Aa?

0. Giin: 233, 728
Her bir grupta zamanlar arasi farkliliklar biiyiik harfler ile her bir zamanda gruplar aras1 farkliliklar kiigiik harfler ile gosterilmektedir.
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4.2.6. Kurakhgin askorbat peroksidaz aktivitesine etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarmmin APX aktivitelerine
iliskin kovaryans alinmis ve alinmamis sonuglar kullanilarak yapilan varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.18, Cizelge 4.19, Cizelge
4.20 ve Cizelge 4.21°de gosterilmektedir.

APX aktiviteleri bakimindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans analizi
sonucunda zaman X anag¢ x uygulama {glii interaksiyonu ve uygulama x anag ikili
interaksiyonu istatistiki olarak dnemli (P>0.05) bulunmamistir. Zaman x uygulama
ve zaman X anag iKili interaksiyonlar: ise istatistiki olarak Onemli (p<0.01)
bulunmustur. Tukey Testi sonucunda calismada bulunan farklilik seviyeleri

ortalamalarin tizerinde Latin harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde zaman X ana¢ x uygulama acisindan
APX aktivitesi bakimindan degisimler gozlemlense de bu degisimler istatistiki olarak

birbirinden farkli bulunmamustir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde ise her bir uygulama ve zaman
arasinda farkliliklar tespit edilmistir. Stres grubunda en yiiksek APX aktivitesi 6,909
ve 7,272 pmol dak.”t mg proteintile 7. ve 8. giinlerde tespit edilirken en diisiikk APX
aktivitesi ise 3,614 pmol dak. mg proteint ile 14. giinde tespit edilmistir. 7. ve 8.
giinlerde elde edilen APX aktivitesinin diger zaman noktalarindan farkli olduklari
belirlenmistir. Ayrica 12. giinde elde edilen APX aktivitesinin ise 9. ve 14. giin ile
benzer oldugu fakat diger zaman noktalarindan farkli oldugu gozlemlenmistir.
Kontrol grubunda ise en yiiksek APX aktivitesi 4,335 ve 4,728 umol dak.? mg
proteintile 7. ve 14. giinlerde, en diisiik APX aktivitesi ise diger zaman noktalarinda
tespit edilmistir. 7. ve 14. giinlerin kendileri arasinda, 8. 9. ve 12. giinlerin ise yine
kendi aralarinda herhangi bir fark olmadigi ancak 7. ve 14. giiniin diger zaman

noktalarindan farkli oldugu gézlemlenmistir.

Herbir zamanda uygulamalar arasinda 7. ve 8. giinlerin diger zaman noktalarindan
farklt oldugu ancak kendi aralarinda incelendiginde herhangi bir farklilik olmadigi

tespit edilmistir. Ayrica kontrol uygulamasina ait 7. ve 8. giinler disinda her bir
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uygulamadaki zaman noktalar1 APX aktivitesi bakimindan en yiiksek degerleri

gostermistir.

Herbir ana¢ ve zaman arasinda, Troyer ve Carrizo anaglarinda farklilik tespit
edilirken turun¢ anacinda ise farklilik olmadigi belirlenmistir. Troyer anacinda en
yiiksek APX aktivitesi 7,807 umol dak/ mg protein ile 7. giinde, 3,678 pmol dak.?
mg protein™ ile de en diisiik 14. giinde 6l¢iilmiistiir. Carrizo anacinda ise 6,431 pmol
dak. mg protein? ile en yiiksek 8. giinde 5,416 pmol dak.™ mg protein™ ile de en
diisiik 9. glinde ol¢lilmiistiir.

Her bir zaman ve ana¢ arasinda 7. giinde farkliliklar oldugu tespit edilmis olup
bugiinde anaclara ait degerlerin karsilastirilmas1 sonucunda 7,807 pmol dak.? mg
protein ile Troyer anacinin en yiiksek APX aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica Carrizo ve turung anaglarina ait 7. giinde elde edilen aktivite degerleri disinda
diger anaglara ait tim zaman noktalarinda APX aktivitesi en yiiksek degerde tespit

edilmistir.
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Cizelge 4.18. Turunggil anaglarinin APX aktivitesine ait kovaryans alinmamis (ana¢ x zaman x uygulama) ti¢li interaksiyonuna ait varyan
analizi ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

APX (nmol dak.? mg protein)

< Anag¢ 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer 4,960+1,355 9,684+1,539 7,926+1,102 5,884+1,165 4,438+1,197 3,446+1,304
f Stres Carrizo 3,587+1,355 6,365+1,539 9,4344+1,102 4,416+1,165 3,712+1,197 3,316+1,304
8 Turung 4,971+1,355 4,839+1,539 4,9394+1,102 4,508+1,165 4,428+1,197 4,968+1,304
; Troyer 3,388+1,355 5,983+1,539 3,102+1,102 5,055+1,165 3,779+1,197 4,201+1,304
Kontrol Carrizo 2,787+1,355 4,003+1,539 3,099+1,102 2,644+1,165 3,775+1,197 4,907+1,304
Turung 3,431+1,355 2,856+1,539 3,778+1,102 4,762+1,165 4,853+1,197 4,187+1,304

Cizelge 4.19. Turunggil anaglariin APX aktivitesine ait kovaryans alinmis (anag¢ x zaman x uygulama) {iglii interaksiyonuna ait varyans analizi

ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

APX (umol dak. mg protein™)

< Anag¢ 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin

= Troyer 9,592+1,772 7,653+1,212 5,701+1,320 3,971+1,214 2,944+1,327

5 Stres Carrizo 6,387+1,687 9,500+1,153 4,460+1,256 3,825+1,156 3,438+1,263

8 Turung 4,747+1,774 4,663+1,213 4,323+1,321 3,956+1,215 4,461+1,329

> Troyer 6,022+1,698 3,217+1,161 5,132+1,265 3,976+1,163 4,413+£1,272

= Kontrol Carrizo 4,092+1,766 3,363+£1,208 2,821+1,316 4.226+1,210 5,392+1,323
Turung 2,891+1,695 3,882+1,159 4,832+1,263 5,031+1,161 4,379+1,476

0. Giin: 3,853

Cizelge 4.20. Turunggil anaglarinin APX aktivitesine ait kovaryans alinmis (zaman X uygulama) ikili interaksiyonuna ait varyans analizi ve
Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

APX (umol dak.? mg protein)

7. giin 8. giin 9. giin 12. giin 14. giin
UYGULAMA Stres 6,909+1,025 Aa? 7,272+0701 Aa? 4,828+0,764 Ba? 3,917+0,702 BCa? 3,614+0,768 Ca?
Kontrol 4,335+1,025 Ab? 3,487+0,701 Bb? 4,261+0,764 Ba® 4,411+0,702 Ba® 4,728+0,768 Aa?

0. Giin: 3,853
Her bir uygulamada zamanlar arasi farkliliklar biyiik harfler ile, her bir zamanda uygulamalar aras1 farkliliklar kiigiik harfler ile gosterilmektedir.
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Cizelge 4.21. Turunggil anaglarmin APX aktivitesine ait kovaryans alinmis (zaman x anag) ikili interaksiyonuna ait varyans analizi ve Tukey

Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

APX (nmol dak." mg protein™)

ANAC 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
Troyer 7,807+1,200 Aa? 5,435+0,820 Ba? 5,416+0,893Ba* 3,974+0,822BCa? 3,678+0,898 Ca?
Carrizo 5,239+1,235 ABb? 6,431+0,845Aa° 3,640+0,920 Ca? 4,025+0,847BCa? 4,415+0,925 BCa?

Turung 3,819+1,20 Ab? 4,273+0,822 Aa? 4,577+0,895 Aa? 4,494+0,823 Aa? 4,420+0,900Aa?

0. Giin: 3,853

Her bir anagta zamanlar aras1 farkliliklar biiyiik harfler ile, her bir zamanda anaglar aras1 farkliliklar kiigiik harfler ile gosterilmektedir.
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4.2.7. Kurakhgin glutatyon rediiktaz aktivitesine etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarinin GR aktivitelerine iligskin
kovaryans alinmis ve almmmamis sonuglar kullanilarak yapilan varyans analizi ve
Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglart Cizelge 4.22 ve Cizelge 4.23°de

gosterilmektedir.

Glutatyon rediiktaz aktivitesi ile ilgili olarak elde edilen veriler kullanilarak yapilan
varyans analizi sonucunda zaman X anag¢ x uygulama iiclii interaksiyonu, istatistiki
olarak 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Tukey testi sonucunda ¢aligmada bulunan

farkliliklar ortalamalarin tizerinde Latin harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde her bir ana¢ uygulama
kombinasyonlar1 arasinda zamanlar arasinda farklilik tespit edilmistir. Troyer ve
Carrizo anaclarina ait stres gruplarinda en ytliksek GR aktivitesinin 39,422 ve 53,829
umol dak.* mg protein™ araliginda 7. 8. ve 9. giinlerde, turung anacinda ise 33,203
pumol dak.? mg protein? ile sadece 7. giinde oldugu belirlenmistir. Kontrol
gruplarinda ise GR aktivitesi, 53,058 umol dak.? mg protein™ ile 8. giinde Troyer
anacinda, 29,726 ve 36,801 umol dak.? mg protein® 7. ve 8. giinlerde turung
anacinda tespit edilmistir. Carrizo anacinda ise zamanlar arasinda herhangi bir

farklilik tespit edilememistir.

Her bir ana¢ zaman kombinasyonlarinda uygulamalar arasinda turung anacinda bir
farklilik tespit edilemezken diger anaglarda farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Bu
farklilik Troyer anacinda 9. giinden itibaren Carrizo anacinda ise 7. giinden itibaren
ortaya ¢ikmistir. Ayrica Troyer ve Carrizo anaglarinda stres gruplarinda bu farkliligin

kontrole kiyasla daha biiyiik oldugu belirlenmistir.

Kovaryans aliman sonuclar degerlendirildiginde her bir uygulama zaman
kombinasyonlarinda anaglar arasinda farkliliklarin oldugu tespit edilmistir. Stres
grubunda 8. ve 9. giinlerde, kontrol grubunda ise 7. ve 8. giinlerde GR aktivitesi
bakimindan farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Stres grubunda meydana gelen
farkliliklarin Troyer ve Carrizo anaglarinda turung anacina kiyasla daha fazla oldugu

belirlenmistir. Ayn1 zamanda kontrol grubunda meydana gelen farkliliklarin 7. giinde
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Troyer ve Turung anaglarinda, 8. giinde sadece Troyer anacinda daha fazla oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.22. Turuncgil anaglarinin GR aktivitesine ait kovaryans alinmamis (ana¢ X zaman x uygulama) ii¢lii interaksiyonuna ait varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuclari

GR (umol dak.? mg protein™)

< Anag 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer 25,861+6,316 39,482+7,981 53,927+15,268 44,610+5,939 18,800+4,396 7,260+3,588
f Stres Carrizo 27,998+6,316 38,775+7,981 46,775+15,268 48,034+5,939 22,202+4,396 9,693+3,588
8 Turung 22,358+6,316 29,426+7,981 19,887+15,268 15,313+5,939 7,934+4,396 5,853+3,588
; Troyer 22,437+6,316 27,018+7,981 47,002+15,268 10,742+5,939 12,831+4,396 20,906+3,588
Kontrol Carrizo 35,842+6,316 24,885+7,981 27,052+15,268 26,858+5,939 19,811+4,396 20,695+3,588
Turung 20,340+6,316 23,737+7,981 26,974+15,268 22,719+5,939 10,662+4,396 9,805+3,588

Cizelge 4.23. Turunggil anaglarinin GR aktivitesine ait kovaryans alinmis (anag x zaman x uygulama) ii¢lii interaksiyonuna ait varyans analizi ve
Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

GR (umol dak. mg protein™)

< Anag 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer a39,422+4,353 Aa? a53,829+11,180 A? a44,590+5,956 Aa? al8,775+3,597 Ba? a7,235+2,384 Bb?
f Stres Carrizo a36,373+4,397 Aa? a42,833+11,292 Aa? a47,205+6,015 Aa? a21,187+3,633 Ba*  a8,703+2,408 Ba?
8 Turung a33,203+4,460 Aa? b26,085+11,454 ABa® b16,618+6,102 BCa®  a9,530+3,685 Ca? a7,410+2,443 Ca?
5 Troyer a30,709+4,455 Ba? a53,058+11,442 Aa? al2,017+6,095 Ch? al4,391+3,681 Ca®  a22,427+2,440 Ca?
Kontrol Carrizo b13,888+5,189 Ab? ¢9,010+13,326 Ab? a23,061+7,099 Ab? al5,166+4,287 Aa®  al6,164+2,842 Aa?
Turung a29,726+4,617 Aa? b36,801+11,857 Aa? a24,788+6,316 ABa® al3,192+3,815 Ba® al2,273+2,529 Ba?
0. Giin: 25,806

Her bir anag¢ uygulama kombinasyonlarinda zamanlar arasi farkliliklar biiyiik harfler,

Her bir ana¢ zaman kombinasyonlarinda uygulamalar arasi farkliliklar kiigtik harfler (sagda),
Her bir uygulama zaman kombinasyonlarinda anaglar arasi farkliliklar kiigiik harfler (solda) ile gosterilmektedir.
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4.2.8. Kurakhgin askorbik asit miktarina etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarinin askorbik asit
miktarlarina iliskin kovaryans alinmis ve alinmamis Sonuglar1 kullanilarak yapilan
varyans analizi ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 Cizelge 4.24, Cizelge
4.25 ve Cizelge 4.26’da gosterilmektedir.

Elde edilen askorbik asit miktarlarina ait sonuglar kullanilarak yapilan varyans
analizi sonucunda zaman x ana¢ X uygulama {i¢lii interaksiyonu ve zaman X anag,
uygulama x anag¢ istatistiki olarak Onemli (P>0.05) bulunmamistir. Zaman x
uygulama ikili interaksiyonu ise istatistiki olarak 6nemli (P<0.01) bulunmustur.
Tukey Testi sonucunda ¢alismada bulunan farkliliklar ortalamalarin iizerinde Latin

harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde ana¢ x uygulama x zaman agisindan
askorbik asit miktar1 bakimindan degisimler gézlemlense de bu degisimler istatistiki

olarak birbirinden farkli olarak bulunmamustir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde her bir uygulamada zamanlar
arasinda farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Stres ve kontrol grubunda farklilik 7.
giinden itibaren baslamistir. En yiiksek AA miktar1 stres grubunda 35,794 ve 38,192
mg g araliginda 8., 9. ve 12. giinlerde kontrol grubunda ise 24,950 ve 25,442 mg g
degerleri ile sirasiyla 7. ve 9. glinlerde tespit edilmistir. Ayrica stres grubunda 7. ve
14. glinler diger zaman noktalarindan farkli iken, kontrol grubunda ise 8. ve 12.
glinlerin 7. ve 9. gilinlere benzer oldugu ancak 14. giiniin daha diisiik bir aktivite

degeri ile diger zamanlardan farkli oldugu belirlenmistir.
Her bir zamanda uygulamalar arasinda farkliligin 8. giinde baslayip uygulamanin son

giiniine kadar devam ettigi ve olusan farkliligin stres grubunda kontrole kiyasla daha

bliyiik oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.24. Turunggil anaglarin AA miktarina ait kovaryans alinmamis (ana¢ x zaman x uygulama) ii¢lii interaksiyonuna ait varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Askorbik Asit (mg g?)

Anag 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
<§‘: Troyer 15,861+2,885 18,500+3,608 37,806+2,311 40,167+2,131 43,222+2,598 29,750+2,592
< Stres Carrizo 26,139+2,885 34,056+3,608 38,778+2,311 39,472+2,131 37,528+2,598 34,750+2,592
5' Turung 21,278+2,885 27,528+3,608 31,694+2,311 33,917+2,131 34,194+2,598 24,056+2,592
Q Troyer 16,139+2,885 21,556+3,608 22,528+2,311 23,639+2,131 25,306+2,598 18,222+2,592
) Kontrol Carrizo 25,028+2,885 28,500+3,608 23,639+2,311 24.472+2,131 26,000+£2,598 25,861+£2,592

Turung 19,194+2,885 24,194+3,608 20,306+2,311 27,528+2,131 20,167+2,598 17,528+2,592

Cizelge 4.25. Turunggil anaglarinin AA miktarina ait kovaryans alinmis (ana¢ x zaman x uygulama) {iglii interaksiyonuna ait varyans analizi ve

Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Askorbik Asit (mg g%

Anag 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
<§‘: Troyer 20,450+4,496 40,724+1,954 42,399+2,168 44,417+3,291 29,631+3,419
< Stres Carrizo 31,782+4,740 35,376+2,060 36,869+2,286 36,135+3,470 34,889+3,605
5' Turung 27,252+3,749 31,282+1,629 33,601+1,808 34,025+2,744 24.,072+2,851
Q Troyer 23,392+4,416 25,275+1,919 25,741+£2,130 26,431+3,232 18,110+3,358
] Kontrol Carrizo 26,683+4,403 20,920+1,913 22,392+2,123 24,887+3,223 25,972+3,34
Turung 24,775+3,806 21,174+1,654 28,192+1,836 20,522+2,786 17,492+2,895

0. Giin: 20,606

Cizelge 4.26. Turuncgil anaglarinin AA miktarina ait kovaryans alinmig (zaman x uygulama) ikili interaksiyonuna ait varyans analizi ve Tukey
Coklu Karsilagtirma Testi Sonuglari

Askorbik Asit (mg g

7. giin 8. giin 9. giin 12. giin 14. giin
UYGULAMA Stres 26,495+2,170 Ba®  35,794+0,943Aa? 37,623+1,047Aa% 38,192+1,589Aa% 29,531+1,650Ba?
Kontrol 24,950+2,170Aa%  22.456+0,943ABb? 25,442+1,047Ab% 23,946+1,589ABb?  20,525+1,650Bb?
0. Giin: 20,606

Her bir uygulamada zamanlar arasi farkliliklar biiyiik harfler ile, her bir zamanda uygulamalar aras1 farkliliklar kiigtik harfler ile gosterilmektedir.
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4.2.9. Kurakhgin fenolik miktarina etkisi

Kuraklik stresi uygulamasi sonucunda turunggil anaglarinin toplam fenolik
miktarlarina iliskin kovaryans alinmis ve almmamis sonuclar kullanilarak yapilan
varyans analizi ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuclari Cizelge 4.27 ve

Cizelge 4.28°de gosterilmektedir.

Toplam fenolik miktar1 bakimindan elde edilen veriler kullanilarak yapilan varyans
analizi sonucunda zaman X ana¢ x uygulama f{glii interaksiyonu istatistiki olarak
onemli (P<0.01) bulunmustur. Tukey Testi sonucunda ise bulunan farkliliklar

ortalamalarin tizerinde Latin harfleri ile gosterilmektedir.

Kovaryans alinan sonuglar degerlendirildiginde her bir ana¢ uygulama
kombinasyonlar1 arasinda zamanlar aras1 farkliliklar tespit edilmistir. Stres grubunda
bulunan Troyer anacinda en yiiksek fenolik miktar1 35,712 GAE mg? ile 12. giinde
en diisiik fenolik miktari ise 27,063 GAE mg? ile 7. giinde belirlenirken, turung
anacinda ise en yiiksek fenolik miktar1 36,698 GAE mg? ile 14. giinde en diisiik
fenolik miktar1 ise 26,719- 27,754 GAE mg* araliginda 7., 8. ve 9. giinlerde tespit
edilmistir. Stres grubunda bulunan Carrizo anacinda ise tiim zamanlarda elde edilen
degerlerin aralarinda fark bulunmadig tespit edilmistir. Kontrol grubunda bulunan
Troyer anacina ait zamanlar arasinda arasinda fark tespit edilemezken, Carrizo
anacinda 7. ve 8. giinlerin 14. giinden farkli oldugu ancak 9. ve 12. giinlerin bu
zamanlar ile benzer oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubuna ait turung anacinda ise
9. glin disginda diger zamanlarda bir farklilik belirlenmemistir. Kontrol grubunda
bulunan Carrizo anacinda en yiiksek fenolik miktar1 26,751 GAE mg™? ile 14. giinde
en diisiik fenolik miktar1 ise 20,295 ve 21,829 GAE mg* ile 7 ve 8. giinlerde
belirlenmistir. Kontrol grubunda bulunan turung¢ anacinda en yiiksek fenolik miktari
32,687 GAE mg'1 ile 9 gilinde en diisiik fenolik miktar1 ise 25,457 ve 27,180 GAE
mg? araliginda diger zaman noktalarmin tiimiinde tespit edilirken, Troyer anacinda
ise tim zaman noktalarinda elde edilen degerlerin aralarinda fark bulunmadig tespit

edilmistir.
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Her bir ana¢ zaman kombinasyonlar1 arasinda fenolik miktarlarinda farkliliklar
oldugu tespit edilmistir. Bu farkliliklarin Troyer anacinda 8. giinde, Carrizo anacinda

7. glinde turung anacinda ise 9. giinde bagladig1 tespit edilmistir.

Her bir uygulama zaman kombinasyonlarinda anaglar arasinda fenolik miktarlarinda
fark tespit edilmistir. Tespit edilen bu farkliliklarin stres grubunda 9. giinde turung ve
Troyer anaglarinda 14. giinde ise Carrizo anacinda oldugu belirlenmistir. Kontrol
grubunda ise 7. 8. giinlerde Troyer ve Carrizo anaglarinda fenolik miktarlarinda

farklilik meydana gelmistir.
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Cizelge 4.27. Turunggil anaglarinin fenolik miktarina ait kovaryans alinmamis (ana¢ x zaman x uygulama) {i¢lii interaksiyonuna ait varyans
analizi ve Tukey Coklu Karsilagtirma Testi sonuglari

Fenolik (GAE mg?)

< Anag 0. Giin 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer 25,672+2,495 27,545+£2.219 31,662+2,411 33,410+2,862 36,025+2,396 35,124+2,015
f Stres Carrizo 23,308+2,495 28,159+2,219 29,776+2,411 29,527+2,862 32,637+2,396 29,776+2,015
8 Turung 30,398+2,495 31,269+2.219 32,512+£2.411 32,886+2,862 35,124+2.396 35,871+£2,015
; Troyer 22,811+£2,495 24,055+£2,219 23,930+£2,411 24,552+2.862 25,174+2,396 24,179+2,015
Kontrol Carrizo 28,035+2,495 22,811+2,219 24,552+2 411 25,920+2,862 25,796+2,396 26,294+2,015
Turung 20,448+2,495 21,4434£2,219 21,443+£2.411 28,159+2,862 23,682+2,396 27,910+2,015

Cizelge 4.28. Turunggil anaglarinin fenolik miktarmna ait kovaryans alinmis (anag X zaman x uygulama) {iglii interaksiyonuna ait varyans analizi
ve Tukey Coklu Karsilastirma Testi sonuglari

Fenolik (GAE mg™)

< Anag 7.Giin 8.Giin 9. Giin 12.Giin 14.Giin
= Troyer a27,063+0,612Ca? a31,140+0,702 BCa®  a32,867+1,677 ABa®  a35,712+2,144 Aa? a35,212+2,174 ABa?
5 Stres Carrizo a29,712+0,635Aa% a31,456+0,729 Aa® ab31,278+1,741 Aa*  a33,643+2,226 Aa® b29, 494+2,257 Aa?
8 Turung a26,719+0,806Ca? a27,588+0,924 Ca® b27,754+2,208 Cb? a32, 174+2,823Ba* a36,698+2,862 Aa®
5 Troyer a26,035+0,651Aa% a26,074+0,747 Ab? b26,786+1,784 Ab? a26,458+2,282 Ab? a23,819+2,313 Ab?
Kontrol Carrizo b20,295+0,676Bb? b21,829+0,775 Bb? b23,083+1,851 ABb*  a24,165+2,367 ABb*  a26,751+2,400 Aa®
Turung ab25,457+0,767Ba? ab25,788+0,879 Ba® ab32,687+2,100 Aa®  a26,285+2,686 Bb® a27,180+2,723 Bb?

0.Giin: 25,111

Her bir anag¢ uygulama kombinasyonlarinda zamanlar arasi farkliliklar biiyiik harfler,

Her bir ana¢ zaman kombinasyonlarinda uygulamalar arasi farkliliklar kiigiik harfler (sagda),

Her bir uygulama zaman kombinasyonlarinda anaglar arasi farkliliklar kiigiik harfler (solda) ile gosterilmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler metabolik faaliyetlerini gergeklestirirken biinyelerinde bulundurduklar
suyun bir kismimi kaybetmektedirler. Kaybedilen bu suyu kokleri araciligiyla
topraktan yeteri kadar alamadiklar1 durumlarda ise kuraklik stresine girmektedirler
(Wilhite ve Glantz, 1985). Kuraklik stresi bitkilerde fizyolojik, morfolojik ve
biyokimyasal diizeyde bir¢ok degisime neden olarak bitkilerde biiylimeyi ve
gelismeyi olumsuz yonde etkilemektedir. Yapilmis olan bu tez galismasinda da 3
farkli turunggil anacinin kuraklik stresine karsi olan tolerans diizeyleri bazi fizyolojik
parametreler ve biyokimyasal analizler ile ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Kuraklik
uygulamalart Ssonucunda yapilan 6l¢iimler sonucunda Troyer ve Carrizo sitranjlarinin

turung anacina gore kuraklik stresine karsi daha toleransl olduklari tespit edilmistir.

Toprak nemi, toprakta bulunan suyun ve bu suyun bitkiler tarafindan alinabilirligini
belirlemek i¢in kullanilan bir 6l¢ii olarak bilinmektedir (Colak ve Baydar, 2015). Bu
nedenle toprakta bulunan nem miktar1 bitkilerin kuraklik stresine maruz kalip
kalmadiklarin1 belirleme ve bitkilerin hayatlariin  devamliligi  i¢in  Onem
tasimaktadir. Yapilmis olan bu tez c¢alismasinda toprak neminin, kontrole ve
uygulamanin ilk gilinline kiyasla tiim anaglarda azaldigi belirlenmistir. Toprak
neminde meydana gelen bu azalma kontrole kiyasla, Troyer anacinda %39, Carrizo
anacinda %48 ve turung anacinda %43 oraninda gergeklesirken uygulamanin ilk
giniine kiyasla Troyer ve Carrizo anaglarinda %35, turung anacinda ise %40
oraninda gerceklesmistir. Diger anaglara kiyasla turung anacinda uygulama siiresince
nem miktarinda daha fazla azalmanin ger¢eklesmis olmasi bu anacin yaprak yiizey
alani, yaprak sayis1 ve stoma sayis1 gibi 6zelliklerinin diger iki anaca gore daha farkl
olmast 1ile agiklanabilmektedir. Calismadan elde edilen sonuclar dogrultusunda
toprakta bulunan su miktarmin uygulama siiresince azaldigi buna bagh olarak
bitkilerin kuraklik stresine maruz kaldiklar1 diisiintilmektedir. Bu veriler literatiirde

bulunan kuraklik stresi tanimi ile uyum saglamaktadir.

Kuraklik stresi altinda bitki koklerinin yeteri kadar topraktan su alamamasina bagl
olarak yapraklarda bulunan su miktarinda azalma meydana gelmektedir. Bu
azalmaya bagli olarak bitkilerde stoma direncini arttirma veya iletkenligini azaltma,

stomalar1 kapatma gibi birtakim degisimler gerceklesmekte ve boylece de mevcut su
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igeriginin korunmasina ¢alisilmaktadir (Cirak ve Esendal, 2006; Taiz ve Zeiger,
2008). Yapilmis olan bu tez ¢aligmasinda, stoma iletkenliginin, kontrole kiyasla tim
anaclarda azaldigi belirlenmistir. Stoma iletkenliginde meydana gelen bu azalma
Troyer anacinda %5, Carrizo anacinda %10 ve turung¢ anacinda %28 oraninda
gerceklesmistir. Rahman vd. (2002), domates iizerinde yaptiklart bir g¢alismada
kuraklik stresi sirasinda yapragin oransal su igeriginin azaldigini ve buna bagl olarak
stoma iletkenliginde azalma meydana geldigini belirtmislerdir. Yapilan baska bir
calismada ise, kurakliga karsi tolerans seviyeleri farkli olan kavun genotiplerinin
strese bagli olarak stoma iletkenliklerinde azalma ve bu azalmanin ise strese karsi
tolerans gosteren genotiplerde daha az olarak gergeklestigi rapor edilmistir (Kiran vd.
2014). Giines vd. (2006), mercimek bitkisinin kurakliga maruz kalmasi sonucunda
stoma direncinin arttigini fakat direng¢ ve iletkenligin ters orantili olmasi nedeniyle
iletkenlikte azalmanin gergeklestigini belirtmislerdir. Yapilmis olan bu ¢aligmalar ve
bugday, cilek, elma, misir, fasiilye, domates ve karpuz gibi diger bitkilerde kuraklik
stresi sirasinda yapilmis olan diger calismalar, stoma iletkenliginin kuraklik stresi
sirasinda azaldigini gostermistir. Diger bitkilerden stoma iletkenligi ile ilgili olarak
elde edilen bu sonuglar yapilmis olan bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglarla
benzerlik gostermekte olup c¢alismamizin sonucunu desteklemektedir (Larbi ve
Melcliche, 2004; Ghaderi ve Siosemardeh, 2011; Cetinkaya, 2015; Rosales vd. 2012;
Siiytim, K. 2011).

Stres sirasinda, stomalarin kapanmasi ile beraber net fotosentez oraninda da
azalmalar meydana gelmekte ve bitki metabolizmasinda aksakliklar olusmaya
baglamaktadir (Lawlor ve Cornic, 2002). Metabolizmada meydana gelen bu
aksakliklar nedeni ile hiicrelerde ROT birikimi artmakta ve buna bagl olarak da lipit
peroksidasyonu gergeklesmektedir. Lipit peroksidasyonun, son {iriinlerinden birisi
olan MDA miktarinda meydana gelen degisim ise ROT iiretiminin bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1989). Yapilmis olan bu tez
calismasinda da MDA miktarinin kontrole kiyasla Troyer, Carrizo ve turung
anaglarinda arttigi belirlenmistir. MDA miktarinda ger¢eklesen bu artisin Troyer
anacinda %6, Carrizo anacinda %13 turung anacinda ise %197 oraninda gerceklestigi
tespit edilmistir. Bu tez calismasindan elde edilen sonuglara benzer olarak Rangpur
Laym (kurakliga toleransli) ve Sunki maravilha (kurakliga hassas), Carrizo sitranji
(kurakliga toleransli) ve Kleopatra mandarini (kurakliga hassas) gibi farkli turunggil
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genotiplerini kapsayan ¢aligmalarda da kuraklik stresi sirasinda MDA miktarlarinda
artiglar oldugu belirlenmistir. Belirlenen bu artis oranlar1 ise kurakliga hassas
genotiplerde daha fazla ve toleranshi genotiplerde ise daha az olarak gergeklestigi
tespit edilmistir (Neves vd., 2017; Zandalinas vd., 2017). Ayrica bu ¢alismalarin
disinda, tiitlin, muz, mas fasulyesi, kavak, yonca, sufen, misvak agaci, cavdar,
miirdiimiik, biber, misir ve ¢im gibi farkli bitkilerde kuraklik stresi sirasinda ¢eltik,
lahana domates, misir gibi bitkilerde tuz stresi ve sicaklik stresleri sirasinda MDA
miktarlarinda artiglarin oldugu rapor edilmistir (Su vd., 2017; Chai vd., 2005; Dutta
vd., 2016; Yu vd., 2017; Flippou vd., 2011; Rangani vd. 2018; Pan vd. 2018; Cai-
Xiong vd., 2016; Kumar-Patel vd., 2011; Carrasco ve Pinto, 2014; Shi vd., 2012;
Hasannuzzaman vd., 2014; Soengas vd. 2018; Shakir vd., 2018; Anjum vd., 2017).
Sonug olarak yapilmis olan bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar literatiirde
bugiine kadar MDA miktar1 ve abiyotik stresler konusunda gerek turunggillerde
gereckse diger bitki tiir ve c¢esitlerinde elde edilmis sonuglarla benzerlik

gostermektedir.

Kuraklik stresine bagli olarak bitki biinyesinde ortaya ¢ikan ROT’lardan birisi de
H20.’dir ve oksidatif hasara yol agmasi nedeniyle de metabolizma i¢in oldukga
zararli bir bilesendir (Azevedo Neto vd., 2005). Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda elde
edilen sonuglar, H2O> miktarmin kontrole kiyasla Troyer, Carrizo ve turung
anaglarinda arttig1 belirlenmistir. H2O, miktarinda meydana gelen bu artigin Troyer
anacinda %2,4, Carrizo anacinda %13 turun¢ anacinda ise %49 oraninda
gerceklesmistir. Elde edilen bu sonuglar daha 6nce kuraklik stresi sirasinda susam
bitkisine ait Yekta (kurakliga toleransli) ve Darab (kurakliga hassas), ¢im bitkisine
ait Tifgreen (kurakliga toleransli) ve Yukon (kurakliga hassas), elma bitkisine ait
Garnem (kurakliga toleransli) ve Myrobolan 29 (kurakliga hassas), su stimbiilii
bitkisine ait HR (kurakliga toleransli) ve ND4 (kurakliga hassas), misir bitkisine ait
Llutena (kurakliga toleransli) ve Jubilee (kurakliga hassas), tiitiin bitkisine ait LJ851
(kurakliga toleransli) ve JX6007 (kurakliga hassas) ve ¢avdar bitkisine ait Abundant
10 (kurakliga toleransli) ve Adrenalin 11 (kurakliga hassas) genotipleri ile yapilan
calismalarla benzerlik gostermis ve farkli genotipler kullanilarak yapilan bu
caligmalarda strese bagli olarak H20: miktarinin arttigit ve bu artisin hassas

genotiplerde toleransli olarak bilinen genotiplere kiyasla daha fazla olarak
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gerceklestigi rapor edilmistir (Fazeli vd., 2007; Shi vd., 2012; Ipek, 2015; Ren vd.,
2015; Anjum vd., 2017; Su vd., 2017; Pan vd., 2018).

Bu calismalarin yani sira yapilan baska calismalarda, bor uygulamasi sonrasinda
domateste, tuz stesi altinda turuncggiller ve geltikte, yiiksek sicaklik stresi sirasinda
ise lahana bitkisinde H20. miktarmin arttigina dair sonuglarin elde edildigi rapor
edilmistir (Cervilla vd., 2007; Arbona vd. 2003; Hasannuzzaman vd., 2014; Soengas
vd., 2018). Farkli arastirmacilarin elde etmis olduklar1 bu sonuglar yapilmis olan bu

tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.

Yapilmis olan bu tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar kontrole kiyasla protein
miktarinin Troyer ve Carrizo anaglarinda sirast ile %29 ve %19 oraninda arttigini
turung anacinda ise %6 oraninda azaldigini gostermistir. Calismada Troyer ve
Carrizo anaglarinda protein miktarmin artmasi strese karsi adapte olmalari veya
stresten etkilenmemis olmalar1 ile agiklanabilirken turung anacinda protein
miktarinin azalmasi ise turung bitkilerinin kuraklik stresinden etkilendiklerini ve
bunun  sonucunda ise  proteinlerde  degradasyonun  gerceklestigi ile
aciklanabilmektedir. Ahmad ve Basra (1998), bezelye bitkisinde yaptiklar1 bir
calismada kuraklik stresi sirasinda bitkilerin protein miktarinda bir siire artis
meydana geldigini ve bunun ardindan azalma gercgeklestigini tespit etmislerdir.
Hashas bitkisinde Kiling (2011), tarafindan yapilmis olan bir diger ¢alismada ise
hafif kuraklik stresi sirasinda protein miktarinda artis goézlenirken siddetli kuraklik
stresi sirasinda ise protein miktarinda azalis gézlemlenmistir. Yapilmis olan bu tez
calismas1 kapsaminda da cevresel streslere karsi toleransli olarak bilinen Troyer ve
Carrizo anaglart igin uygulanmis olan kuraklik stresi hafif kuraklik olarak
algilanirken strese karsi hassas olarak bilinen turung anacinda ise uygulanan stres
siddetli kuraklik olarak algilandig diisiiniilmektedir. Yonca bitkisine ait kurakliga
dayanim yoniinden farkli ozelliklere sahip Longzhong (Kurakliga toleransli) ve
Gannong No:3 (kurakliga hassas) genotipleri kullanilarak yapilan bir bagka
calismada ise protein miktarmin toleransli genotipte artarken hassas genotipte
azaldig1 tespit edilmistir (Zhang ve Shi, 2018). Bu durumun stres sirasinda
proteinlerin pargalanmasini diizenleyen ubikutin tasiyict enzimin aktivitesinin,
Gannong No:3 genotipinde daha fazla olmasindan dolay1 hassas genotipte

proteinlerin  azaldigmi  belirtmislerdir. Ayrica bu azalmanm, proteinlerin
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translokasyonunu saglayan ve yanlis katlanmig proteinlerin diizeltilmesinde yer alan
transkonon ile iliskili proteinlerin birikiminin hassas g¢esitte daha az gerceklesmesi
sonucunda protein miktarinda azalma gerceklestigi ancak dayanikli genotipte bu
azalmanin daha az olarak gerceklesmesi veya azalma ger¢eklesmemesine bagli
olarak protein miktarinda artislarin gergeklestigi seklinde agiklanmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglarin diger aragtirmacilarin elde ettigi sonuglar ile
benzer oldugu ve protein miktarlarinda meydana gelen degisimlerin arastirmacilarin

belirttigi sebeplerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Kuraklik stresine bagli olarak bitkiler de oksidatif stres meydana gelmektedir.
Oksidatif stresin sonucunda ise serbest radikaller olarak bilenen ROT’larmn tiretimi
gerceklesmektedir. Bitkiler olusan bu radikalleri etkisiz hale getirip stresi tolere
edebilmek i¢in SOD, KAT, APX ve GR gibi antioksidan enzimleri kullanmaktadirlar
(Manivannon vd., 2007). SOD enzimi, hiicrelerde bulunan O2yi, H202’ye
doniistiirerek antioksidan savunmanin ilk adimini baslatmaktadir (Dixit vd., 2001).
Bu tez ¢alismasinda, SOD enzim aktivitesinin, kontrole ve uygulamanin ilk giiniine
kiyasla Troyer, Carrizo ve turung anaglarinda azaldigi belirlenmistir. SOD
aktivitesinde gergeklesen bu azalma anaglarda kontrole kiyasla sirasi ile Troyer
anacinda %37, Carrizo anacinda %33 turun¢ anacinda ise %18 oraninda
gerceklesirken, uygulamanin ilk giiniine kiyasla Carrizo anacinda %44 oraninda,
turung anacinda %45, Troyer anacinda ise %27 oraninda gergeklesmistir. Troyer
anacinda uygulamanin 9. giiniinde meydana gelen aktivite artisinin ardindan azalma
gozlemlenirken diger anag¢ cesitlerinde ise uygulamanm ilk giiniinden itibaren
belirgin bir azalma tespit edilmistir. Alexiva vd. (2001), yapmis olduklart bir
caligmada, kuraklik stresi sirasinda bugday bitkisinde 7. giinde ¢im bitkisinde ise 18.
giinde SOD aktivitesinin azaldigini belirlemislerdir. Aymi sekilde, Xu vd. (2011),
kurakliga toleranslar1 farkli iki ¢im cesidinde kurakliga karsi toleransl gesitte stres
uygulamasinin 22. giinliinde, hassas c¢esitte ise 18. giiniinde SOD aktivitesinin
azalmaya bagladigini bildirmislerdir. Chai vd. (2005), in vitro sartlarda ¢ogalttiklar: 2
muz gesidinde kuralik stresine bagli olarak SOD enzim aktivitesinde azalmalar tespit
etmiglerdir. Neves vd. (2017), iki farkli turunggil ¢esidinde kuraklik stresine maruz
kalma siirelerine bagl olarak antioksidan miktarlarinda meydana gelen degisimleri
arastirdiklari bir ¢alismalarinda bitkilerin bir kere strese maruz kalmalar1 durumunda

SOD enzim aktivitesinde degisimin meydana gelmedigini ancak bu stres uygulamasi
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tic kere gerceklestirildiginde enzim aktivitesinin arttigini bildirmislerdir. Zandalinas
vd. (2017), kurakliga tolerans yoniinden farkli 6zellige sahip iki turunggil anacina
uyguladiklar1 kuraklik stresi sonucunda Carrizo anacinin kontrole kiyasla SOD
aktivitesinde azalis meydana gelirken, Kleopatra mandarininde SOD aktivitesinde
artis meydana geldigi rapor edilmistir. Carrizo anacinda yapilmis olan baska bir
calismada ise, tuz stresi uygulamasi sonucunda 4. giinde, kuraklik stresi uygulamasi
sonucunda 10. giinde SOD aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Arbona vd., 2006;
Perez-Clemente vd., 2012). Carrizo sitranjima ait SOD aktivitesi ile ilgili gesitli
calismalardan elde edilen sonuglar, bu ¢alismada edilen sonuglar ile uyum
saglamamaktadir bu uyumsuzlugun stres planlamasindan, bitkide iiretilen sliperoksit
radikalinin yetersizliginden veya SOD enzim analizi sirasinda meydana gelmis olan
bazi aksakliklardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Soengas vd. (2018) 1s1 stresi
uyguladiklar1 lahana bitkilerinde 20°C’de, Zhang ve Shi (2018), ise ozmotik stres
uyguladiklari domates bitkilerinin stres uygulamasinin 9. giiniinden itibaren SOD
aktivitesinin azalmaya basladigini tespit etmislerdir. Reddy vd. (2004), dut bitkisinde
-2.5 Mpa’da, Zlatev vd. (2006), soya fasulyesinde 14. giinde, Pan vd. (2018), ise
cavdar bitkisinde 7. glinde kuraklik stresi sirasinda SOD aktivitesinin arttigin
bildirmislerdir. SOD aktivitesinin, farkli veya ayni bitki tiirlerinde bazen artis ve
bazen de azalislarin oldugu ve bazen de hi¢ degisim gostermeyerek ayni diizeylerde
kaldigi rapor edilmistir. Literatiirde bulunan bu ¢alismalar bu tez ¢alismasi
kapsaminda SOD aktivitesine iliskin elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.
Bugiine kadar bu konuda yapilmis olan arastirmalarda aymi bitki cesitlerinin
kullanildigr durumlarda bile SOD aktivitelerinin farkli oldugu goriilmektedir.
Meydana gelen bu farkliliklar {izerinde stresin siiresi, siddeti, kullanilan bitkilerin
yast, bilyiime kosullari gibi parametrelerin etkili oldugu bildirilmektedir (Sgherri vd.
2000, Sairam ve Srivastava 2001). Ayn1 zamanda, SOD aktivitesinin bu denli farkli
sonuclar gostermesi enzimin farkli izoformlarinin olmasi nedeniyle her izoformun
kuraklik stresine karsi 6zel tepkiler vermesi ile aciklanmaktadir (Navari-1zzo ve

Rascio, 1999).

SOD araciligiyla veya kendiliginden olusan H2O2’nin zararsiz hale getirilmesi
gerekmektedir. Bu doniisim KAT ve APX enzimleri tarafindan gergeklestirilerek
hiicrelerde bulunan H2O; bitkiler i¢im daha zararsiz formlara doniistiiriilmektedir (El-

Beltagi ve Mohamed, 2013). KAT ve APX ile ilgili yapilan ¢alismalarda stresler
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sirasinda bu enzimleri kodlayan genlerin ifade profilleri incelendiginde strese bagl
ifade seviyelerinde artislarin oldugu belirlenmistir (Millar vd., 2003). Yapilmis olan
bu tez calismasi kapsaminda da tiim anaglarda kontrole kiyasla KAT aktivitesi
bakimindan artislarin oldugu belirlenmistir. Meydana gelen bu artiglarin Troyer,
Carrizo ve turung anaglarinda sirasi ile %35, %25 ve %3 oraninda gergeklestigi
belirlenmistir. Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin KAT aktivitelerinin, strese
maruz kalmamis kontrol bitkilerine gore daha yliksek olmasi stres sirasinda liretimi
artan H;O2’nin detoksifikasyonu i¢in KAT’in etkin bir role sahip olmasindan
kaynaklandig: diisiinilmektedir (Nayyar ve Gupta, 2006). Kuraklik stresi ile ilgili,
misir bitkisine ait Dong Dan 80 (kurakliga toleransli) ve Run Nong 35 (kurakliga
hassas) genotipleri, turunggillere ait Rangpur Laym ile Carrizo anaglari (kurakliga
toleransli) ve Sunki maravilha ile Kleopatra mandarini (kurakliga hassas) ve arpa
bitkisine ait Abundant 10 (kurakliga toleransli) ve Adrenalin 11 (kurakliga hassas)
genotipleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda toleransh olarak bilinen genotiplerin KAT
aktivitesinin hassas genotiplere gore daha yiiksek oldugu arastirmacilar tarafindan
rapor edilmistir (Anjum vd., 2017; Neves vd., 2017; Zandalinas vd., 2017; Pan vd.,
2018). Yapilan diger ¢aligmalarda da soya fasiilyesi, muz, turunggil, susam, boriilce,
biber, geltik, geven, miirdiimiik, tiitiin ve yonca gibi farkli bitkilerde farkli stresler
sirasinda KAT aktivitesinde artiglarin oldugu bildirilmistir (Velikova vd., 2001,
Reddy vd., 2004; Arbona vd., 2006; Fazeli vd., 2007; Nair vd., 2008; Kumar- Patel
vd., 2011; Hasannuzzaman vd., 2014; Ren vd., 2016; Chai- Xiong vd., 2006; Su vd.,
2017; Zhang ve Shi, 2018). KAT enzim aktivitesi ile ilgili olarak literatiirde bulunan
arastirmalarin sonuglari bu tez calismasindan elde edilen sonuglarla benzerlik
gostermektedir. Diger bitkilerde oldugu gibi bu ¢alismada da kuraklik stresi sirasinda
KAT enzim aktivitesinde artiglar ger¢eklesmis ve bu artiglar toleransli gesitlerde

hassas ¢esitlere gore daha fazla olarak belirlenmistir (Sairam vd., 2004).

Antioksidan mekanizmanin tgiincii enzimi olarak bilinen APX enzimi, elektron
vericisi olarak askorbati kullanarak stresler sirasinda kloroplast ve sitozolde iiretilen
H202’nin su ve MDHA’ya doniisiimiinii saglayan Asa-GSH dongiisiiniin anahtar
enzimidir (Karuppanapandian vd., 2011; El-Beltagi ve Mohamed, 2013). Bu
calismada, tiim anaglarda kontrole kiyasla APX aktivitesi bakimindan artis
gerceklestigi belirlenirken, bu artisin Troyer, Carrizo ve turung anacglarinda sirasi ile

%31, %32 ve %5 oraninda gergeklestigi belirlenmistir. Turunggil bitkisine ait
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Rangpur Laym ile Carrizo (kurakliga toleransli) anaglari ve Sunki marvilla ile
Kleopatra mandarini (kurakliga hassas) genotipleri arasinda, nohut bitkisine ait
Macrocarpa (kurakliga toleransli) ve Microcarpa (kurakliga hassas) genotipleri,
fasiilye bitkisine ait Prelom (kurakliga toleransli) ve Dobrudjanski (kurakliga hassas)
genotipleri, ¢avdar bitkisine ait Abundant 10 (kurakliga toleransli) ve Adrenalin 11
(kurakliga hassas) genotipleri ve yonca bitkisine ait Longzong (kurakliga toleransli),
ve Gannong (kurakliga hassas) genotipleri kullanilarak yapilan kuraklik stresi
caligmalarinda toleransli olarak bilinen genotiplerin APX aktivitelerinin hassas
genotiplere gore daha yiiksek oldugu rapor edilmistir (Nayyar vd., 2006; Zlatev vd.,
2006; Neves vd., 2017; Zandalinas vd., 2017; Pan vd., 2018; Zhang ve Shi, 2018).
Bu calismalarin disinda tiitiin, muz, turunggil, bodur kiraz, hiyar, miirdiimiik, misir
bitkilerinin kuraklik stresi sirasinda kullanildig1 diger ¢alismalarda, celtik, turunggil
bitkilerinde tuz stresi sirasinda, su stimbiilii, domates, bugday ve siyah mercimek
bitkilerinde agir metal stresi sirasinda APX aktivitesinde artiglarin  oldugu
bildirilmistir (Badawi vd., 2004; Chai vd., 2005; Perez- Clemente vd., 2012; Ren vd.,
2016; Fan vd., 2014; Cai-Xiong vd., 2006; Anjum vd., 2017; Hasannuzzaman vd.,
2014; Arbona vd., 2003; Malar vd., 2014; Cervilla vd., 2007; Khan vd., 2007; Singh
vd., 2008). Yapilmis olan bu tez ¢alismasi kapsaminda da APX aktivitesine yonelik
elde edilen sonuglar yukarida 6zetlendigi gibi gerek kuraklik stresi ile ilgili gerekse
de diger stresler ile ilgili olarak turunggiller veya diger bitkiler kullanilarak yapilmig

olan calismalar tarafindan da desteklenmektedir.

Antioksidan sistemin Onemli bir bileseni olan GR enzimi, elektron vericisi olarak
NADPH’y1 kullanarak stresler sirasinda okside olan glutatyonun indirgenmis
glutatyona doniisiimiinii saglayan AsA-GSH dongiisiiniin son basamaginda yer alan
enzim olarak bilinmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). Farkli aragtirmacilarin farkl stres
kosullarinda, biber, Arabidopsis thaliana, domates, bamya, ¢im, musir, ¢eltik ve
kavak bitkilerinde gergeklestirdikleri ¢alismalarda GR aktivitesinin genel olarak
arttigin1 belirlemislerdir (Leon vd., 2002; Skorzynska-Polit vd., 2004; Cervilla vd.,
2007; Kusvuran vd., 2012; Shi vd., 2012; Hasannuzzaman vd., 2014; Yu vd., 2017).
Bu calismada ise, kuraklik stresi uygulamasi sonucunda kontrole kiyasla Troyer ve
Carrizo anaglarmin GR aktivitelerinde sirasi ile %20 ve %50 oraninda artis meydana
gelirken, turung anacinin GR aktivitesinde ise %24 oraninda azalma meydana geldigi

gelmistir. Bu ¢alismadan alinan sonuca benzer olarak Arbona vd. (2003), tuz stresi
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uyguladiklart Carrizo anacinda GR aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir. Kuraklik
stresine kars1 tolerans diizeyleri farkli muz ve farkli bodur kiraz genotiplerine
uygulanan kuraklik stresleri sonucunda kurakliga karsi tolerans gosteren genotiplerin
GR aktivitelerinde strese tepki olarak artis belirlenmis; hassas olan genotiplerde ise
GR aktivitelerinde azalmalarin oldugu tespit edilmistir (Chai vd., 2005; Ren vd.,
2016). Zandalinas vd. (2017), turunggil bitkisine ait Carrizo sitranji (kurakliga
toleransl) ve Kleopatra mandarin (kurakliga hassas) genotiplerine uyguladiklar
kuraklik stresi sonucunda her iki genotipte de GR aktivitesinin artigin1 ancak artigin
toleransli genotipte daha fazla oldugu rapor edilmistir. Toleransli genotipten elde
edilen verilerin bu tez calismasinda elde edilen veriler ile tamamlayici nitelikte
oldugu gozlemlenirken, hassas genotipten elde edilen verilerin bu caligma ile zit
yonde oldugu goriilmektedir. Arada ki bu zitligin, hassas genotip olarak olarak
kullanilan genotiplerin farkliligindan ve stres kosullarindan veya uygulanmis olan

streslerin siirelerinin farkliligindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Enzimatik olmayan antioksidanlar, ROT gibi zararh bilesenleri ve peroksit tiriinlerini
cesitli yollar ile detoksifikiye ederek stresler ile miicadele sirasinda yardimci
olmaktadirlar (Gill ve Tuteja, 2010). En yaygin bilinen antioksidanlardan birisi olan
askorbik asit direkt olarak ROT detoksifikasyonu yaparak oksidatif stres kaynakli
Olugabilecek zararlarin  Onlenmesine yardimci olan hidrofilik yapida bir
antioksidandir (Jaleel vd., 2009). Yapilan bu calismada da, kuraklik stresi
uygulamasi siiresince tiim anaglarda, kontrole kiyasla AA miktarlarinda artis
gerceklestigi belirlenmistir. Meydana gelen bu artis Troyer anacinda %43, Carrizo
anacinda %44, turun¢ anacinda ise %33 oraninda gergeklestigi belirlenmistir. Misir
bitkisine ait Dong Dan 80 (kurakliga toleransli) ve Run Nong 35 (kurakliga hassas)
genotipleri ve elma bitkisine ait Garnem (kurakliga toleransli) ve Myrobolan 29C
(kurakliga hassas), nohut bitkisine ait AWC611 (kurakliga toleransli) ve ILC8617
(kurakliga hassas) genotipleri ile yapilan kuraklik stresi ¢aligmalarinda genotiplerin
AA miktarlarinda artiy meydana geldigi rapor edilmistir ve bu artisin toleransh
genotiplerde daha belirgin olduguna vurgu yapilmistir (ipek vd., 2015; Anjum vd.,
2017). Bu galismalarin yanmi sira, dut, liziim, ayg¢igegi, nohut, boriilce, susam ve
kavun gibi bitkilerde yapilan ¢alismalarda da kuraklik stresi altinda askorbik asit
miktarlarinda artiglarin olduguna dair sonuglar bulunmaktadir (Reddy vd., 2004,
Zonouri vd., 2004; Keles ve Unyayar, 2004; Nayyar vd., 2006; Nair vd., 2008;
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Somasundaram vd., 2009; Kusvuran, 2010). Ayni zamanda, Arbona vd. (2003),
turuncgil bitkisine ait Carrizo anacinda tuz stres uygulamasi sonunda askorbik asit
miktarinda artis meydana geldigini bildirmislerdir. Yapilmis olan bu tez c¢alismasi
kapsaminda elde edilen sonuglarin, turunggiller ve diger bitkilerde cevresel stresler
sirasinda  AA  miktarlarindaki artiglarla ilgili olarak benzerlikler gosterdigi

goriilmektedir.

Kuraklik stresi sirasinda miktarinda degisimlerin oldugu bildirilmis bir diger
antioksidan bilesen fenolikler maddelerdir. Fenolikler, bitki biinyesinde bulunan
sekonder metabolitler olarak bilinmekte olup stresler sirasinda hiicrelerde iiretilen
ROT’lar ile etkilesime girerek onlar1 kendilerine baglamalar1 nedeniyle stresler
sirasinda olduk¢a 6nemli olan maddelerdir (Reyes ve Zevallos, 2003; Berli vd.
2010). Farkli stres kosullar1 sirasinda stres ile miicadele i¢in bitkilerde fenolik
miktarinda artiglarin meydana geldigi bilinmektedir (Singh vd., 2000). Bu ¢alismada
ise kuraklik stresi uygulamasi sonucunda, tiim anaglarin kontrole kiyasla fenolik
miktarlarinda artis gergeklestigi belirlenmistir. Meydana gelen bu artisin Troyer
anacinda %25, Carrizo anacinda %33 turung anacinda ise %9 oraninda gerceklestigi
belirlenmistir. Dutta vd. (2016), tarafindan kuraklik stresine karsi tolerans seviyeleri
farkl1 iki mas fasiilyesi genotipi arasinda yapilmis olan bir ¢alismada stres sirasinda
fenolik madde miktarlarinda artiglarin meydana geldigi ancak bu artisin toleransh
genotipte daha fazla oldugu bildirilmistir. Yine ayni sekilde misir bitkisinde yapilmis
olan bir ¢caligmada fenolik miktarinin strese bagli olarak arttigi ve bu artisin toleransh
olarak bilinen Dong Dan genotipinde daha fazla oldugu rapor edilmistir (Anjum vd.
2017). Arbona vd. (2006), turunggillerde Carrizo anaci lizerinde yaptiklari bir
caligmada tuz stresi sirasinda bitkilerin fenolik miktarlarinda artiglarin oldugu rapor
edilmistir. Yapilmis olan bu ¢alismalarin yani sira kuraklik stresi sirasinda domates
bitkisinde, yiiksek sicaklik stresi sirasinda lahana bitkisinde, UV-B stresi sirasinda
ise brokkoli bitkisinde fenolik miktarinda artislarin oldugu belirlenmistir (Rodriguez
vd., 2010; Soengas vd., 2018; Topgcu vd., 2018). Rivero vd. (2001), domates
bitkisinde soguk ve yiiksek sicaklik stresleri sirasinda fenolik miktarlarinin arttigini
ve bu artigin fenilalanin amonyum liyaz (PAL) enzimine bagh olarak gerceklestigini
belirtmislerdir. Yapilmis olan bu tez ¢alismasi kapsaminda da fenolik miktarlarina
dair elde edilen sonuglarin farkli aragtirmacilarin yapmis oldugu calisma sonuglari ile

benzerlikler gosterdigi ve fenolik miktarlarinda ki bu artiglarin Rivero vd. (2001),
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tarafindan belirtildigi gibi artisin  PAL enzimine bagl olarak gercgeklestigi

distiniilmektedir.

Sonug olarak, toprak nem 6l¢iim sonuglarina gore bitkilerin saks1 nem miktarlarinda
uygulama boyunca azalmalar meydana gelmistir. Nem miktarinda gergeklesen
azalmalar dogrultusunda kuraklik stresi altinda Troyer, Carrizo ve turung anaglarinda
birtakim metabolik degisimler gergeklesmistir. Stres gostergesi olarak bilinen MDA
ve H20; miktar1 incelendiginde tiim anaglarda artislarin meydana geldigi ancak bu
artiglarin turung anacinda diger anaglara gore kontrole kiyasla daha fazla oldugu
belirlenmistir. Protein miktarinda gerceklesen degisimler incelendiginde ise kuraklik
stresi sirasinda protein miktarinin turung anacinda azalirken diger anaglarda arttigi
belirlenmistir. Stresler sirasinda bitki savunma sisteminde yer alan antioksidan enzim
aktivitelerinde ve enzim olmayan antioksidan miktarlarinda meydana gelen
degisimler incelendiginde ise SOD aktivitesi tiim anaglarda azalirken, GR
aktivitesinin sadece turung anacinda azaldigi tespit edilmistir. Ayrica KAT ve APX
enzim aktivitelerinin, askorbik asit ve fenolik miktarinin tiim anaglarda arttig1 ancak

meydana gelen artislarin turung anacinda daha az gergeklestigi belirlenmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda Troyer ve Carrizo anaglarinin turung anacina gore
kuraklik stresine daha dayanikli oldugu belirlenmistir. Bu dayaniklilik, anaglarin
stres  kosullar1 altinda  gelistirmis olduklar1 savunma mekanizmalarinin
farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Her ii¢ anacinda antioksidan
enzim aktiviteleri incelendiginde Troyer ve Carrizo anaglarinin antioksidan enzimleri
daha fazla sentezledigi ve bu sayede stres sartlarina dayanim sagladigi belirlenmistir.
Troyer ve Carrizo anaglari stres sirasinda bitki biinyesinde biriken H202’yi ve
MDA’y1 sentezlemis olduklar1 KAT ve APX enzimleri ile bertaraf ederken turung
anac1 ise daha az enzim aktivitesi gerceklestirerek dayanikliligi saglamaya
calismistir. Troyer ve Carrizo anaglar1 stres altinda GR sentezi yaparak membran
zararlanmasint azaltmig ve sonugta fotosentezi ve yasamin devamini saglayarak
kuraklik stresine dayanikliligi artirmistir. Ayrica Troyer ve Carrizo anaglar1 turunca
gore daha yiiksek askorbik asit ve fenolik madde sentezi gergeklestirerek hiicrelerde

biriken ROT’larin daha etkin bir sekilde detoksifikiye edilmesini saglamiglardir.
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Calisma sonuglarina gore streslere dayanikli bitki tiir ve gesitlerinin se¢iminde veya
gelistirilmesi asamasinda hiicrelerde birikimleri artan ROT’lara kars1 bitki savunma
mekanizmasinda gorev alan antioksidan savunma sistemlerinde meydana gelen
degisimlerin belirlenmesi streslere dayanikli bitki gelistirilmesi bakimindan olduk¢a

onemli olarak goriilmektedir.

Hiicrelerin biiyiik bir yiizdesini su olusturmasi nedeniyle, biliylime ve gelismenin
devamlilig1 hiicrelerdeki su miktarinin korunmasina bagli olmaktadir. Hiicrelerde su
noksanligi olustugu durumlarda yani bitkiler kurakliga maruz kaldiginda ise
fotosentez ve solunumda azalma buna bagli olarak da biiyiimenin, gelismenin
yavaglamasi ve verim ve kalitenin azalmasi gibi istenilmeyen durumlar ortaya
¢ikmaktadir. Bu nedenle de strese dayanim mekanizmalarinin 6zellikle de kuraklik
stresine dayanimin mekanizmasinin agiga ¢ikarilmasi ve streslere karsi dayanikli
bitkilerin gelistirilmesi agisindan oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismadan
elde edilen sonuglar bundan sonra basta turuncgiller olmak {izere bitkilerde kuraklik
ve/veya diger c¢evresel streslere karst dayanikli bitki tiir ve ¢esitlerinin
gelistirilmesine ve bu konularda yapilacak olan calismalara katkida bulunacaktir.
Ayn1 zamanda bundan sonra bu konularda yapilacak olan galigsmalarda stresler
sirasinda bitkilerde hem biyokimyasal hem de molekiiler diizeyde bir¢ok degisikligin
meydana geldigi disiiniiliirse streslere dayanikli bitki iiretiminde veya streslere
dayanimin mekanizmasinin daha 1iyi anlagilmast bakimindan yapilacak olan
caligmalarda biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarin kombine bir sekilde

incelenmesinin daha daha yararli olacag: diisiiniilmekte ve yapilmasi 6nerilmektedir.
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