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COKLU STRESLERE MARUZ BIRAKILAN CELTIK (ORYZA SATIVA L))
YAPRAKLARINDA EKSOJEN SKANDiYUM (Sc)’UN REAKTIF OKSIiJEN
TURLERI (ROS) ve ANTIOKSIDAN SAVUNMA SiSTEMI UZERINE
ETKILERI
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2019, 81 Sayfa
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Doc.Dr. Ceyda OZFIDAN-KONAKCI

Tuz ve/veya kuraklik stresleri bitkide, sodyum (Na®) klorir (CI) alimimi, bitki biiyiime ve
gelisimini olumsuz yonde etkileyen ve bunlarin sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olugmasina
neden olan en dnemli stres faktorleri arasindadir. Bunlara bagli olarak kloroplastlarda stiperoksit anyon
radikali (O,*"), hidrojen peroksit (H,0,) ve hidroksil radikali (OH®) gibi ROS iiretiminde artisa neden
olmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, tuz (100 mM) ve/veya kuraklik (PEG %5) altindaki ¢eltik (Oryza sativa
L.) fidelerindeki fotosentetik, biyokimyasal ve fizyolojik parametreler (zerine nadir toprak
elementlerinden (NTE) olan skandiyum’un (Sc) (25-50uM) etkilerinin degerlendirmektir. Sonuglar, stres
kogullar1 altinda blyime (RGR), bagil su igerigi (RWC), ozmotik potansiyel (W) ve fotosentetik
verimde (F,/F) 6nemli azalmalara neden oldugunu gostermistir. Stres kosullarinda prolin igeriklerinde
onemli degisimler olmamasina ragmen, kombine stres uygulamasi disindaki Sc (25 uM) uygulamasinda
prolin igeriklerinde artig olmustur. Tuz ve/veya kuraklik stresleri altindaki celtik fidelerinde superoksit
dismutaz (SOD) katalaz (CAT) peroksidaz (POX) ve glutatyon redilktaz (GR) aktivitelerinde azalmalar
goriilmiigtiir. Bunlardan dolayr tuz ve/veya kuraklik stresiyle hidrojen peroksit (H,O,) ve lipid
peroksidasyonu (TBARS miktar1) artig gozlemlenmistir. Glutatyon-S-transferaz (GST) ve NADPH
oksidaz (NOX) aktivitelerinde 6nemli degisimler goriilmemistir. Stresle birlikte Sc uygulamalar
antioksidan enzim aktivitelerini indiiklemistir. Sonug olarak, Sc ve stres faktorleri celtik bitkisinde stresle
artan oksidatif hasarin etkilerini iyilestirmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan enzim, celtik (Oryza sativa L.), kuraklik, oksidatif stres,
skandiyum, tuz
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MS THESIS
EFFECTS OF EXOGENOUS SCANDIUM (Sc) ON REACTIVE OXYGEN
SPECIES (ROS) AND ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM IN LEAVES OF
RICE (ORYZA SATIVA L.) SEEDLINGS EXPOSED TO MULTIPLE STRESSES
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Salt and / or drought stresses are among the most important stress factors in the plant, which
affect the uptake of sodium (Na®) chloride (CI) in a negative way, which leads to the formation of
reactive oxygen species (ROS). Depending on these, it causes an increase in ROS production such as
superoxide anion radical (O,*"), hydrogen peroxide (H,O,) and hydroxyl radical (OH®) in chloroplasts.
The aim of this study was to evaluate the effects of the scandium (Sc) (25-50uM) one of the rare earth
elements (REE), on photosynthetic, biochemical and physiological parameters in rice (Oryza sativa L.)
seedlings under salt (100 mM) and / or drought (PEG %b5). The results showed that growth (RGR),
relative water content (RWC), osmotic potential (W;) and photosynthetic efficiency (Fv/Fm) resulted in
significant reductions under stress condition. Although there were no significant changes in the content of
proline under stress conditions, there was an increase in proline contents in Sc (25 uM) application except
for the combined stress applications. Decreases in the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT), peroxidase (POX), and glutathione reductase (GR) were observed in rice seedlings under salt
and/or drought stresses. Therefore, hydrogen peroxide (H,O,) and lipid peroxidation (amount of TBARS)
increased with salt and/or drought stress. There were no significant changes in the activities of
glutathione-S-transferase (GST) and NADPH oxidase (NOX). Sc applications with stress induced
antioxidant enzyme activities. As a result, Sc and stress factors ameliorate the effects of oxidative damage
increased by stress in rice plant.

Keywords: Antioxidant enzyme, rice (Oryza sativa L.), drought, oxidative stress, scandium,
salt
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

%: Yizde

H,0O,: Hidrojen peroksit
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OH’: Hidroksit radikali

Kisaltmalar

APX: Askorbat peroksidaz

CAT: Katalaz

DAB: 3.3’-diaminobenzidin tetrahidroklorid
DHAR: Dehidroaskorbat rediiktaz
EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit
g: Gram

GST: Glutatyon-S-transferaz

GR: Glutatyon rediktaz

KA: Kuru agirlik

KCN: Potasyum siyandiir
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RWC: Nispi su igerigi
Sc:Skandiyum

SOD: Superoksit dismutaz

TA: Turgorlu agirlik

TBA: Tiobarbdtirik asit

TCA: Trikloroasetik asit
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pg: Mikrogram
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1. GIRIS

Nadir toprak elementleri (NTE) 15 adettir. Bunlarin hepsine birden lantanidler
denilmektedir. Lantanidler atom numarast 57 (lantan) ile 71 (lutetiyum) arasindaki
elementleri icermektedir. Atom numaralar1 39 yttrium (Y) ve 21 skandiyum (Sc) benzer
iyon ¢aplar1 ve kiiciik atomik yapilar1 ile NTE grubu elementlerine dahil edilmektedir.
Skandiyum ve yttrium’un da eklenmesiyle dinya Uzerinde var olan nadir toprak
elementlerinin sayis1 17°¢ ulasmistir (Damhus ve ark., 2005). Nadir toprak elementleri
giiniimiizde ihtiya¢ duydugumuz birgok elektronik esyanin yapiminda kullanilmaktadir.
Ayrica, yollarin ve binalarin temelleri i¢in kullanilan bazi nadir toprak elementleri de
mevcut olup gevredeki tarimsal alanlar bu durumdan etkilenmektedir. Ancak nadir
toprak elementleri ve bu elementlerden biri olan skandiyum ile yapilan az sayidaki
calismadan dolay1r bu elementlerin olumlu veya olumsuz yanlar1 hakkinda celigkiler
mevcuttur. Nadir toprak elementlerin kesfi eskiye dayanmasina ragmen, 2009 tarihinden
itibaren 6nemli tartisma konusu haline gelmistir (De Lima ve Leal Filho, 2015).
NTE’leri, hafif, orta ve agir nadir toprak elementi olarak 3 kategoriye ayrilmaktadir
(Haxel ve ark., 2002). Bunlar;

e Hafif nadir toprak elementleri: Lantan (La), seryum (Ce), praseodimyum (Pr),
neodimyum (Nd) ve prometyum (Pm).

e Orta nadir toprak elementleri: Samaryum (Sm), europium (Eu) ve
gadolinyum (Gd).

e Agir nadir toprak elementleri: Terbiyum (Tb), disprosiyum (Dy), holmiyum

(Ho), erbiyum (Er), tilyum (Tm), ytterbiyum (Yb), lutetium (Lu), skandiyum

(Sc) ve yitriyum (Y).

Diinya niifusunun yarisindan fazlas1 i¢in geltik (Oryza sativa), temel gida
urinuddr. Dlnya celtik Gretiminin % 50’sinin kurakliktan ve tuz varligindan az ya da
cok sekilde etkilendigi tahmin edilmektedir (Bouman ve ark., 2005). Kuraklik,
yagmursuz bir siireyi ifade eden ve su eksikligi stresine neden olan meteorolojik bir
terimdir (Blum, 2011). Verim potansiyelinin tam ifadesi ise optimum gereksinimin
altinda su mevcudiyeti ile ¢evresel olaylarin biitiiniidir (Blum, 2011). Kuraklik, geltikte
onemli fizyolojik siiregleri degistirerek {irlin kayiplarina yol acan abiyotik stres
etmenidir (Todaka ve ark., 2017). Kuraklik stresi geltik verimliligini kisitlar, genellikle
su emilimini ve besin alimini olumsuz yonde etkileyerek biiytimesini engeller. Bitkide

morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler tepkileri degistirir (Swamy ve ark.,



2017). Kuraklik faktorii kOk biytmesini, besin hareketliligini ve topraktan su alimini
etkileyerek bitkinde geri donulmeyecek fizyolojik hasarlar meydana getirebilir. Kurak
bitkilerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimini tesvik ederek antioksidan savunma
sistemini bozar. Kurakliga neden olan ROS, genlerin ve proteinlerin yukar1 ve asagi
regililasyonlarinin bir sonucu olarak morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler
tepkilerle sonuglanir. Bu sartlarda bitkide cesitli fonksiyonel genomik, proteomik ve
metabolomik yaklasimlarla ¢esitli genleri ve proteinleri olusturan fonksiyonlar ortaya
cikarilmistir (Upadhyaya ve Panda, 2019). Kuraklik, ¢eltik bitkisindeki gesitli fizyolojik
stirecleri etkiler ve bu nedenle ekinlerdeki buyime ve Uretkenligi olumsuz yonde
degistirir. Su igerigi (RWC), yaprak su potansiyeli, stoma direnci, transpirasyon hizi ve
yaprak sicaklig1 gibi fizyolojik 6zelliklerin bitkiyle su arasindaki iliskileri biyuk 6lcide
etkilemektedir. Bitki yapraklarinin RWC’si yaprak gelisimi sirasinda baslangicta
yuksektir ve kuru madde biriktikge azalir. Kuraklik stresinde bulunan geltik bitkilerinin,
yaprak sicakligina ve transpirasyon hizinin azaltilmamis olanlara goére daha diisiik bir
RWC’ye sahip olmasi ve yaprak sicakligindaki artigla birlikte azalmasi olagandir
(Farooq ve ark., 2009b; Fahad ve ark., 2017). Bitkilerin kuraklik stresi ile ilgili 6nemli
fizyolojik tepkilerden biri, ozmotik biyosentez ile ozmotik dizenlemedir. Ozmotik
regulasyon bircok turde bulunmaktadir ve bitkilerde iletkenlik, fotosentez, yaprak su
hacmi ve buyumenin surddrilmesinde rol oynamaktadir. Yaprak su potansiyeli ve
stoma acilimindaki azalma, fotosentezle iliskili genlerin asagi regiilasyonu ve
stomalarin kapatilmasiyla CO,’in daha az bulunabilirligi, kuraklik stresinin onemli
etkileri olarak bildirilmistir (Farooq ve ark., 2009b). Kuraklik, diinyanin yagmur
suyuyla beslenen bélgelerinde celtik biiyiimesi ve iiretkenligi i¢in biiyiik bir ¢evresel
tehlike olarak gorilmektedir (Pandey ve ark., 2007). Suyun eksikligi, ¢eltik fidelerinin
biiyiimesini ve tretimini ciddi sekilde engellemektedir (Bhattacharjee ve ark., 2018;
Rizwan ve ark., 2018b). Celtik verimliligindeki hasarlar biiyiik 6l¢iide ROS kaynakli
oksidasyon stresinden kaynaklanmaktadir (Faize ve ark., 2011b). Kuraklik stresi
durumundaki bitkilerde asir1 ROS iiretimi, fotosentez karbon oksidasyon dongiileri ile
birlikte solunum ve fotosentetik kademelerdeki aksakliklardan dolayr meydana gelir (Li
ve Liu, 2016; Bhattacharjee ve ark., 2018). Bu nedenle, ROS’un antioksidan savunma
sistemi ile etkilesimi bitkilerin kuraklik tolerans yeteneklerini belirgin bir sekilde
belirlemektedir. Bitkiler ROS seviyelerini kontrol etmek icin enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir (Foyer ve ark., 2005).



Tuz stresi bir diger 6nemli abiyotik stres etmeni olmakla birlikte, bu duruma
maruz kalan celtik bitkilerinde, tepki olarak ayni sekilde reaktif oksijen tdrlerinin
olusumu meydana gelmektedir. Mitokondri ve Kkloroplast gibi organeller ROS Uretimi
ile ilgili en Onemli hiicreler arasi organellerdir. Normal sartlar altindaki aerobik
metabolizma sirasinda oksijen, elektron tasima zincirinden sizan -elektronlarla
reaksiyona girer ve boylece slperoksit radikali (O,"), hidrojen peroksit (H,05),
hidroksil radikali (OH") ve tekli oksijen (*O,) gibi reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile
sonuglanir. Temel durum, O,’nin enerjisel aktivasyonu, dlimcil bir ROS olan ‘O,
olusumuna neden olabilir. Bu ROS iiretimi sonrasinda, ROS’lerini siiplirmek i¢in
binyesinde  bulunan  mekanizmalar  diizgiin  sekilde  ¢aligmazsa,  bitki
metabolizmasindaki  nlkleik asit, lipidler, proteinler ve pigmentlere zarar
verebilmektedir (Dionisio-Sese ve Tobita, 1998b). Ancak, iyi sekilde ¢alisan bir
antioksidan sistemi, ROS kaynakli oksidatif hasardan koruyarak bitkilerin yasamlarina
devam etmesini saglamaktadir. Bu antioksidan sisteminde stperoksit dismutaz (SOD)
peroksidaz (POX), katalaz (CAT), askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediktaz
enzimleri bulunur ve bunlar ROS’u temizleyen 6nemli enzimlerdir. Antioksidan
savunmada ayrica ROS’u da temizleyen diisiik molekiiler agirlikli enzimatik olmayan
antioksidan savunma bilesikleri de vardir. Karotenoidler, fenolikler, flavonoidler,
askorbik asit, glutatyon ve antosiyaninler enzimatik olmayan antioksidanlarin 6nemli
bilesenleridir (Kaya ve ark., 2018). Diger antioksidan yolaklar1 arasinda, askorbat-
glutatyon dongiisii, diger H,O, detoksifiye edici enzimler ile birlikte oldukga 6nemli bir
yer tutmaktadir (Seckin Dinler ve ark., 2013).

Bu c¢alismadaki amacimiz kuraklik ve/veya tuzluluk stresi altindaki celtik
fidelerinde skandiyumun etkilerini incelemektir. Yapilan 06nceki caligmalarda
skandiyumun bitkiler tizerinde olumlu ve olumsuz sonuglar1 belirtilmistir. Ancak, bu
veriler aralarindaki geliskiler ve az sayidaki bilgi dogrultusunda skandiyumun bitkiler
Uzerindeki etkilerinin belirsizligi hala mevcuttur. Bitkilerde stres sartlarina karsi
toleransin saglanmasi1 amaciyla disaridan skandiyum uygulamalarinin antioksidan
savunma sistemi ve reaktif oksijen tiirleri arasindaki etkilesim konusu hakkinda bilgi
bulunmamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismanin hedefi tuzluluk ve/veya kuraklik stresi
altindaki geltik bitkilerine skandiyum uygulanmasi sonucu, antioksidan ve skandiyum
arasindaki etkilesimi arastirmak ve rapor etmektir. Bu amagla, stres altindaki celtik
bitkilerine skandiyum uygulanarak H,O, gibi ROS ve superoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), peroksidaz (POX), askorbat peroksidaz ve glutatyon rediktaz gibi



antioksidan enzim / izozim aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica bu parametreler biiylime,
yaprak su potansiyeli, fotosentetik verim, bagil su igerigi, lipid peroksidasyonu gibi
diger fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerle de iliskilendirilmistir.

Gergeklestirilen tiim bu analizlerle;

I. Skandiyumun bitki gelisimindeki rolii,

ii. Skandiyumun tuzluluk ve/veya kuraklik stresini azaltic1 6zellikleri,

iii. Bitkilere uygulanacak en uygun skandiyum dozlari,

iv. Skandiyum uygulamalarinin fizyolojik ve biyokimyasal parametreler izerine
etkisinin belirlenmesiyle nadir toprak elementi olan skandiyum ile bitkiler arasindaki

etkilesiminin aydinlatilmasina literatiirlere katki saglamasi1 amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Abiyotik stres faktorleri tuzluluk, yiiksek/diistik sicaklik, kuraklik, su fazlaligi,
radyasyon, cesitli kimyasallar, riizgar ve toprakta besin yetersizligi gibi ¢evresel
faktorlerdir. Tuzluluk ve kuraklik, hem tarim yapilan topraklari olumsuz etkilemekte
hem de canlilarin pek ¢ogunda olumsuzluklara neden olmaktadir. Ayrica bitkinin
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler siireclerini degistirerek bitki verimliligini ciddi
Olgide dustirmektedir (Mickelbart ve ark., 2015). Celtik (Oryza sativa), dinya
nifusunun yarisindan fazlasinin Onemli bir temel besin maddesi olarak bilinir ve
abiyotik streslerle verimliligi 6nemli oranda diismektedir. Celtik 0zellikle genc fide ve
tireme asamalari sirasinda tuz stresine karsi oldukga hassastir (Reddy ve ark., 2017).
Kuraklik stresi ¢eltik biiylimesinin her asamasini etkiler; 6zellikle geng fide ve vejetatif
organlarin etkilenme oranlari yiiksektir (Basu ve ark.,, 2016). Cevresel iklim
degisiklikleri ile artan kuraklik ve yagigsiz sezon bitkilerin yasama sansini
azaltmaktadir (Dai, 2013). Ekonomik Oneme sahip ¢esitli bitkiler kurakliga maruz
kaldiklarinda bitkide biiylime ve gelisim olumsuz yonde etkilenir ve bitkinin verimliligi
diiser (Seki ve ark., 2003; Faroog ve ark., 2009c; Farooq ve ark., 2011). Kuraklik
ekolojik verimliligi diger tiim streslerden daha fazla etkiledigi diisiiniilmektedir
(Lambers ve ark., 2008). Bitkilerde kuraklik stresinin etkisi, hiicrenin normal
regiilasyonla ile gerceklestirdigi mekanizmalar1 bozar, yaprak boyutu, kok gelisiminde
ciddi olumsuzluklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Farooq ve ark., 2009a; Li ve ark.,
2009). iklim degisikligi calismalari, kurakligin gelecekte siddetini ve sikligimni
artiracagini dngdrmektedir (Walter ve ark., 2011). Ulkemizde de var olan bu problem
son yillarda tarimsal tiretimi kisitlayan 6nemli bir ¢evresel faktér haline gelmistir. Her
yil giderek biiyliyen verim kayiplarina neden olan toprak kurakligindaki bu artis,
tilkemiz i¢in dikkate alinmasi ve iizerinde ¢alisilmasi gereken oncelikli konulardan
birisidir.

Su, tarim ve gida iiretiminde 6nemli bir faktér olmasina ragmen, varligi giin
gectikce azalan bir kaynak durumuna gelmektedir (Wang ve ark., 2012). Surekli artan
dinya populasyonundan dolayi, kuru ortamlara adapte olabilen zirai c¢esitlerin
gerekliligi artmaktadir (Foley ve ark., 2011). Celtik, Gi¢ milyardan fazla kisiyi besinsel
olarak destekleyen ve giinliik kalori alimlarinin %50 ila %80’ini igeren temel bir gida

maddesi olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Khush, 2005). Kuraklik, diinya ¢apinda



yaklagik 23 milyon hektar yagmur suyuyla sulanan alanlarda yetistirilen ¢eltik Uretimini
etkilemektedir (Serraj ve ark., 2011).

Prolin, ¢ok onemli bir ozmolit olup bitkilerde olduk¢a faydali bir rol
oynamaktadir (Verbruggen ve Hermans, 2008). Stres kaynakli serbest prolin birikimi ile
ilgili ilk rapor, cavdar bitkilerinde Kemble ve Macpherson (1954) tarafindan
bildirilmigtir. Prolin, ozmolit gérevi gorlr ve birikmesi daha iyi performansa ve bitkide
kurakliga tolerans gosterilmesine katkida bulunur (Vajrabhaya ve ark., 2001). Cesitli
calismalarda kuraklik stresine maruz kalan celtik bitkilerinde prolin konsantrasyonunda
degisiklikler gozlenmistir (Sheela ve Alexander, 1995; Mostajeran ve Rahimi-Eichi,
2009; Bunnag ve Pongthai, 2013; Kumar ve ark., 2014; Lum ve ark., 2014) Prolinin bir
ozmolit olarak hareket etmesinin yani sira, stres sirasinda {i¢ ana rol oynamaktadir.
Bunlar; i) metal selator, ii) antioksidan savunma molekdld, iii) sinyal molekili olarak
(Hayat ve ark., 2012). Prolin birikmesi, kuraklik stresi sirasinda antioksidan aktiviteyi
artirarak bitkinin hasar onarim yetenegini artirabilir. Su stresi altindaki bitkilerde, prolin
igerigi diger aminoasitlerden daha fazla artar ve bu etki, olumsuz kosullara dayanmay1
amaclayan ¢esitlerin secilmesinde biyokimyasal bir isaretleyici olarak kulanilmaktadir
(Fahramand ve ark., 2014).

ROS’lar siperoksit radikalini, hidroksil serbest radikalini, hidrojen peroksit ve
tekli oksijeni icerir ve lipidlerin peroksidasyonuna, proteinlerin denatiirasyonuna,
DNA’nin mutasyonuna, hiicresel hemeostazin bozulmasina ve ¢esitli hiicresel oksidatif
hasar tiplerine neden olur (Faize ve ark., 2011a). Bitki htcreleri, ROS’un zararl
etkilerine karsi, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlardan olusan kompleks bir
antioksidan sistemi ile korunmaktadir. Askorbat (AsA) ve glutatyon (GSH), hiicre
icinde glclu enzimatik olmayan antioksidanlar olarak islev goriirler. Enzimatik
antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX),
glutatyon S- transferaz (GST), askorbat-glutatyon siklusu enzimleri olan askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon reduktaz (GR), monodehidroaskorbat rediktaz (MDHAR)
ve dehidroaskorbat redilktaz (DHAR) 6rnek verilebilir (Cizelge 2.1) (Mhamdi ve Van
Breusegem, 2018). Bu antioksidanlar, bitkideki ROS sipirme sisteminin Kritik
bilesenleridir ve ifadeleri ¢eltikte kuraklik ve tuzluluk toleransini artirabilir (Wang ve
ark., 2005). Celtikte kuraklik stresinin artmasiyla birlikte, AsA, GSH, APX’in
faaliyetleri (Selote ve Khanna-Chopra, 2004), SOD, MDHAR, DHAR, GR (Sharma ve
Dubey, 2005), ve CAT (Shehab ve ark., 2010) aktivitelerinde artiglar bildirilmistir. Bu

antioksidan savunma enzimlerinin aktivitelerindeki artis, ¢eltikte kuraklik kosullarinin



tesvik ettigi oksidatif hasar1 6nlemek i¢in koruyucu aktiviteyi temsil eder. SOD, POX
ve CAT faaliyetleri ROS’u etkili bir sekilde azaltabilir ve boylece kurakligin olumsuz
etkisini hafifletebilir (Lum ve ark., 2014).

Cizelge 2.1. Bitkilerde ROS detoksifikasyonunda rol oynayan baglica enzimler
Enzim Reaksiyon Bulundugu yerler

SUperoksit dismutaz (SOD) 0,"+0,"+ 2H* = 2H,0, + O, Sitozol (Cu/Zn-SOD) Kloroplast (Cu/Zn-
SOD, Fe-SOD) mitokondri ve peroksizom

(Mn-SOD)
Katalaz (CAT) H,0, = H,0 + *0O, Peroksizom
Askorbat peroksidaz (APX) H:0; + AsA=H,0 + DHA Kloroplast, sitozol, mitokondri
Monodehidroaskorbat MDHA + NAD(P)H = AsA + Kloroplast, mitokondri, sitozol
rediiktaz (MDHAR) NAD(P)"
Dehidroaskorbat rediktaz DHA + 2GSH = AsA+ GSSG Kloroplast, sitozol
(DHAR)
Glutatyon rediktaz (GR) GSSG + NAD(P)H = 2GSH + Sitozol, peroksizom (AtGR1)
NAD(P)* kloroplast, mitokondri (AtGR2)

Dinya nufusundaki hizli artisla, mevcut arazi ve su kaynaklariin kullanimiyla
2050 yilma kadar celtik, bugday, soya ve musir gibi birincil derecede tiketilen
besinlerde tahmini %87 oraninda daha fazla riin ihtiyacina neden olacaktir (Kromdijk
ve Long, 2016). Bununla birlikte, abiyotik stresler, 6zellikle de toprak tuzlulugunun
dahil oldugu baz1 bolgelerde, iklimsel degisikliklerin kiiresel dlgekte tuzdan etkilenen
topraklarin artmasi ger¢egi nedeniyle gida elde edilebilirlik oraninin azalmasi
muhtemeldir. Diinya genelinde 1.083.108 km?den fazla alan tuzluluktan
etkilenmektedir (Fao, 2008). Son veriler, 75 ilkeyi kapsayan ortalama 2000 km*lik
sulanan arazinin strekli olarak tuzluluktan zarar gordiigiinii dogrulamaktadir (Reddy ve
ark., 2017).

Tuzlulugun cektik bitkisinin biiytimesi, gelisimi ve verimi {izerindeki etkileri,
ozellikle tozlasma ve dollenme asamalarinda ¢ok siddetlidir (Reddy ve ark., 2017).
Tuzluluk, genellikle bitkide besin aliminda aksamalara neden olur (Grattan ve ark.,
2002). Ek olarak, tuz stresi genellikle tohum c¢imlenmesini, fide buyumesini, yaprak
blytkliginii, slirgiin biiyiimesini, kok uzunlugunu, kuru agirh@i, yas agirhgi,
ciceklenme asamasini ve biyolojik verimi olumsuz yonde etkiler (Lauchli ve Grattan,

2007). Tuz stresi sonucunda kok bolgesinden fazla tuzlarin alinmasini 6nlemek igin,



geleneksel tarim yonetimi uygulamalarinin degistirilmesi ve tuza toleransli geltik
cesitlerinin benimsenmesi ile iyilestirilmeler yapilabilir (Manchanda ve Garg, 2008).
SOD, siiperoksitleri H,O, ve O;’ye doniistiiren ve hiicreleri siiperoksitin neden
oldugu oksidatif strese karsi koruyan bir grup metaloenzimi iceren ve ROS’un
detoksifikasyonunda kullanilan biiyiik bir temizleyicidir (Lee ve ark., 2001). SOD,
stperoksit radikallerini detoksifiye eden H,O;’nin asir1 iiretilmesinden sorumluyken,
H,0O; ayrica belirli APX izoformlarinin indiiksiyonu yoluyla bir tuz stresi gostergesi

olarak da islev goriilmektedir (Mandhania ve ark., 2006).

2.1. Tuzlulugun Bitki Blyume Parametreleri ve Reaktif Oksijen Turleri Uzerine
Etkileri

Tuzlulugun bitki biiyiimesi lizerindeki etkisi, uygulandig bitki gelisimi asamasi
ile yakindan ilgilidir. Cesitli bitki biiyiime parametreleri ve gelisme siireclerinde
tuzluluk stresi tohum cimlenmesini, tohum bdyumesini, ciceklenmeyi ve meyve
olusumunu olumsuz yonde etkileyerek verim ve kalitenin diismesine neden olur
(Jampeetong ve Brix, 2009; Gorai ve ark., 2010). Su kaynag: ve toprakta bulunan NaCl
konsantrasyonlari, bitkilerin normal fizyolojik aktivitelerini strdurmelerini engeller.
Toprak suyunda bulunan tuzlar bitkinin su alma kabiliyetini (ozmotik stres) ya da
transpirasyon akisini (iyonik stres) asirt miktarda etkilemekte ve bu iki faktor, bitkiler
tizerindeki tuz stresiyle ortaya ¢ikan birincil etkiler olarak kabul edilmektedir (YYang ve
Guo, 2018). Kok ortamindaki tuz konsantrasyonunun artmasi nedeniyle gelisen ozmotik
stres, bitki biiyiimesinin ilk asamalarinda biiylimenin azalmasinda ana etkendir (Munns
ve Tester, 2008). Bu asama, bitkilerde yeni yaprak olusumu, yaprak genislemesi, daha
az dallanma veya yan dallanma olusumuna yol a¢an yan tomurcuklarin gelisimini
azaltmasi ile karakterize edildigi Munns ve Tester (2008) tarafindan bildirilmistir.
Volkmar ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢aligmada, toprak ortamindaki tuz konsantrasyonu
arttikca, ozmotik potansiyeli, kok zarindan su ve besin maddelerinin akisini kisitlayarak
bitkinin biiylimesinde ve gelismesinde genel bir azalmaya yol actigini bildirmislerdir.
Ozmotik stresin diger etkileri arasinda kok buyumesinin inhibisyonu, stoma
iletkenliginde azalma ve fotosentez oraninda diisiis yer almaktadir (Munns, 2002).

Iyonik stres, sulama suyundan belirli iyonik elementleri bitkide tasinmast,
Na'/K" oranlarimi degistirmesi, sodyum ve kloriir iyon konsantrasyonlarmi bitkilerde

zararl seviyelere yiikseltmesi, fotosentez ve metabolizma iizerinde olumsuz etkileri



oldugu i¢in 6nemli bir unsurdur (Yang ve Guo, 2018). Bu evre, renk degisikligi, ug
yanmasi, marjinal nekroz gibi yapraklarda bazi bitki hasar1 semptomlarinin ortaya
¢ikmasiyla tanimlanmaktir (Munns ve Tester, 2008). Ozmotik stres, hiicre i¢i sodyum
iyonunu depolayamayan veya blyime ortamindaki tuz konsantrasyonlarinin ¢ok yiiksek
oldugu durumlarda, bitki tiirlerinden iyonik strese gore daha zararlidir (Tester ve
Davenport, 2003). Tuzluluk stresinin bu birincil etkileri, hiicre genislemesinin azalmasi,
iretimi ve zar fonksiyonunu asimile etmenin yani sira azalan sitozolik metabolizma ve
reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi gibi baz1 ikincil etkilere neden olmaktadir (Mhamdi ve
Van Breusegem, 2018).

Dionisio-Sese ve Tobita (1998a) tarafindan yapilan bir ¢aligmaya gore, ROS’un
dort celtik (Oryza sativa L.) ¢esidinde tuzluluga bagl hasar ile tuzluluga karsi toleransi
cesitler arasindaki iligki incelenmistir. Biiylimedeki tuzluluk kaynakli azalma, minimal
biiyiime baskilamasi olan toleranslhi celtik ¢esidi Pokkali hari¢ tim celtik gesitlerinde
belirgin sekilde ortaya konmaktadir. Arastirmacilar SOD’da bir diisiis ve tuzluluk
duyarlh kiltiir bitkilerinde POX aktivitesinde bir artis kaydetmistir. Tuzluluk sartlarina
duyarl celtik cesitlerinde, ayrica yapraklarda artan Na* (sodyum) birikiminin yan1 sira
elektrolit sizintis1 ve lipid peroksidasyonunuda hizlandirmistir. Ancak, tuza Karsi
toleranshi geltik cesidinde, SOD, POX, elektrolit sizintisi, lipid peroksidasyonu ve
toksik Na* birikimi aktivitelerinde asgari oranda bir degisiklik olmustur. Bu ¢alismanin
sonucuna gore, celtikteki tuzluluk toksisitesinin derecesinin, hassas celtik gesitlerinde
membranlara ROS aracili oksidatif hasara dayandigin1 gosterirken, toleransl ¢esitlerde,
daha fazla antioksidan enzim aktivitesiyle ROS olusumunu ve birikimini azaltarak
membranlarda oksidatif hasara kars1 daha iyi koruma gosterdigi bildirilmistir.

Abdallah ve ark. (2016), trehaloz uygulamasinin geltik bitkilerini tuzlulugun
zararl etkilerinden korudugunu bildirmistir. Arastirmacilar, Giza 178 ve Giza 177
olmak Uzere iki geltik g¢esidini kullanarak, 25 mM trehaloz ile ekim Oncesi tohum
muamelesi gerceklestirip daha sonra fideler, tuzluluk stresine tabi tutulmustur.
Tuzlulukla, prolin ve toplam ¢ozinebilir sekerde azalma sonucu fotosentetik
pigmentlerde azalmaya sebebiyet verdigi bildirilmistir. Tuzluluk nedeniyle antioksidan
enzimlerin (SOD ve POX) daha yiksek aktivite gosterdigi rapor edilmistir.
Arastirmacilar, trehaloz tohum astarmin tuzluluk altindaki geltik igin koruyucu bir
strateji olarak kullanilmasini 6nermistir.

Kibria ve ark. (2017), oksidatif savunma mekanizmasinin tuzluluk ile celtikte

fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin roliinii agiklamistir. Deneyde dort geltik
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cesidi kullanilmistir (tuza toleransh ¢esitler; BINA dhna 10, BINA dhna 8, BINA dhna
47 ve tuzluluk duyarl: geltik kulturi BRRI dhna 28). Saksilara ekilen celtik bitkileri (30
giinliik), kardeslenme asamasinda tuz stresine tabi tutulmustur. Tuzluluk stresi, tim
celtik ¢esitlerinde biiyiimeyi azaltmis ve bu baskilanma, tuza duyarh ¢eltik gesitlerinde
daha fazla olmustur. BINA dhna 10 hari¢ tim celtik cesitlerinde klorofil igeriginde
azalma goriilmiistiir. Tuzluluk stresi, prolin seviyelerinde bir artisa neden olmus ve
maksimum tuza bagli prolin birikimi “cv” olarak kaydetmislerdir. Oksidatif savunma
mekanizmasi, CAT ve POX enzim aktiviteleri tizerindeki degisimleri inceleyen
aragtirmacilar, tuz toleransl celtik cesitlerinde daha fazla oksidatif strese karsi artan
savunma tepkilerinin oldugunu ve diger ¢esitlerin bu baglamda yetersiz kaldiginm
caligmalarinda gostermislerdir.

Abdel-Haliem ve ark. (2017), tuzluluk altindaki celtik bitkilerine silika ve nano
silika islemlerini uygulamigtir. Stresin MDA (malondialdehit) ve H,O, seviyelerinde
artiga ve oksidatif hasarda dnemli bir indiiksiyona neden oldugunu bildirmislerdir. H,O,
ve MDA birikimi, silika ve nano silika ile islenmis bitkilerde daha diisiik olmustur.
Ayrica silikalarla islem gormiis bitkilerin daha i1yi oksidan savunma sistemlerine sahip
olduklar1 da kaydedilmistir.

Paul ve Roychoudhury (2017), poliaminlerle astarlanan geltik tohumlarin, ROS
kaynakli oksidatif hasari azaltarak ve oksidatif savunma sistemini artirarak celtikte
tuzluluk toleransini arttirdigini bildirmistir. Mostofa ve ark. (2015b) yapmis olduklari
calismada, ayni sekilde tuzluluk kaynakli oksidatif hasar nedeniyle celtikte buyume
parametrelerinde bir azalma oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢aligmada, hidrojen sulfit
(H2S) on islemi ile celtik fidelerinde oksidatif hasardan koruyan oksidatif savunmay1
arttirdig: tespit edilmistir.

Mishra ve ark. (2013), ¢eltikte tuz stresine yanit olarak SOD, APX ve GPX
aktivitesinde bir artis bulmus, ancak CAT aktivitesi icin zit bir etki oldugu bildirilmistir.
Bagka bir arastirmada, Lin ve Kao (2000), celtik fidelerinde APX aktivitesinin belirgin
sekilde daha yiiksek oldugunu gozlemlemis ve bu etkinin, AsA’nin tuz stresi altindaki
H,0,’e aracilik etmesinden kaynaklanabilecegini ileri siirmiistiir. Bu enzimin isleyisi,
bitkilerde bulunan en biyuk antioksidan konsantrasyonunu temsil eden nispeten biylk
bir AsA havuzuna (10-300 mM) baglidir (Chen ve Gallie, 2004).
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2.2 Kurakhk stresinin bitki blyume parametreleri ve reaktif oksijen tarleri

Uzerine etkileri

Su noksanligi, celtik bitkilerinde blylme ve iiretim oraninda ciddi sekilde
engeller teskil etmektedir (Bhattacharjee ve Dey, 2018; Rizwan ve ark., 2018a). Celtik
verimliligindeki hasarlar biiyiik 6l¢lide ROS kaynakli oksidasyon stresinden
kaynaklanmaktadir (Faize ve ark., 2011a). Kuraklik stresli bitkilerde asir1 ROS iiretimi,
fotosentez karbon oksidasyon dongdleri ile birlikte solunum ve fotosentetik asamalarda
meydana gelir (Li ve Liu, 2016; Bhattacharjee ve Dey, 2018). Metabolik bozulma ve
oksidatif stres siklikla hiicre redoks durumundaki degisiklikler nedeniyle olusur. Bu
nedenle, ROS'un antioksidan savunma sistemi ile etkilesimi bitkilerin kuraklik tolerans
yeteneklerini belirgin bir sekilde belirlemektedir. Bitkiler, ROS seviyelerini kontrol
etmek icin enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar icerir (Foyer ve Noctor,
2005). Diger antioksidan yolaklar arasinda, askorbat-glutatyon dongiisii, diger H,O,
detoksifiye edici enzimler ile birlikte 6nemlidir (Sekil 2.1) (Seckin Dinler ve ark.,
2013). Kuraklik kosullar1 altindaki celtik bitkilerinin, askorbat-glutatyon doéngusinin
antioksidan enzimlerinin uyaric1 aktivitesinin yani sira glutatyon ve askorbat igin
hiicresel seviyeleri arttirdigt bulunmustur (Sharma ve Dubey, 2005). Gelismis
antioksidan savunma sistemleri, celtikte kurakliga bagli oksidatif stresin etkilerini

onlemek icin etkili bir yontemdir (Ray ve ark., 2015).

H,O
dehydroascorbate GSH NADP*
H,0,
H:8 ascorbate GSSG NADPH
02'_

Sekil 2.1. Askorbat-glutatyon dénglisiiniin genel gériinimi (Foyer ve Noctor, 2011)

Bu baglamda Mishra ve Panda (2017), Haladichudi, Machakanta ve Kalajeera
gibi Ug¢ celtik ¢esidinde polietilen glikol (PEG) kaynakli kuraklik stresi iizerinde
calismiglardir. Kuraklik, ¢eltik bitkilerinde ¢imlenme ve biiylimede belirgin bir diisiisle

sonuglanmistir. Klorofil indeksi ile birlestiginde klorofil floresan 6zelliklerinde 6nemli
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farkliliklar vardir. Ek olarak, kuraklik stresi, antioksidan sistemleri, protein ve prolin
igerigini 6nemli Olglide arttirmistir. Duyarli celtik gesitlerinin, toleransh gesitlerine
kiyasla kuraklik nedeniyle daha fazla oksidatif hasar goriildiigii sonucuna varmislardir.
Wang ve ark. (2017), ¢alismalarinda kuraklhigin, bitki gelisimi asamasinda celtikte
bodurluga neden oldugunu ve dolayisiyla ciddi verim kayiplarina sebebiyet verdigini
bildirmistir. Ayrica ayni ¢alismada geltik bitkilerinde ROS slpuricu proteinlerin aktif
birikiminin oldugu tespit edilmistir. Baska bir ¢alismada, kurakliga maruz kalmis
celtikte basak verimliligi incelemislerdir. iki ebeveynin rekombinant dogal hatlari
Nagina 22 (tuza toleransli) ve IR-64 (tuza duyarl) ¢esitler kullanilmistir. Antioksidan
enzimlerin (SOD, GR ve APX) aktivitelerinde tuza duyarli ve toleranshi gesitler
arasinda bariz farkliliklar oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde, PEG tarafindan
indiiklenen farkli su stresi seviyelerinin oksidatif stres 6zellikleri (lipid peroksidasyonu
ve ROS), antioksidan enzimlerin aktivitesi (SOD, POX, CAT, APX, GR, DHAR) ve
enzimatik olmayan konsantrasyonlar Uzerindeki etkisi {izerine ¢aligilmiglardir.
Kurakligin uygulanmasi, lipid peroksidasyonunu ve ROS birikimini 6nemli 6lcude
arttirdig1 bildirilmistir. Kuraklik stresinin, celtik bitkilerini etkili bir sekilde oksidatif
hasardan koruyan antioksidan enzimlerin aktivitesini de indiikledigi gézlenmistir (Ding
ve ark., 2016). Pyngrope ve ark. (2013), kurakliga toleransli (Malviya-36) ve hassas
(Brown Gora) celtik ¢esitlerinde, su eksikligi kosullarina ve glutatyon-askorbat gibi
enzimatik olmayan antioksidanlarin ve askorbat ile iliskili enzim aktivitesinde 6nemli
degisikliklerin oldugunu bildirmislerdir. Celtik bitkilerinde hiicresel ROS seviyelerinde
belirgin bir artis oldugu ve bu artis hassas geltik gesitlerinde daha yiksek seviyelerde
oldugu 6l¢miislerdir. Su eksikligi, askorbat-glutatyon déngisiinde yer alan enzimlerin
aktivitesinin azalmasi ile birlikte endojen askorbat ve glutatyon seviyelerinde belirgin
bir diisiise yol agmustir (Pyngrope ve ark., 2013). Benzer sekilde, Shehab ve ark. (2010),
6nemli bir nitrik oksit (NO) vericisi olan eksojen olarak uygulanan sodyum nitroprussid
(SNP), biiyiime ve oksidatif savunma sistemi tizerindeki etkisini arastirmistir. Celtikteki
kuraklik etkilerini azaltmak i¢in SNP (100 uM) uygulanmistir. Sonuglar, bitkilerde asir1
H,0, ve MDA birikmesi agisindan kuraklik altindaki celtik bitkilerinde daha ytksek
oksidatif hasar oldugunu gostermistir. Su eksikligi kosullarinda yetisen celtik bitkileri,
askorbat ve glutatyon birikiminin arttig1 belirlenmistir. Ustelik, NO ile muamele edilmis
bitkiler, oksidatif zararla miicadele eden ¢esitli antioksidan enzimlerin aktivitesini
artirdigr  bildirilmistir. Bir baska c¢alismada, kurakliga bagli oksidatif hasar ile

antioksidan sistemde meydana gelen degisiklikler ile aromatik Pusa Basmati (PB),
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Pokkali (tuza toleransli) ve IR-29 (tuza duyarli) olmak (zere Ug gesit geltik ¢esidinde
antioksidan sistemdeki degisiklikler arasindaki iliski gozlenmistir. Kuraklik stresine
kars1 antioksidanlarin koruyucu mekanizmasini agiklamak i¢in yapilan bu aragtirmada
kuraklik stresi, PEG-6000’in yardimiyla uygulanmis olup, kuraklik kosullari altinda
diger tiirlerin Pokkali ile karsilagtirildiginda, H,O, ve MDA seviyelerinin arttig
bildirilmistir. Ayrica fenolikler ve flavonoidlerde kurakliga bagl artislar Pokkali ile IR-
29 karsilastirildiginda anlamli derecede farkliliklarin oldugu tespit edilmislerdir. Ayrica,
antioksidan enzimlerin SOD ve CAT aktivitesi, PB ve IR-29'da belirgin bir sekilde
azalirken, Pokkali'de etkilenmeden kalmistir. Ancak, kuraklik kosullar1 PB ve IR-29'da
GPX'in aktivitesinde 6nemli bir artisa neden olmustur. Pokkali ¢eltik ¢esidinin diger
cesitlerine gore daha fazla kurakliga bagli oksidatif strese gecis kabiliyetine sahip

oldugu one siiriilmistiir (Basu ve ark., 2010).

2.3. Skandiyumun Bitki Uzerine Etkileri

Skandiyumun (Sc) toksisitesi hakkinda heniiz ¢ok az sey bilinmektedir. Bowen
(1966), Sc’nin bitkiler icin toksik olabilecegini bildirmistir. Horovitz (2012) ise
nispeten ylksek konsantrasyonlarda bile, skandiyumun ¢ok sayida organizma tizerinde
toksik etkisi olmadigini belirtmistir. Dahasi, belirli kosullar altinda skandiyumun farkl
bitki tiirleri tizerinde uyarici etkilere sahip olabilecegi de bildirilmistir (Horovitz, 2012).
Ote yandan, Sc’nin bitkiler i¢in kanserojen oldugu da rapor edilmistir (Shtangeeva).
Sogan (Allium cepa) ile yapilan kisa siireli deneylerde, skandiyumun, aliminyumun
neden oldugu fitotoksik etkilere benzer etki gdsterdigi bildirilmis olup, metal iyonlari,
mitoz ve kok uzamasi tizerinde engelleyici etki sergiledigi ifade edilmistir (Clarkson ve
Sanderson, 1969). Birgok ¢alismada Sc’nin Dbitkiler tarafindan aktif olarak
alimamayacagi da bildirilmistir (Wyttenbach ve ark., 1994; Shtangeeva ve ark., 2002).

Wen ve ark. (2001), bugday ve celtik fidelerine uygulanan NTE’lerin, farkli
bitki kisimlarinda farkli konsantrasyonlarda biriktigini ve akiimiilasyon oranlarinin
kok> yaprak> govde seklinde siralandigini rapor etmislerdir. Shtangeeva ve ark. (2004),
bugday bitkisine uygulanan skandiyumun akiimiilasyon, biiyiime ve iyon degisimi
tizerine etkilerini incelemislerdir. Bu c¢alismaya gore, bugday tohumlarinin
filizlenmesinin ardindan 6 giin boyunca skandiyumlu ortamda yetistirilip normal
topraga aktarilarak 1 hafta stresince gézlem yapilmistir. Sonuglara gére, Sc uygulanmis

tohumlarda skandiyum konsantrasyonu ciddi sekilde artmistir. Normal topraga
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aktarildiktan sonra bitkinin {ist kistmlarindaki Sc miktar1 azalmasina ragmen kokteki Sc
konsantrasyonu bitkinin diger kisimlarma gore daha yiiksek seviyede oldugu
bildirilmistir. Ayrica bitkinin skandiyumlu fidelerinin farkli bélgelerinde Na, K, Ca ve
Zn igeriklerinde farkliliklarin oldugu tespit edilmistir.

Maksimovic ve ark. (2014), nadir toprak elementlerinden olan yttriumu misir
bitkisine uygulayarak fizyolojik parametreler lizerine olan etkilerini incelemislerdir. Su
kiltiriinde yetistirilen bitkilere belirli konsantrasyonlarda yttrium uygulamasi
yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda yttriumun varhigi fotosentetik aktiviteyi
diistirmustiir. Bitki boyu, kok uzunlugu, toplam yaprak alani ve kuru agirlikta azalma
gozlemlenmistir. Yttrium konsantrasyonu koklerde siirglinlerden ¢ok daha yiiksek
olmasina ragmen, siirglin metabolizmasi ve biiyiimesi daha fazla bozulmustur. Sonuglar,
gen¢ musir bitkilerinin 6nemli miktarda yttrium biriktirmesi ve bu biriken yttrium
konsantrasyonun artmasi1 durumunda fizyolojik siirecler ve dolayisiyla bitki biliytimesi
tizerine olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir. Zhang ve ark. (2013), NTE’lerin, tohum
cimlenmesi, koklerin biiytimesi, sekonder metabolit iiretimi ve tibbi bitkiler i¢in mineral
ve metallerin emilimi iizerinde farkli etkilere sahip oldugu ifade edilmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda olumlu etkileri artarken, yiksek konsantrasyonda olumsuz etkilere
yol agtig1 rapor edilmistir. Gao ve Xia (1988), NTE’lerin fotosenteze olan etkileri ile
kloroplast gelisimi, klorofil igerigi ve enzim aktivite degisiklikleri bildirilmistir. NTE
uygulanmis bugday bitkilerinde kloroplast sayisi ve yogunlugunda artig
gozlemlenmistir. Fan ve ark. (2012), NTE’lerinden olan Lantan’in tuz sartlar1 altindaki
sebzelere diisiik dozda uygulanmasmin, bitki gelisimi ve klorofil igerigi agisindan

bitkiye olumlu etkilerinin oldugunu rapor etmislerdir.



15

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tohumlarin Temini ve Saklanmasi

Tez galismamizda kullandigimiz geltik ¢esidi olan Gonen (Oryza sativa L. cv.
gonen) tohumlar1 Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisi'nden Eylil 2017°da temin
edilmistir. Laboratuvara getirilen tohumlar denemenin kurulmasi asamasina kadar +4

°C’de saklanmustir.

3.2. Uygulama Dozlarinin Belirlenmesi ve Denemelerin Kurulmasi

Ana deneme kurulmadan Once ¢alismamiz i¢in en uygun skandiyum ve stres
etmeni uygulama dozlarinin belirlemek amaciyla 6n deneme kurulmustur. Laboratuar
sartlarinda olgun, ayni boyutta ve saglikli celtik tohumlar1 secilerek sterilizasyon
islemlerine gecilmistir. Ardindan, tohumlara bu asamada %2.5’lik sodyum hipoklorid
icerisinde 10 dakika tutulduktan sonra steril deiyonize su ile yikama yapilmustir. ileriki
asamada, steril olan tohumlarimiz, 20’serli gruplar seklinde, saf su ve kurutma kagidi
iceren petri kaplarma (241 °C’de) ekilerek inkiibator icerisinde cimlenmeye
birakilmistir. Ug giiniin (72 saat) sonunda ¢imlenen tohumlar, 12 saatlik aydinlik evre
(350 umol m%s™ 151k siddetinde, 24 °C sicaklik, % 50 nem) ve 12 saat karanlik evre (21
°C sicaklik ve % 60 nem) kosullarndaki su kiiltiirii ortamina aktarilarak iklimlendirme
kabinine alinip, 21 giinliik fideler haline getirilmistir. Celtik fideleri belirli gruplara
ayrilarak ¢esitli skandiyum dozlarina maruz birakilmistir. (5-10-25-50-100uM). Tuz
ve/veya kuraklik stresi kosullari i¢in ise belirli doz araliklar1 belirlenmis ve
uygulanmistir. (PEG%2.5, PEG%5, PEG%10, PEG%15-25mM NaCl, 50mM NacCl-
75mM NaCl-100mM NaCl) Bu dozlar 3 gin boyunca celtik fidelerine uygulanmistir.
Fideler 3. giinde hasat edilmis ve ardindan -86 C’de saklanmustir. On deneme
calismamiz i¢in, TBARS ve H;0; caligmalar1 gergeklestirilmis ve sonuglar
dogrultusunda en uygun dozlarin skandiyum igin 25-50uM, tuzluluk stresi i¢cin 100 mM
ve kuraklik stresi i¢in ise PEG %5 oraninda kullanilmasina karar verilmistir.

Tez caligmamizin ana denemesinde ise, geltik tohumlarina yukarida belirtilen 6n
muameleler yapilmis ve ¢imlenen tohumlar yarim kuvvet uyguladigimiz hoagland

cozeltisi iceren hidroponik kosullara aktarilarak, fideler kontrollii sartlarda 21 giinliik
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hale getirilmistir. 21. giinde fidelere kontrol, skandiyum, yalniz NaCl ve PEG disinda
kombine gruplar olarak skandiyum ile birlikte NaCl+PEG uygulamalarina ¢eltik fideleri
3 gln siiresince maruz birakilmistir. 3 giiniin sonunda hasat islemi sirasinda fizyolojik
parametreler ve klorofil fliioresans dl¢iimlerinin ardindan sivi azotla ile muamele edilen

ornekler analizlere kadar -86 'C’de saklanmistir.

Sekil 3.1. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik yapraklarinda skandiyum uygulamalarinin strgiin
boyutlarinda meydana getirdigi ortalama degisimler

3.3. Fizyolojik Olguimler
3.3.1. Yapraklarmn nisbi su icerikleri

Tuz velveya kuraklik stresli celtik yapraklarina skandiyum uygulamalarinin
yaprak nisbi su igeriklerinde meydana gelen degisimleri belirlemek igin her bir gruptan
esit uzunlukta 6’sar yaprak alinarak yas (YA), turgorlu (TA) ve kuru (KA) agirliklari
Ol¢tilmiistiir. Ardindan yaprak su icerikleri;

Nisbi Su gerigi = [(YA-KA)/(TA-KA)]x100

formlline gore % olarak hesaplanmistir (Smart ve Bingham, 1974).

3.3.2. Bagil siirgiin biiyiime oram

3 giin siiresince kontrol, yalniz strese ve stresle birlikte skandiyum’a maruz
birakilan geltik fidelerinin bagil siirgiin biiylime oranlart; 0. ve 3. gunde hasat edilen

strgunlerin kuru siirgiin agirliklar1 alinarak;
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Bagil Siirgiin Biiylime orant: (KA, — KA;)/(H; - Hy)
(KA;: 1. Hasattaki siirglin agirligi (g), KA2: 2. Hasattaki siirglin agirligr (g), Hi: 1.

Hasat siresi, H,: 2. Hasat siiresi)

formiliine gore hesaplanmistir (Hunt ve ark., 2002).

3.3.3. Yapraklarin ozmotik potansiyel degisimleri

Stres ve skandiyum uygulamalarinin sonrasinda her bir gruba ait 5’er yapragin
ozmotik potansiyellerinde meydana gelen degisimler Wescor 5600 marka ozmometre
ile mmol kg™ olarak Slgiilmiistir. Ardindan &lgiilen degerler Santa-Cruz ve ark.

(2002)’a gore 2.408 x 107 katsayisiyla ¢arpilarak MPa’ya doniistirilmiistiir.

3.4. Klorofil Fluoresans Ol¢iimleri

Hasat islemleri sirasinda klorofil fluoresans élglmleri, tuz ve/veya kuraklik
stresine maruz kalmis geltik fidelerine disaridan uygulanan skandiyumun 3. guninde,
her bir gruba ait 5 farkli bitkinin en gen¢ katlanmamis yapraklar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Her gruptan yaklasik 1 cm? yiizey alanina sahip yaprak érnekleri
alinarak, 20 dakika boyunca karanlikta bekletilmistir. Celtik fidelerinin tuz ve kuraklik
stresine gosterdigi yanitlar1 ve skandiyumun fotosentetik aygitlarin korunmasinda
onemli roliiniin olup olmadigini anlamak igin bitki verim analiz cihaz1 (Plant Efficiency
Analyser-Hansatech Instruments Ltd.) ile PS-II’nin fotokimyasal verimi (Fv/Fm)’nin

tespiti nemli bir parametredir.

3.5. Celtik Yapraklarinda Gerceklestirilen Biyokimyasal Parametre Olguimleri

Tez ¢alismamizda skandiyumlarin tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik
yapraklarinda stresin olumsuz etkilerini azaltmadaki rollerini tespit edebilmemiz igin
yapraklarda;

1- Yapraklarin protein igeriklerinin tespiti,

2

Lipid peroksidasyon oranlarinin belirlenmesi,

3

Yapraklardaki prolin degisimlerinin belirlenmesi,

4- Yapraklarin hidrojen peroksit igeriklerinin belirlenmesi,
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5- Yaprak enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi,

6- Antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi;
7.1. Stperoksit dismutaz enzim aktivitesinin densitometrik olarak belirlenmesi,
7.2. Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi,

7.3. Peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi,

7.4. Askorbat peroksidaz enziminin aktivite tayini,

7.5. Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite tayini,

7.6. Monodehidroaskorbat rediiktaz enziminin aktivite tayini,
7.7. Dehidroaskorbat rediiktaz enziminin aktivite tayini,

7.8. Glutatyon S-transferaz enziminin aktivite tayini,

7.9. NADPH oksidaz aktivitesi gibi biyokimyasal 6lcimler gerceklestirilmistir.

3.5.1. Yapraklarmn protein iceriklerinin tespiti

Stres ve skandiyuma maruz birakilan geltik yapraklarin protein igerikleri,
modifiye edilmis Bradford (1976)’a gore, bovin serum albumin (BSA) standart olarak

kullanilarak belirlenmistir. Standartlar 0.01-0.8 mg/ml araliginda hazirlanmistir.

3.5.2. Lipid peroksidasyon oranlarmn belirlenmesi

Stres altinda meydana gelen hasarin siddetini en iyi sekilde gosteren lipid
peroksidasyon (TBARS) degisimleri, malondialdehit (MDA) igeriginin Ol¢ulmesiyle
belirlenmistir. TBARS igerigi, Rao ve Sresty (2000)’nin metodunda ufak degisiklikler
yapilarak tespit edilmistir. Bunun igin soklanmig halde bulunan 0.5 g yaprak Ornegi,
trikloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir. 10.000g x 5 dk santrifujden sonra
tiiplere aktarilan siipernatanta, tiobarbitiirik asit (TBA) ve TCA igeren reaksiyon
karisimi pipetlenmis ve 95 °C’de 45 dk isitilmistir. Sogutma isleminden sonra karisim
10.000g x 15 dk santrifiijlenmistir. Ardindan siipernatantin 532 ve 600 nm’deki
absorbans degerleri okunmustur. TBARS konsantrasyonu, e=155 mM™' cm™

ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmis ve nmol g'1 Y A olarak ifade edilmistir.
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3.5.3. Yapraklardaki prolin degisimlerinin belirlenmesi

Bates ve ark. (1973)’nin metoduna goére yapilmis olan prolin igeriklerinde
meydana gelen degisimler gozlenmesi strese tolerans agisindan biiylik 6neme sahiptir.
Hasat edilen geltik yapraklarindan 0.1’er g alinarak % 3’lik 5-stlfosalisilik asit hidrat
ile homojenize edilmistir. 6.000g x 5 dk santrifiijden sonra supernatanta asit ninhidrin
ve glasiyel asetik asit eklenerek 95 °C’de 90 dk slre su banyosunda bekletilmistir.
Sogutma islemi gerceklestirildikten sonra karigima toluen ilave edilerek, sivi fazdan
aspire edilen toluen fraksiyonunun 520 nm’deki absorbansi spektrofotometrede
okunmustur. Prolin igerikleri daha oOnceden hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi

yardimiyla hesaplanmistir ve pumol prolin g'1 YA olarak belirtilmistir.

3.5.4. Yapraklarin hidrojen peroksit iceriklerinin belirlenmesi

Reaktif oksijen turlerinden birisi olan H,O; icerikleri, Cheeseman (2006)’nin
yontemine gore yapilmistir. Yapraklarin H,O, igerigi eFOX reaktifi (250 uM ferro
amonyum sulfat, 100 uM xylenol orange, 100 uM sorbitol ve % 1 etanol (v/v))
kullanilarak oOlgtilmustiir. Ekstraksiyon icin 25 mM H,SO, igeren soguk aseton
kullanilmistir. Numuneler 5 dakika boyunca 3.000 x g’de 4 ° C’de santriflij edilmis ve
50 uL sipernatant icin 950 uL eFOX reaktifi kullanilmigtir. Reaksiyon karigimi 30
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Ardindan 550 ve 800 nm’de
absorbans Slciimleri gerceklestirilmistir. Orneklerdeki H,O, konsantrasyonlari, bilinen

H,0O, miktarlarina gore hazirlanan standart egim grafigine gore hesaplanmaistir.

3.5.5. Yaprak enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi

Enzim ekstraksiyonlar1 *#4 °C’de gerceklestirilmistir. Hasat edilen herbir
gruptaki 0.5’er gram yaprak 6rnegi, sogutulmus havanda sivi azot yardimiyla, 0.1 mM
EDTA, % 0.1 (v/v) Triton-X 100, 1 mM PMSF, ve % 2 (w/v) PVPP iceren 50 mM Tris-
HCI (pH 7.8) tamponuyla homojenize edilmistir. APX ekstraksiyonu i¢in 5 mM
askorbat iceren homojenizasyon tamponu kullanilmistir (pH 7.8). Homojenant 4 C’de
10.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmis ve olusan siipernatant, protein igeriginin

belirlenmesinde ve enzim aktivitelerinin tayin edilmesinde kullanilmistir. Tim
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spektrofotometrik olgimler Shimadzu UV-1800 ve Thermo Multiskan GO ile
yapilmustir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi. A. 0.5’er gram yaprak alinarak havanda sivi azot
yardimiyla B. homojenizasyon tamponuyla homojenize edilir. C. Ardindan elde edilen homojenantlar 4
°C’de 10.000 rpm’de 20 dk santriflj edilir. D. Olusan supernatant, protein igeriginin belirlenmesinde ve
enzim aktivitelerinin tayin edilmesi igin hazir hale gelmis olur.

3.5.6. Antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi

3.5.6.1. Superoksit dismutaz enzim aktivitelerinin ve izozim profillerinin

belirlenmesi

Beauchamp ve Fridovich (1971)’e g06re Superoksit dismutaz (SOD)
izozimlerinin elektroforetik ayrimi riboflavin ve NBT ile boyama yapilarak
gerceklestirilmistir. 60 ug protein iceren érnekler, denatiire olmayan (SDS icermeyen)
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)’ne tabi tutulmustur (Laemmli, 1970). SOD
ornekleri 4 °C’de sabit akim altinda (120 mA), % 5 toplayici jel (stacking gel) ve % 12
ayirict jelde (seperating gel) vyiiriitilmustlr. Elektroforezden sonra farkli SOD
izozimleri, boya c¢ozeltisine inhibitorler eklenerek belirlenmistir. Potasyum siyaniir

(KCN), Cu/Zn-SOD inhibisyonu igin, H,0, ise Fe-SOD ve Cu/Zn-SOD inhibisyonu
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icin boya ¢ozeltisine eklenmistir. Mn-SOD aktivitesi ise her iki inhibitore de direng
gostermistir. Total SOD aktiviteleri Biorad Image Lab. Version 4.01 software

programiyla densitometrik yontemle tespit edilmistir.
3.5.6.2. Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Yapraklarin katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde gozlenen degisimler,
Bergmeyer (1970)’in metoduna gore gergeklestirilmistir. H,O’in miktarinda olusan
azalma, 240 nm’de maksimum absorbanstaki diisiisle belirlenmistir. 250 pl’lik son
hacme sahip kiivetlerdeki reaksiyon karigimi; 0.1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat
tamponu (pH 7), deiyonize su ve %0.3 H,;0O;’den olusmaktadir. 180 sn boyunca
absorbansta olusan diislis takip edilmistir. CAT aktivitesi, dakikada harcanan pmol

H,O, olarak ifade edilmistir.
3.5.6.3. Peroksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Yapraklarin peroksidaz (POX) aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)’ye gore
belirlenmistir. Spektrofotometrede 465 nm dalga boyunda DAB’in oksidasyonuyla
birlikte absorbansta meydana gelen artis takip edilerek POX enzim aktivitesi
hesaplanmistir. Reaksiyon karigimi, DAB, % 0.6’lik H,O,, deiyonize su ve enzim
ekstraktindan olusmaktadir. Reaksiyon, ortama H,O5’in katilmasiyla baslatilmis ve 180
sn boyunca absorbans artis1 takip edilmistir. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada
tilketilen pmol mI™ H,0, olarak ifade edilmistir.

Peroksidaz izozimlerinin elektroforetik ayrimi Seevers ve ark. (1971)’na gore
yapilmistir. 40 g protein igeren ornekler % 10’luk nativePAGE’e yiklenerek sabit
akim altinda (120 mA) yiirttiilmiistiir. Yiritme isleminden sonra olusan bantlari
gorebilmek icin jeller 15 dakika boyunca, benzidin ve hidrojen peroksit iceren 200 mM
Na-asetat tamponunda (pH 5.0) inkiibe edilmistir. Daha sonra jeller deiyonize su ile

yikanmistir.
3.5.6.4. Askorbat peroksidaz enziminin aktivite tayini

Askorbat peroksidaz (APX) enziminde meydana gelen aktivite degisimleri

Nakano ve Asada (1981)’ya gore gerceklestirilmistir. Askorbat okside oldukca, 290
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nm’deki absorbansta olusan azalma okunmus ve hesaplamalar askorbatin ekstinksiyon
katsayis1 olan 2.8 mM™em™ kullanilarak yapilmustir. Reaksiyon karisimi igerisinde; 50
mM Na-P tamponu (pH 7), 0.5 mM askorbat, 0.1 mM EDTA Na; ve 1.2 mM H,0,
bulunmaktadir. Askorbatin oksidasyonu, enzim ekstraktinin katilmasiyla baslatilmis ve
absorbanstaki azalma 180 sn boyunca takip edilmistir. 1 birim APX aktivitesi, dakikada
okside olan 1 mmol ml™ askorbat olarak ifade edilmektedir.

Mittler ve Zilinskas (1993)’in  yontemine gore APX izozimlerinin
belirlenmesinde kiiciik modifikasyonlar yapilmistir. Ornekler yiiklenmeden 6nce jeller 2
mM askorbat igeren tamponda 30 dakika yiiriitilmiistiir. Daha sonra 50 pg protein
iceren ornekler jele yiiklenerek sabit akim altinda (60 mA) yiritilmistiir. Yiriitme
isleminin ardindan jeller 2 mM askorbat iceren 50 mM K-P (pH 7) tamponunda 20
dakika inkiibe edilmis ve sonra 4 mM askorbat ve 2 mM H,0O iceren 50 mM K-P (pH
7.8) tamponunda 15 dakika bekletilmistir. Ardindan jeller tamponla 1 dakika yikanmig
ve 28 mM TEMED ve 2.5 mM NBT igeren 50 mM K-P tamponuna alinmis ve 1sikta

10-20 dakika bekletilerek bantlarin goriiniir hale gelmesi saglanmustir.
3.5.6.5. Glutatyon rediktaz enziminin aktivite tayini

Foyer ve Halliwell (1976)’in metoduna gore yapilan glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitesi, spektrofotometrede 340 nm dalga boyundaki absorbans azalmasindan yola
cikilarak tespit edilmistir. NADPH varliginda, GSSG miktarindaki azalma, kuvartz
klvette, 180 sn boyunca takip edilmistir. Hesaplamalar, GR enziminin ekstinksiyon
katsayis1 £=6.2 mM™ cm™ kullanilarak yapilmistir. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada

indirgenen 1 mmol mI™ GSSG miktar: olarak ifade edilmektedir.
3.5.6.6. Monodehidroaskorbat rediiktaz enziminin aktivite tayini

Hossain ve ark. (1984)’'min  yontemi izlenerek  gergeklestirilen
monodehidroaskorbat rediktaz (MDHAR) aktivite degisimlerinin reaksiyon karigimi;
50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.2 mM NADPH, 2.5 mM AsA, 0.5 (nite askorbat oksidaz
(AO) igermektedir. Reaksiyon AO’nun eklenmesiyle baglamistir. MDHAR aktivitesi
340 nm’de 1 dakika suresince absorbansta meydana gelen degisim izlenip 6.2 mM~

lem™ ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak hesaplanmistir.



23

3.5.6.7. Dehidroaskorbat rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Nakano ve Asada (1981)’nin yontemine gore tespit edilen dehidroaskorbat
rediktaz (DHAR) aktivitesinin reaksiyon karigimi; 50 mM K-P (pH 7.0), 2.5 mM GSH
ve 0.1 mM DHA icermektedir. Aktivite 6rnek soliisyonuna reaksiyon karisiminin
eklenmesiyle baslamistir. Aktivite 265 nm’de 1 dakika absorbansta meydana gelecek

degisime gore 14 mM*cm™ ekstinksiyon katsayisi kullanilarak hesaplanmustir.
3.5.6.8. NADPH oksidaz aktivitesi

XTT’nin 470 nm’de indirgenmesi izlenerek gergeklestirilen total NADPH
oksidaz (NOX) aktivitesinde, Jiang ve Zhang (2002b)’in yontemi takip edilmistir. NOX
izozim profilleri Sagi ve Fluhr (2001)’un metodu ile ortaya konulmustur. Jellere 50 ug

protein iceren drnekler yliklenmistir.
3.5.6.9. Glutathione -S- Transferaz aktivitesinin belirlenmesi

GST aktivitesi, Habig ve ark. (1974) yontemine gore gerceklestirilmistir. 0.1 M
Na-fosfat (pH 6.5), 1 mM GSH ve 1 mM CDNB igeren reaksiyon karisimi hazirlanmis
ve 340 nm’de absorsbansda meydana gelen degisim takip edilmistir. GST izozimleri,
Ricci ve ark. (1984)’'nin metoduna gore %10 native page elektroforetik ayrimi ile

gergeklestirilmistir.
3.6. Istatistiksel Analizler

Tez calismasi siiresince deneme en az 3 kez tekrar edilmis ve biyume
parametreleri disinda (n=10) her bir analiz 2 tekrardan olusmaktadir (n=6). Elde edilen
veriler ANOVA ile analiz edilmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar LSD testi ile
karsilastirilmistir. P< 0.05 olan degerler istatistiksel bakimdan anlamli kabul edilmistir.
Istatistiksel analizler SPSS programi (versiyon 23.0) ile gerceklestirilmistir. Biitiin
sekillerdeki hata cubuklar1 ortalama standart hatayr gostermektedir ve ¢izelgelerdeki

degerler ortalama seklinde verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Bayume Parametrelerinde Meydana Gelen Degisimler
3 giin boyunca tuz ve/veya kuraklik stresine maruz birakilan geltik yapraklarinda

skandiyum uygulamalarinin bagil siirgiin biiyiime oranlarinda (RGR) gozlenen ortalama

degisimler Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik yapraklarinda disaridan uygulanan skandiyumun
bagil siirgiin biiylime oranlarinda (RGR) meydana getirdigi ortalama degisimler (n=5). Sutunlar
tizerindeki farkli harfler istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri gostermektedir (P< 0.05).

Tim stres uygulamalarimizda RGR’lerde ciddi oranda azalmalar meydana
geldigi tespit edilmistir. Yalniz skandiyum uygulamalarinda ise kontrol grubuna goére
yuksek konsantrasyon Sc (50uM Sc) uygulamasinda 6nemli bir degisim goriilmezken,
diisiik konsantrasyon skandiyum uygulamasinda (25uM Sc) %43.61 oraninda artig
oldugu goriilmektedir. Stres ile birlikte uygulanan skandiyumlu gruplarin tamaminda
(yalmz stres grubuyla kiyaslandiginda) skandiyumun tiim dozlarinda olumlu etki yaptigi
ve stresle birlikte azalan RGR oranini artirdig1 tespit edilmistir.

Sakthivelu ve ark. (2008)’nin yapmis oldugu ¢aligmaya gore, kullandiklar1 soya
cesitlerinin tiimiinde disaridan uyguladiklart kurakliktan dolayr RGR’de diisiis oldugunu
bildirmislerdir. Bir diger calismaya gore Bajji ve ark. (2000), bugday bitkisine
uygulanan PEG kaynakli su noksanligi dogrultusunda RGR’de azalma oldugu tespit

etmiglerdir. C. humilis bitkisinde yapilan bir ¢alismaya gore ise, kullandiklar1 iki
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genotipin kontrol gruplarinda 6nemli bir fark goriilmezken, kuraklik uygulamasi
yapilmis gruplarda RGR’lerde ciddi bir diisiis oldugunu rapor etmislerdir (Ren ve ark.,
2016). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda ise, Mathur ve ark. (2006) fasulye, Jamil ve ark.
(2007) turp bitkisi, Taffouo ve ark. (2009) boérllce ve Kapoor ve Srivastava (2010)
Vigna mungo L.’de NaCl konsantrasyonlarinda bitkilerin uzunlugunda ve RGR
oranlarinda disisler gozlenmistir. Al-Tamimi ve ark. (2016) kullandiklar1 2 geltik
cesidine uyguladiklar1 tuz konsantrasyonlarindaki dozlar ayirt edilmeksizin tiim
gruplarda RGR oranlarinda azalma oldugunu bildirmislerdir. Tim bu ¢alismalarin RGR
verileri bulgularimizi destekler niteliktedir.

Tuz ve/veya kuraklik stresine maruz birakilan geltik yapraklarina disarindan
uygulanan skandiyumun nisbi su iceriklerinde (RWC) meydana getirdigi degisimler
Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki ¢eltik yapraklarinda skandiyum uygulamalarinin nisbi su
iceriklerinde (RWC) meydana getirdigi ortalama degisimler (n=5). Siitunlar {izerindeki farkli harfler
istatistiksel bakimdan farkli olan degerleri gostermektedir (P< 0.05).

Yalniz skandiyum uygulamalarini kontrol grubu ile kiyasladigimizda énemli bir
degisiklik gozlemlenmemistir. Tim stresli gruplarda RWC oranlarinda azalmalar
meydana gelmistir. Yalniz tuz ve kuraklik stresiyle kombine stres grubunun, kontrol
grubuyla kiyaslandiginda RWC miktarlar1 %8.46, %16.26 ve %39.66 oraninda
azalmigtir. Tim stresle birlikte skandiyum uygulamalar1 c¢eltik fidelerindeki RWC

olumlu yonde etkilemistir.
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Nisbi su igerigi (RWC) yaprak su potansiyelini, stoma direncini ve transpirasyon
oranini belirler (Anjum ve ark., 2011). Bitki hiicresinin su igerigi kuraklik kosullarinda
oldukca etkilenmektedir (Nayyar ve Gupta, 2006). Artan yaprak sicakligi, RWC
degerlerinin kuraklik stresi altinda yaprak su durumunu kontrol etmede onemli bir
faktordir (Anjum ve ark., 2011). Bitki yapraklarmin RWC’si baslangigta yaprak
gelisimi sirasinda yiiksektir ve kuru madde biriktik¢e azalir. Kuraklik stresli geltik
bitkilerinde, yaprak sicakligindaki artisla birlikte yaprak RWC miktarinda azaliglar
meydana gelmektedir (Farooq ve ark., 2009c; Fahad ve ark., 2017). Kuraklik altindaki
RWC igin var olan farkliliklar celtikte (Courtois ve ark., 2000), bugdayda (Schonfeld ve
ark., 1988), soya fasulyesinde (Carter Jr ve Patterson, 1985; James ve ark., 2008) iyi bir
sekilde calisgilmigtir. Shobbar ve ark. (2012), kuraklik ve tuz stresine maruz kalmis
celtik fidelerinde RWC degerlerinde diisiis rapor edmislerdir. Yapilmis olan bu
calismalar dogrultusunda, tez caligmamizin sonuglarinin bu raporlar ile uyustugu
gorilmektedir.

Tuz ve/veya kuraklik stresi ile skandiyum uygulamalarinin ¢eltik yapraklarinin

ozmotik potansiyelleri iizerine meydana gelen degisimleri Sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik fidelerinde skandiyum uygulamalarmm ozmotik
potansiyelde meydana getirdigi degisimler (MPa) (n=5). Situnlar Uzerindeki farkli harfler istatistiksel
olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Yalniz skandiyuma maruz kalan celtik yapraklarinda kontrol grubuna gore
onemli bir degisiklik olmamigtir. Tekli stres gruplar1 ve kombine stres gruplarinda

ozmotik potansiyelde kontrol grubuna gore negatif dogrultuda artislar (%30.53, %21.43,
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%41.07) tespit edilmistir. Yalniz skandiyumlu gruplar hari¢, diger tim skandiyum
uygulamalar1 celtik fidelerindeki stresle meydana gelmis negatif yondeki ozmotik
potansiyel artisini kontrol seviyelerine yaklastirdigi gorilmektedir.

Tuzluluk stresine karsi bitki tepkileri, ozmotik potansiyelin azaltilmasi ve
ardindan biriken iyonlarin toksisitesinin tetiklenmesi sonucunda gergeklesir (Rahman ve
ark., 2000). Calismamizda stres kosullart altinda bitkimizde ozmotik potansiyelin
azaldig1 goriilmektedir. Dasgupta ve ark. (2015) gore kullandiklar1 kurakliga toleransh
iki gesit geltik tiriinde (Vandana ve Swarna) ozmotik potansiyel degerleri kontrol
grubuna gore azalma gostermistir. Cesitli bitki tlirlerinde uzun siireli kuraklik
sartlarinda ozmotik potansiyelde negatif bir artis oldugu tespit edilmis ve Vitis vinifera
L. gibi bazi tiirlerde hem yaprak hem de kok ekstraktlarinda benzer degisiklikler oldugu
bildirilmistir (Qaderi ve ark., 2019). Bu literatliir galismalar1 tez c¢alismamiz ile

ortiismektedir.

4.2. Klorofil Fluoresans Ol¢limleri

Klorofil floresans analizi, bitki fizyologlar1 ve ekofizyologlart i¢in mevcut en
giiclii ve yaygin olarak kullanilan tekniklerden biridir. 3 gun sireyle tuz ve/veya
kuraklik stresine maruz kalmis celtik fidelerine disaridan uygulanan skandiyumun bitki
tzerindeki maksimum kuantum verimi (Fv/Fm)’deki degisimler Sekil 4.4’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik yapraklarinda skandiyum uygulamalarinin
maksimum kuantum verimi (Fv/Fm)’nde meydana getirdigi ortalama degisimler (n=5). Situnlar
Uzerindeki ayni harfler istatistiksel olarak ayni olan degerleri gostermektedir (P>0.05)
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Tim uygulama siiresince yalnizca stresli ve kombine stresli gruplarda
maksimum kuantum veriminde kontrole gore azalmalar tespit edilmistir. Bunlarin
disinda kalan diger tiim gruplarda kontrol grubuyla kiyasladigimizda 6nemli bir degisim
gortlmemektedir. Kombine stres grubu olan S+D (100uM NaCl +% 5 PEG) kontrol
grubuna gore en fazla Fv/Fm degerinin azaldigi uygulama olup oransal olarak
%35.77°dir. Stresle birlikte skandiyum uygulamalarinda Fv/Fm degeri kontrol
seviyesine ulagsmistir. Bu durum fotosentetik aygitlar1 olumda yonde etkileyerek etkili
bir sekilde korudugunu gostermektedir.

Baz1 klorofil fliloresans verileri olmadan saha kosullarinda bitkilerin fotosentetik
performansina iliskin hi¢bir arastirma tamamlanmis gibi goriinmemektedir. Klorofil
fluoresans indiiksiyon egrileri, bitkilerin fotosentetik performansini taramak i¢in hassas
bir ara¢c olarak kullanilmaktadir. PSII’nin kuantum verimi olarak olculen klorofil
fllioresansi, bitki stresinin bir 6l¢tsu olarak gortilmektedir. Flioresansdaki degisiklikler,
gaz degisimindeki ve biyokiitlede meydana gelen degisikliklerle iligkilidir. Fv/Fm ve
FO’daki degisiklikler giiniimiizde gecerliligini hala korumakta ve yaygin olarak foto
inhibisyonun giivenilir tanisal gostergeleri olarak kullanilmaktadir (Dames ve ark.,
2004). Puteh ve ark. (2013) yapmis olduklar1 ¢alismaya gore, kullandiklari 2 gesit celtik
fidelerine uyguladiklar1 kuraklik stresi sonucunda Fv/Fm oranlarinda azalma
gozlemlemislerdir. Bu ¢aligma bizim sonuglarimizla 6rtiismektedir. Senguttuvel ve ark.
(2014), celtik bitkisine uygulanan belirli tuz konsantrasyonlarinda Fv/Fm oranlarinda
diisiis oldugu bildirilmislerdir. Bu ¢alismada ayrica Fv/Fm oranlarindaki diisiisiin hem
klorofil a hem de b konsantrasyonundaki diisiisle ¢akistigi dikkat ¢ekicidir. Fv/Fm’deki
diisiis, pigmentlerden reaksiyon merkezine enerji aktarimi kaybinin oldugunu gosterir.
NaCl stresli bitkilerde Fv/Fm oraninin azalmasi, Fm degerindeki disiise bagh
olabilmektedir (Maxwell ve Johnson, 2000; Santos ve ark., 2001). Bir diger ¢alismada
ise cesitli ¢eltik gesitlerinin kullanildigi ve 100 mM NacCl ile yapilan tuz muamelesinde
Fv/Fm ve qP degerlerinde 6nemli 6lglide azaldigi goriilmektedir (Lee ve ark., 2013).
Guan ve ark. (2015) kullandiklar1 6 gesit bugday fidelerine uyguladiklar1 kuraklik stresi
sonucunda bugdaymn hem biiylime asamasinda hem de fide asamasinda Fv/Fm’de
belirgin bir azalmanin oldugunu bildirmislerdir. Yukarida yapilan tiim ¢alismalar

bulgularimizi destelemektedir.
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4.3. Celtik Yapraklarinda Gergeklestirilen Biyokimyasal Analizlerin Sonuclar:
4.3.1. Prolin icerigi
Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik fidelerinin disaridan skandiyum

uygulamalariyla birlikte yaprak prolin (Pro) igeriklerinde meydana gelen degisimler
Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik yapraklarinda disaridan uygulanan skandiyumun
yaprak prolin iceriklerinde gozlenen ortalama degisimler (n=3). Siitunlar {izerindeki farkli harfler
istatistiksel olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Kombine stres gruplar1 ve yalniz kuraklik uygulanmis grup disindaki diger
gruplar, kontrol grubuna gore prolin iceriklerinde artis gézlemlenmistir. Tuz+Scl grubu
yalniz tuz uygulamasina gore prolin icerigini ciddi oranda artirdig1 belirlenmistir. En
biiyilk oransal artisin, D-Scl grubunda yalmiz kuraklik stresine goére oldugu
goriilmektedir. Ilging bir sekilde, kombine stres guruplariyla birlikte skandiyum
uygulamalarinda prolin igeriklerinde kendi kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
olmadig tespit edilmistir.

Prolin, mikroplarin, hayvanlarin ve bitkilerin ROS’un olumsuz etkilerini
hafifletmek i¢in ihtiya¢ duyduklart gicli ve enzimatik olmayan bir antioksidan olarak
kabul edilmektedir (Chen ve Dickman, 2005). L-prolin, bitkilerde A-pyrolline-5-
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karboksilat sentaz (P5CS) ve A-pirolin-5-karboksilat rediiktaz (P5CR) ile glutamik
asitten sentezlenir (Verbruggen ve Hermans, 2008). Prolin iyi bilinen ozmolitlerden
biridir. Bir ozmolit olarak hareket etmenin yani sira, birkag¢ olasi fizyolojik rolde protein
duzenleyicisi ve ¢ogu bitkide tuz ve kuraklik stres kosullari altinda olusturulan ROS’un
etkili bir uzaklastiricisi olarak is gormektedir (Hsu ve ark., 2003). Bu goérevlerinin yani
sira, membran yapisin1 korurlar, lipid peroksidasyonunu Onleyen serbest radikal
temizleyebilmektedirler ve stomalardaki K* kanallarmin diizenleyicileri olarak gorev
yapabilmektedirler (Hasegawa ve ark., 2000). Yapilan bazi ¢alismalarda tuz stresine
maruz kalmis ¢eltik Dbitkilerin ¢ogunda prolin birikiminde artislarin  oldugu
belirmislerdir (Kant ve ark., 2006). Ayrica pamukta (Zhang ve ark., 2014) ve bugdayda
da ayni durumlar rapor edilmistir (Chutipaijit ve ark., 2011). Prolin birikimi ve stres
arasinda iyi bir korelasyon literatiirde her zaman agik degildir (Chen ve ark., 2007;
Ghars ve ark., 2008). Ancak Kibria ve ark. (2017) tarafindan calisilan 7 gesit geltik
bitkisinden tuza duyarl kiiltiirler disindaki 4 gesitte prolin artigi oldugu rapor edilmistir.
Aym sekilde Mostofa ve ark. (2015a) celtik fidelerine ¢ift dozda uyguladiklar1 150 ve
250 mM NaCl sonucunda prolin igeriklerinde anlamli bir artis gozlemlemislerdir.
Ayrica tuz stresinin, tuz toleransinda farklilik gosteren iki celtik ¢esidinin yapraklarinda
Pro birikimini artirdigi da kaydedilmistir (Demiral ve Turkan, 2005). Bu sonuclar
dogrulta bulgularimiz bu c¢alismalarla ortiismektedir. Cesitli kanitlar, Pro sentezinde
pentoz-fosfat yolu aktivitesini giiclendirmede 6énemli rol oynadigini gostermistir. Clnk
bu yol, GSH’1 indirgenmis durumda tutmak icin NADPH’a ihtiya¢ duyan antioksidan

savunma mekanizmalarinin 6nemli bir bilesenidir (Chen ve Dickman, 2005).
4.3.2. Yapraklarm hidrojen peroksit iceriklerinde meydana gelen degisimler
Tuz ve/veya kuraklik stresi ile yalniz veya stresle birlikte uygulanan skandiyum

uygulamalarinin yapraklarin H,O; iceriginde meydana gelen degisimler Sekil 4.6°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki ¢eltik yapraklarinda skandiyum uygulamalarinin yaprak
H,0, igeriklerinde gozlenen ortalama degisimler (n=3). Siitunlar tizerindeki farkli harfler istatistiksel
olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Tim stres uygulamalarimizda HO; igeriginde anlamli bir artis oldugu
gortlmektedir. Stresli gruplar arasinda kontrol grubuna goére H,O, akiimilasyonu en
fazla kombine stres uygulamasinda tespit edilmistir. Yalniz skandiyum uygulamalari
kontrol grubuna gbre 6nemli bir degisim gostermezken, stres gruplariyla birlikte
uygulanan skandiyumlar celtik fidelerinde H,O, seviyelerini kontrol grubu seviyelerine
distirmustiir.

Hidrojen peroksit, temel biyolojik fonksiyonlar1 olan muhtemelen en stabil
ROS’lardan biridir (Foyer ve Noctor, 2009). H,0, eslesmemis elektronlar1 olmayan
zay1f bir asittir (bu nedenle radikal degildir) ve kisa dmiirlii stiperoksit, hidroksil ve tekli
oksijene kiyasla nispeten kararli bir molekiildiir. Bununla birlikte, hiicrelerdeki
H,O, nin 6mra, bu oksijen tlrevini detoksifiye eden katalaz ve peroksitlerin durumuna
gore degisim gostermektedir (Foyer ve Noctor, 2009). ROS’lar arasinda en kararli
molekiil oldugundan ¢esitli fizyolojik islemlerde bir sinyal molekiilii olarak 6nemli bir
rol oynar. Cevresel stres etmenleri sirasinda hiicre i¢i H,O, seviyeleri artar (Slesak ve
ark., 2007). Cogu ¢alismada tuz ve kuraklik stresine cevap olarak H,O; igeriginde artig
oldugu bildirilmis ve bu ¢alismalar bulgularimizla uyusmaktadir (Lin ve Kao, 2001;
Vaidyanathan ve ark., 2003). Aymi sekilde bir diger ¢alismada domates ve celtikte

kicik sicaklik soklar1 uygulanmis ve H,O, akiimiilasyonunda artis oldugu tespit
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edilmistir (Lui ve Shono, 1999; Lee ve ark., 2000). Dolayisiyla, H,O, abiyotik stres
toleransi icin sinyal iletiminde onemli bir rol oynamaktadir ve bu durum bizim tez

calismamizla da paraleldir.

4.3.3. Lipid peroksidasyon seviyelerinde meydana gelen degisimler

Malondialdehit (MDA), polisatiire yag asidi peroksidasyonu ve arakidonik asit
metabolizmasinin bir yan {irlinii olarak iretilen oldukga reaktif bir ii¢ karbonlu
dialdehittir, ayrica hiicrelerde ve dokularda oksidatif stresin dnemli bir gostergesi olarak
kullanilir. Tuz ve/veya kuraklik stresi ile yalniz veya stresle birlikte uygulanan
skandiyum uygulamalarinin ¢eltik fidelerindeki lipid peroksidasyon (TBARS)

igeriginde meydana gelen degisimler Sekil 4.7°de gésterilmistir.
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Sekil 4.7. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik yapraklarinda skandiyum uygulamalarinin yaprak
TBARS iceriklerinde (nmol g* YA) meydana getirdigi degisimler (n=4). Siitunlar iizerindeki farkli
harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Yalniz skandiyum uygulanmis gruplarin TBARS igeriklerinde o6nemli bir
degisim olmamasima ragmen, tiim stresli gruplarda TBARS igeriginde ciddi artiglar
olmustur. Kontrol grubuyla kiyasladigimizda en ¢ok artis yalniz ¢oklu stres gruplarinda
olmustur (%62.93). Tekli stres gruplarina baktigimizda (Tuz ve Kuraklik) kontrol
grubuna gore sirastyla TBARS iceriklerinde %55.14 ve %57.42 oraninda artis
belirlenmistir. Tim stresle birlikte uygulanmis skandiyum dozlarinda TBARS

igeriklerinde olumlu bir etki yaptig1 goriilmektedir.
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Hiicre zari, lipidlerden olusmaktadir ve ROS hasarinin en fazla etkiledigi
yerlerin basinda gelmektedir. ROS birikiminin, lipidler Gzerindeki diger indirgeyici
etkilerin hepsinden daha koéti oldugu diisiiniilmektedir (Gill ve ark., 2010). Hasar
sirasinda kiiclik hidrokarbon molekiilleri, ¢oklu doymamis molekiillerden ketonlar ve
malondialdehit (MDA) gibi yapilar olusturulur (Garg ve Manchanda, 2009). Hiicresel
ve organel membranlarin her ikisi de lipid peroksidasyonundan etkilenir, bu nedenle
hicre fonksiyonlarin1 engeller ve oksidatif stresi hizlandirir (Montillet ve ark., 2005).
Baglama, ilerleme ve sonlandirma, lipid peroksidasyonunda yer alan ti¢ farkli adimdir
(Gill ve ark., 2010). Emam (2012), gelismis c¢eltik fidelerine uyguladiklar1 kuraklik
stresi sonucunda TBARS igeriklerinde ciddi artiglar oldugunu tespit etmistir. Kuraklik
stresinin, celtik bitkilerini etkili bir sekilde oksidatif hasardan koruyan antioksidan
enzimlerin aktivitesini indikledigi goériilmiistiir (Ding ve ark., 2016). Pehlivan ve ark.
(2018) domateste yaptiklar1 kuraklik direnci denemelerinde TBARS igeriklerinde artis
gozlemlemiglerdir. Bu c¢alismalarin disinda, Vitis vinifera L. (Ju ve ark., 2018),
Amaranthus tricolor L. (Sarker ve Oba, 2018), Achillea turleri (Gharibi ve ark., 2016),
Scutellaria baicalensis Georgi (Cheng ve ark., 2018) ve Cucumis sativus L. (Nie ve
ark., 2018)’da yapilan galismalarda, MDA igerikleri kuraklik stresi altinda arttig
bildirilmistir. Andrade ve ark. (2018) kuraklik stresi uygulanmis geltik bitkilerine
disaridan selenyum uygulayarak, kuraklik sartlarinda artan MDA aktivitesini selenyum
yardimiyla azaltmiglardir. EI-Esawi ve Alayafi (2019) kuraklik stresine karst MDA
aktivitesindeki degisimlere bakmak icin bir yabani tip ve {i¢ transgenik ¢eltik cesidi
kullanmigtir. Calisma sonucunda, tiim cesitlerde MDA seviyelerinde artislar oldugunu
saptamiglardir. Nounjan ve ark. (2018) 3 c¢esit ¢eltik bitkisinde MDA igeriklerini
incelemislerdir. Bu dogrultuda 2 ¢esidin tuza duyarli oldugu ¢alismada (CSSL8-94 ve
CSSL8-95), MDA igeriklerinde tuza karsi duyarli olmayan diger ¢esitle kiyaslandiginda
daha fazla artis oldugunu belirtmislerdir.

4.3.4. Antioksidan enzim aktivite sonug¢lari

4.3.4.1. Superoksit dismutaz enzim aktivitesinde gozlenen degisimler

Celtik yapraklarina uygulanan tuz ve/veya kuraklik streslerine karsin disaridan
uygulanan skandiyum sonucunda stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitelerinde ve

izozim profillerinde meydana gelen degisimler Sekil 4.8’de verilmistir.
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Cu/Zn-SOD1
Cu/Zn-SOD2
Cu/Zn-SOD3
Mn-SOD

} Fe-SOD1-2

Sekil 4.8. Tuz ve/veya kuraklik stresleri altindaki celtik yapraklarinda disaridan skandiyum
uygulamalarmm yaprak SOD izozimlerinde (a) ve total SOD (U mg™ protein) aktivitelerinde (b)
meydana gelen degisimler (n=4). Siitunlar tizerindeki farkl harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri
gostermektedir (P<0.05)

Celtik orneklerine ait SOD izozimlerinin belirlenmesinde dikey elektroforetik
ayrimda 60 pg protein iceren orneklerle 0.5 Unite SOD standarti kullanilmistir.
Elektroforetik ayrimin ardindan Biorad Image Lab Version 4.0.1 yazilimi kullanilarak
densitometrik ¢aligma sonucunda standarta karsilik gelen total SOD aktivitesi
hesaplanmustir.

Yalniz skandiyum uygulamalarinda ylksek dozlu (50uM) skandiyum, kontrol
grubuna gore kiyasladigimizda %19.79 oraninda tSOD aktivitesini artirdigi
gorilmektedir. Bunun disinda diisiik dozlu (25uM) skandiyum uygulamasi kontrol
grubuna gore onemli bir degisim goriilmemistir. Yalniz tuz stresi uygulamasi digindaki
tim stres uygulamalarinda tSOD aktivitesinde diisiis oldugu tespit edilmistir.
Skandiyum + stres uygulamalarin tiimii (S-Sc2 hari¢) tSOD aktivitesinde artisa
sebebiyet vererek olumlu bir etki yaptig1 goriilmektedir. Bu oransal artigin en yiiksek
oldugu grup (yalmz stres grubu ile kiyasladigimizda) %73.34 ile K+Sc2 fidelerinde
belirlenmistir.
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Tuz ve/veya kuraklik stresi uygulamalarmma karsin disaridan uygulanan
skandiyumun celtik fidelerinde 3 giin slire sonunda hasat edilmesiyle elde ettigimiz
SOD enzimine ait izozim sonuglarinda 6 tane izozim belirlenmistir (Sekil 4.9). Elde
ettigimiz bu izozim sonuglarindan 1 adet hem KCN hem de H,0;’e direng
gostermelerine gére Mn-SOD, 3 tanesi KCN ve H,0;’¢e inhibe olma 6zelliginden dolay1
Cu/Zn-SOD ve 2 tanesi ise KCN’ye direngli, H,O5’e duyarli olmasiyla Fe-SOD olarak
tamimlanmustir (Sekil 4.9a). Bu SOD aktivitelerindeki artisin ve azalisin 6zellikle Fe-
SOD ve Mn-SOD izozimlerinde olusan aktivite degisimlerinden kaynaklandigini
sOyleyebiliriz.

Superoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1), ROS’a kars1 ilk savunma hattini
olusturur. O,’yi yikar ve OH" olusum riskini azaltir, bu nedenle hiicreye zarar
gelmesini onler (Gill ve ark., 2010). Enzim tarafindan kullanilan metal kofaktor
bazinda, SOD’lar {i¢ gruba ayrilir: demir SOD (Fe-SOD), mangan SOD (Mn-SOD) ve
bakir-gcinko SOD (Cu-Zn SOD). Bu SOD’lar farkli bolimlerde bulunur. Fe-SOD
kloroplasta, Mn SOD mitokondri ile peroksizomda ve Cu-Zn SOD kloroplast ve
sitozolde bulunmaktadir. Yayinlanmis raporlar SOD’un asir1 ekspresyonunun musir (de
Azevedo Neto ve ark., 2006) ve celtik (Turan ve Tripathy, 2013) gibi bitkilerde NaCl
stresine karst etkili bir koruma ile sonuc¢landigini gostermistir. Boylece SOD
aktivitesindeki artis siiperoksit anyonunu yikarak hiicresel savunmada rol oynamaktadir
(Ort, 2001). PEG tarafindan uyarilan farkli kuraklik stresi seviyelerinin oksidatif stres
Ozellikleri (lipid peroksidasyonu ve ROS), antioksidan enzimlerin aktivitesi (SOD,
POX, CAT, APX, GR, DHAR) ve enzimatik olmayan antioksidanlarin
konsantrasyonlar1 tizerindeki etkisi (glutatyon ve askorbik asit) celtik fidelerinde
incelenmistir. Kurakligin uygulanmasi, ROS birikimini 6nemli dlgiide artirmis ve geltik
bitkilerini oksidatif hasardan etkili bir sekilde koruyan antioksidan enzimlerin
aktivitesini indiikledigi gozlenmistir (Ding ve ark., 2016). Dionisio-Sese ve Tobita
(1998a), dort celtik (Oryza sativa L.) ¢esidinde tuz stresi uygulamasi ile antioksidan
enzim aktivitelerindeki degisimleri incelemistir. Bu c¢alismada tSOD aktivitelerinde
diisiis oldugunu belirlemislerdir ve bu sonuglar tezimiz ile uyusmaktadir. Bir diger
calismada, Abdallah ve ark. (2016) celtik bitkisinde, ¢esitli tuz konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesindeki degisimlere bakmig ve tuzluluk nedeniyle antioksidan enzimlerin
bazilarinda (SOD ve POX) daha yiiksek aktivite kaydetmislerdir. Rahman ve ark.
(2016) yapmis oldugu bir ¢alismada, 12 giinliik ¢eltik bitkilerine uyguladiklar1 NaCl ile
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enzim aktivitelerinde artis oldugunu goézlemlemislerdir (SOD-DHAR). Bu sonuglar ise

tez verilerimizle ters dliismektedir.

4.3.4.2. Katalaz enzim aktivitesinde gozlenen degisimler

Celtik yapraklarmin katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde tuz ve/veya kuraklik
stresleriyle skandiyum uygulamalarinin meydana getirdigi degisimler Sekil 4.9’da

verilmigtir.
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Sekil 4.9. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki ¢eltik yapraklarinda skandiyum uygulamalarinin yaprak
total CAT (U mg™ protein) aktivitelerinde meydana gelen degisimler (n=4). Siitunlar {izerindeki farkl
harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri gdstermektedir (P<0.05)

Tezimizde yalniz skandiyum uygulanmis gruplari (25uM Sc ve 50uM Sc)
kontrol grubuyla kiyasladigimizda onemli bir degisim goriilmemesine ragmen, tim
stresli gruplarda tCAT aktivitelerinde kontrol grubuna gore 6nemli oranda azalmalarin
oldugu tespit edilmistir. % 5 PEG+100uM+NaCl+25uM Sc kombine uygulamasi
digindaki tum stres ile birlikte skandiyum uygulamalarinda tCAT aktivitelerinde artis
oldugu goriilmektedir.

Katalaz H,0;’i H,0 ve O;’¢ dogrudan ayirma potansiyeline sahip enzimleri
iceren tetramerik bir yapida olup stresli kosullarda reaktif oksijen tiirlerin
detoksifikasyonunda kagmilmaz bir rol oynamaktadir. CAT, dakikada 6 milyon
H,0,’yi H,O ve O, molekiiliine dontstiirebilir (Garg ve Manchanda, 2009). CAT,
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peroksizomlarda tretilen H,O’in yag asitlerinin B-oksidasyonunda, fotorespirasyonda
ve purin katabolizmasinda rol oynayan oksidazlar tarafindan uzaklastirilmasinda
onemlidir. CAT, yapraklarda en 6nemli H,O; tutucu enzim oldugu varsayilmaktadir (de
Azevedo Neto ve ark., 2006). Yuksek CAT aktivitesi, hiicrede H,0; igerigini azaltir ve
boylece membran stabilitesini arttirir (Esfandiari ve ark., 2007). Farkli NaCl
konsantrasyonlar altindaki tiitiin bitkisinde CAT aktivitesi degerlendirmeleri sonucunda
tiim NaCl konsantrasyonlar1 kontrollere kiyasla CAT aktivitesinde istatistiksel olarak
anlaml diisiisler gozlenmistir. NaCl konsantrasyonlarinin artmasi, daha diisik CAT
aktivitesine neden oldugu bildirilmistir (Celik ve Atak, 2012). Yildiz ve Terzi (2013)
yaptiklari ¢calismada kullandiklari tuza toleransli (Avei-2002) ve tuza duyarli (Tokak157
/ 37) arpa ¢esitlerinde 100, 200 and 300 mM NaCl streslerinde, Avci-2002, Tokak
157/37’den nispeten daha diisiik SOD ve CAT aktiviteleri ile daha yliksek POX ve APX
aktivitelerine sahip oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan bir¢ok c¢alismada ise, tuza
toleransl cesitlerin genellikle bu antioksidan enzimlerin, tuza duyarli olanlara kiyasla
daha yuksek aktivite gosterdigini bildirmistir (Ashraf ve Ali, 2008; Zheng ve ark., 2008;
Kholova ve ark.,, 2010). Shehab ve ark. (2010), ¢eltik bitkisine farkl
konsantrasyonlardaki polietilen glikol (PEG) ile (% 5,% 10,% 15 ve% 20) ile birlikte
disaridan Sodyum Nitroprussid (SNP) uygulamasi sonucunda, kuraklik sartlarinda
diisen tCAT aktivitesi, SNP’li gruplarda aktivite artis1 oldugunu bildirmislerdir. Ayrici
bircok ¢alismada (Wang ve ark., 2005; Tian ve Lei, 2006; Yang ve ark., 2008) kuraklik
stresi altindaki, CAT aktivitesinde diisiisler tespit edilmistir. Bu veriler tez ¢alismamiz

ile uyusmaktadir.

4.3.4.3. Peroksidaz enzim aktivitesinde gozlenen degisimler

Tuz ve/veya kuraklik stresine maruz kalmis celtik fidelerine bir nadir toprak
elementi olan skandiyumun disaridan uygulanmasinin yapraklarinin total peroksidaz

(POX) ve izozim profilleri Sekil 4.10’da verilmistir.
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tPOX activity (U mg™ protein)

b

Sekil 4.10. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki ¢eltik yapraklarinda skandiyum uygulamalarinin yaprak
POX izozimlerinde (a) ve total POX (U mg™ protein) aktivitelerinde (b) meydana gelen degisimler (n=4).
Stitunlar tizerindeki farkli harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Tim skandiyum uygulamalar1 olumlu bir etki gosterip tPOX aktivitesinde artisa
neden olmustur. Yalniz stres gruplarinin hepsinde tPOX aktivitesi kontrol grubuna gore
sirastyla  %40.05, %66.74, %78.96 oranlarinda azalmistir. Stres+skandiyum
uygulamalar1 arasinda D+Sc2 yalniz stres grubuna gore en biiylik artisin oldugu
uygulama grubu olmus olup bu oran yaklagik olarak 2.5 kat seviyesindedir.

Izozim profillerinin belirlenmesi igin native PAGE elektroforetik ayrimi
gerceklestirilmigtir. Stres ve/veya Sc, 3 giin siiresince muamele edilmis ve 5’er POX
izozimi belirlenmistir (Sekil 4.10a). POX enzim aktivitesinde goriinen degisimlerin
belirleyicisi  olarak POX2 ve POX4 izozimlerinin ifade oranlarindan
kaynaklanmaktadir. Densitometrik analizler dogrultusunda tPOX ve izozimlerde
meydana gelen degisimlerin birbiri ile uyum i¢inde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10).

Peroksidaz, stres kosullarinda H,O,’in siiplrilmesinde rol oynar. Peroksidaz,
H,0; icin CAT ve SOD’dan daha yiiksek bir afiniteye sahiptir ve stres sirasinda reaktif
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oksijen tdrlerinin yonetiminde daha 6nemli bir role sahip olabilmektedir (Schuller ve
ark., 1996). Peroksidaz tretimi, reaktif oksijen tirlerini temizleme sistemini guclendirir
ve oksidatif stres toleransi ve patojen direncine yol agar (Gill ve ark., 2010). Bircok
POX izozimi, vakuollerde, hiicre duvarinda ve sitozolde lokalize olmus halde bitki
dokularinda bulunur. POX bir¢ok onemli biyosentetik siire¢, etilen biyosentezi, yara
iyilesmesiyle biyotik ve abiyotik strese karsi savunma ile iligkilidir (Asada, 1992).
Cevrenin ¢esitli stresli kosullarina cevap olarak POX aktivitesini tetikledigi bircok
calismada gosterilmistir (Shah ve ark., 2001; Verma ve Dubey, 2003; Sharma ve
Dubey, 2005). POX aktivitesinin tuzlulukla artmasi, celtikte (Lee ve ark., 2001) ve
bezelyede (Shahid ve ark., 2011) gozlenmistir. Mittal ve Dubey (1991) celtikte tuz
stresine duyarli kiiltiir bitkilerinde peroksidaz aktivitesinde bir artis oldugunu
bildirmiglerdir. Ayn1 zamanda tuzlulugun, POX enzimin olusumunu etkiledigi
bildirilmis ve bu durum in vitro kosullarda inhibisyonun ve in vivo kosullarda
aktivasyonun, tuza duyarli ¢esitlerde gozlendigini gostermistir (Dionisio-Sese ve
Tobita, 1998a). POX’lar sadece H,0O, temizlemesinde degil, ayn1 zamanda bitki
biiyiimesi, gelisimi, lignifikasyonlari, stiberinizasyonu ve hiicre duvari bilesiklerinin
capraz baglanmasinda da rol oynar (Passardi ve ark., 2005). Emam (2012) yapmis
oldugu calismada, geltik fidelerine uyguladig: cesitli dozlardaki kuraklik streslerinde
POX aktivitesinde artisin oldugunun belirtmistir. Bir diger ¢alismada ise, 12 gesit celtik
fidelerine uyguladiklar1 tuz stresi sonucunda POX aktivitelerinde artis oldugu
bildirilmistir (Chunthaburee ve ark., 2016). Bu iki ¢aligma bizim sonug¢larimizla ters
diismektedir. Ancak, Kibria ve ark. (2017) yapmis oldugu c¢alismada kullandiklari tim
celtik cesitlerinde POX aktivitesinin tuz stresine karsilik olarak onemli Olgiide

azaldiginin rapor edilmesi bulgularimizla ortiismektedir.

4.3.4.4. Askorbat peroksidaz enzim aktivitesinde gozlenen degisimler

Tuz ve/veya kuraklik stresine maruz birakilan geltik fidelerindeki askorbat
peroksidaz (APX) ve APX izozimlerinin elektroforetik ayrimlari neticesinde elde etmis

oldugumuz sonuglar Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.11. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki ¢eltik yapraklarinda disaridan skandiyum
uygulamalarmm yaprak APX izozimlerinde (a) ve total APX (U mg™ protein) aktivitelerinde (b)
meydana gelen degisimler (n=4). Siitunlar tizerindeki farkli harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri
gostermektedir (P<0.05)

Tiim gruplar ig¢ersin de yalniz ¢oklu stres grup disinda (100uM NaCl +% 5 PEG)
kalan tim gruplarin kontrol grubuyla karsilastirildiginda APX aktivitesinde artis oldugu
goriilmektedir. Yalniz kombine grubunda ise kontrole gére APX aktivitesinde azalis
tespit edilmistir. (%21.60). En ylksek APX aktivitesindeki artis (kendi stres grubuyla
kiyaslandiginda) S-D-Sc1 grubunda tespit edilmis olup bu artis yaklagik olarak 3.4 kat
seviyesindedir.

Elektroforetik ayrim sonucunda 4 farkli APX izozim tanimlanmis ve bu izozim
profilleri Sekil 4.11°de verilmistir. Sekilde de gordiigiimiiz gibi APX aktivitesindeki
meydana gelen degisimlerin gostergesi APX3 ve APX4 izozimlerin de meydana gelen
artis ve azaligtan kaynaklandigini sdyleyebiliriz.

Askorbat peroksidazin (APX; EC 1.11.1.1), ROS’un supurulmesinde ve bitki
hiicrelerin korunmasinda 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Suda ve Ash-GSH

dongulerinde H,O,’in supurilmesinde yer alir ve elektron verici olarak AsA’1 kullanir.
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APX ailesi, thylakoid (tAPX) ve glikozizom membran (gmAPX) formlarinin yani sira
kloroplast, stromal ¢ozunur formun (SAPX) ve sitozolik formun (cAPX) dahil olmak
tizere en az bes farkli formundan olusur. APX, H,O; icin CAT ve POX’tan daha yiiksek
afiniteye sahiptir ve stres sirasinda ROS slpUrilmesinde daha 6énemli bir rol
oynayabilir. Kloroplastlarda, mitokondrilerde, peroksizomlarda ve sitozolde bulunur.
APX, askorbat-glutatyon dongiisiiniin ayrilmaz bir bilesenidir. Tuz stresine maruz kalan
bitkilerde hiicre aras1 boslugunda iiretilen H,O,, ilk olarak sitozolik APX’in lokalize
oldugu sitozole, ardindan katalazin bulundugu peroksizoma girer (Asada, 1992). APX
aktivitesinin artmasi ve oksidatif stres ile ekspresyonu, c¢imlenmekte olan celtik
embriyolarinda (Morita ve ark., 1999) ve geltik fidelerinin yapraklarinda (Lee ve ark.,
2001) gozlenmistir. Vaidyanathan ve ark. (2003), bitkilerde APX tarafindan H,O,’in
detoksifikasyonunun tuz stresi sirasinda 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir. APX
aktivitesinin artmasi, susamda yiiksek tuzluluk toleransinin 6nemli bir isaretidir (Koca
ve ark.,, 2006). Bu calisma tez sonuclart ile uyusmaktadir. APX, kuraklik stres
yanitlarinda ve kurakliktan geri kazanilmasinin ardindan kilit bir rol oynayan bir
antioksidan enzimdir (Mittler ve Zilinskas, 1994; Faize ve ark., 2011a; Fini ve ark.,
2012). Ornegin, Kausar ve ark. (2012) PEG uygulanmis soya fasulyesinde enzim
aktiviteleri tespit edilmis ve artan kuraklik dozlari ile birlikte APX ve aktivitesinde
belirgin bir artis oldugunu bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada Ehsanpour ve ark.
(2012) ttun bitkisinde, bir transgenik ve kontrol olarak transgenik olmayan bitkileri
(Nicotiana tabacum, cv. Wisconsin)’nde APX aktivitesini g¢alismislardir. Kuraklik
stresi, farkli konsantrasyonlarda polietilen glikol (PEG 6000) kullanilarak uygulanmig
olup, arastirmacilar APX aktivitesinin kuraklik stresi altinda arttigini ve en yiiksek
aktivitenin PEG uygulamalarinin % 10 ve % 20’sinde gozlendigini ileri sUrmiislerdir.
Mirzai ve ark. (2013) gore ise, 2 cesit kanola bitkisinde yaptiklar1 ¢galismada PEG %0-5-
10-15 wuygulamalarinda, 24 giin sonunda APX aktivitesinde artiglar oldugunu

bildirmislerdir. Bu literatiirler tez ¢alismamiz ile birebir 6rtiismektedir.
4.3.4.5. Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinde gozlenen degisimler

Glutatyon redliktaz (GR) enzim aktivitelerinin tuz ve/veya kuraklik stresine
maruz kalmis geltik yapraklarinda disaridan skandiyum uygulamalar1 sonucunda olusan

degisimleri Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik yapraklarinda skandiyum uygulamalarinin GR (U
mg™ protein) aktivitelerinde meydana getirdigi degisimler (n=4). Siitunlar itizerindeki farkli harfler
istatistiksel olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Tiim deneme asamasinda tiim gruplarda GR aktivitesinin kontrol grubuna gore
azalmis oldugu belirlenmistir. Tim stresli gruplarla birlikte uygulanmis skandiyum
dozlart GR aktivitesini artirmis olsa da en biiyiik artisin kendi kontrol grubuna (% 5
PEG) gore D+Scl (% 5 PEG+25uM Sc) uygulamasinda oldugu goriilmiis ve bu oran
yaklagik 4.5 kat olarak belirlenmistir. En diisiik GR aktivitesinin ise kontrol grubuna
kiyasla ¢oklu stres (% 5 PEG+100uM NaCl) uygulamasinda oldugu goriilmektedir.

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2), GSSG’yi GSH’a indirgemek icin bir
elektron dondri olarak NADPH kullanan bir flavoprotein oksidorediiktazdir. Genellikle
GR, yaprak dokularindaki kloroplastlarda bulunur. Bununla birlikte, sitozol, mitokondri,
gliyoksizom ve peroksizomlarda da az miktarda bulunur (Jiménez ve ark., 1998). APX
gibi, GR’de, askorbat-glutatyon dongiisiindeki ana bilesenlerden biridir ve glutatyonun
verimli bir sekilde geri doniisimii GR tarafindan saglanir. Bir hiicrede yiksek
indirgenmis/oksitlenmis glutatyon (GSH/GSSG) oranimmi koruyarak oksidatif stres
sirasinda kloroplastlarin korunmasinda GR 6nemli bir rol oynar (Noctor ve Foyer,
1998). Eyidogan ve Oz (2007) yaptiklar1 calismada, tuzluluk stresi uyguladiklari C.
arietinum L. yaprak dokusunda GR aktivitesinin arttigin1 gozlemlemislerdir. Nikolaeva
ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada 2 ¢esit bugdaya uyguladiklar: kuraklik stresini 3., 5.

ve 7. giinlerde hasat ederek elde ettikleri sonuglar dogrultusunda, en yiiksek GR
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aktivitesindeki artigin 3. glinde oldugunu bildirmislerdir. Bu veriler tez sonuglarimizla

ters diismektedir.

4.3.4.6. Monodehidroaskorbat rediktaz enzim aktivitesinde gozlenen degisimler

Tuz ve/veya kuraklik stresine maruz birakilan c¢eltik fidelerindeki
monodehidroaskorbat rediiktaz enzim aktivitesinde elde etmis oldugumuz sonuglar

Sekil 4.13’de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik yapraklarinda disaridan skandiyum
uygulamalarmim yaprak total MDHAR (U mg™ protein) aktivitelerinde meydana gelen degisimler (n=4).
Sutunlar tzerindeki farkli harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Deneme siirecindeki gruplarda yalniz tuz ve Scl (25mM-Sc) uygulamasi harig
diger tiim gruplarda MDHAR aktivitelerinde artislar oldugu gozlemlenmistir. Tekli tuz
uygulamasinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda fark goriilmezken, tuz+skandiyum
uygulamalarinin her iki konsantrasyonunda da (S-Scl ve S-Sc2) ciddi sekilde artis
oldugu tespit edilmistir. Ancak bu durum yalniz kuraklik stresi uygulamasinda farklilik
gostermektedir. Yalniz kuraklik stresi uygulanmig celtik fidelerinin kontrol grubuna
gore 2.5 kat oraninda bir artis tespit edilmistir. Coklu stres gruplarini (S+D)
inceledigimizde ise MDHAR aktivitesi, kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat artmistir.
CokKlu stres gruplarinin kombine stres + skandiyum (S+D-Scl ve S+D-Sc2) gruplari ile
kiyaslandiginda, skandiyumlu gruplarda MDHAR aktivitesinde ciddi oranda artis tespit

edilmistir.
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MDHAR, askorbatin MDHA’dan rejenerasyonunu katalize eder. MDHAR’lar
kloroplastlarda, sitozol, mitokondri ve peroksizomlarda bulunan flavin nukleotit (FAD)
iceren enzimlerdir (Asada, 1999). APX’in eslik etmesiyle MDHAR ayrica, H,O,’i
stpirmede de rol oynamaktadir (Del Rio ve ark., 2002). Brassica rapa’daki MDHAR
aktivitelerinde degisimler, H,O,, salisilik asit, parakuat ve ozonun yami sira, farkli
oksidatif streslere cevap olarak tespit edilmistir (Yoon ve ark., 2004). APX
reaksiyonundan sonra Uretilen MDHAR, yarilanma 6mrii ¢ok kisadir; hizla azaltilmazsa
AsA ve DHA’ya doniisiir (Ushimaru ve ark., 1997). Kloroplastlarda MDHAR’1n iki ana
rolii vardir; Bunlardan ilki MDHAR’dan AsA olusumu, ikincisi MDHAR yoklugunda
O,’nin O;"’e indirgenmesidir (Miyake ve ark., 1998). MDHAR’1n asir1 ekspresyonu,
domateste treme stresine (Stevens ve ark., 2008) ve patateste tuzluluk stresine (Eltayeb
ve ark., 2007) karsi tolerans saglamaktadir. APX, MDHAR ve DHAR ile birlikte
askorbat olarak dogrudan ROS’u slpurme kabiliyeti, bitki hucrelerinde askorbat-
glutatyon dongiisiiniin baglica H,O, tutucu yollarindan birine katilir. Bitki hiicrelerinde
H,0, yikilmasi i¢in en énemli indirgeyici substrat AsA’dir ve yilksek diizeyde AsA,
bitkileri biyotik ve abiyotik stresler nedeniyle oksidatif hasardan koruyan antioksidan
sistemi korumak icin gereklidir (Reddy ve ark., 2004). Guo ve ark. (2006) ¢esitli ¢eltik
bitkilerinde PEG-6000 kullanarak elde ettikleri kuraklik seviyelerine gore MDHAR
seviyelerinde artislar kaydetmislerdir. Murshed ve ark. (2013) domates bitkilerine
uyguladiklar1 3 farkli kuraklik dozlarma ek olarak 3-6 ve 10. giinlerde yaptiklari
hasatlar sonucunda, Ucuncl giinde hasat edilen fidelerin tim ¢esidinde MDHAR
seviyesi azalmigken, 6 ve 10. giinlerde cesitlerde ise artis oldugunu bildirmislerdir. Bu

veriler sonuglarimizi dogrular niteliktedir.

4.3.4.7. Dehidroaskorbat rediktaz enzim aktivitesinde gozlenen degisimler

Tuz ve/veya kuraklik stresine maruz birakilmis celtik fidelerine disaridan
uygulanan skandiyum dogrultusunda goézlemlenen dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)

enzim aktivitelerindeki degisimler Sekil 4.14 verilmistir.
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Sekil 4.14. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki geltik yapraklarinda skandiyum uygulamasi sonucunda
DHAR (umol mg™ protein) aktivitelerinde meydana getirdigi degisimler (n=4). Siitunlar iizerindeki farkl:
harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Yalniz skandiyum uygulamalarini kontrol grubuna gore kiyasladigimizda
sirasiyla yaklasik olarak DHAR aktivitelerinde 6.5 ve 7.5 kat seviyesinde artis oldugu
tespit edilmistir. Bunun aksine yalmiz stres uygulamalari ve kombine stres
uygulamalarindaki DHAR aktiviteleri kontrol grubu ile yaklasik olarak aym
seviyededir. Ancak, tiim stresle birlikte skandiyum uygulamalarinda (S+D+Scl grubu
hari¢) DHAR aktivitesi kontrol grubuna gore artig gostermistir.

Dehidroaskorbat rediktaz (E.C. 1.8.5.1), DHA’y1 AsA’ya doniistiirmek igin
GSH’1 elektron verici olarak kullanir. Boylece, MDHAR ile birlikte, hiicresel ASA
havuzunu da doldurur ve 6zellikle apoplasttaki AsA havuzunun seviyesini dizenler.
DHAR, hiicrede redoks homeostazin siirdiiriir. DHAR izozimleri tohumlarda, koklerde
ve yesil siirgiinlerde bol miktarda bulunur (Eltayeb ve ark., 2007). GSH’in substrat
olarak kullanilmasi1 yoluyla dehidroaskorbatin (DHA) askorbik aside (AsA)
dontisimUna katalizler (Ushimaru ve ark., 1997). DHAR asir1 ekspresyonu, bitkilerin
cesitli streslere karsi toleransina yol agar. Ayrica, DHAR’1n asir1 ekspresyonu, AsA
havuz biiyiikliigiiniin arttirilmasi ve siirdiiriilmesi ile ilgilidir (Chen ve ark., 2003; Qin
ve ark., 2011). DHAR ayrica, AsA’y1 oksitlenmis durumdan (DHA) yeniden
diizenleyen ve hiicresel AsA redoks durumunu diizenleyen AsA geri doniisiim
sisteminin (Martinez ve Araya, 2010) 6nemli bir bilesenidir. Bu nedenle ROS iiretimine

yol agan cesitli abiyotik streslere tolerans i¢in ¢ok onemlidir. Artan DHAR aktivitesi,
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cesitli ROS-indiikleyici streslere cevap olarak bildirilmistir (Lee ve ark., 2007; Hossain

ve ark., 2010; Hasanuzzaman ve ark., 2011).

4.5.4.8. Glutatyon S-transferaz aktivitesinin Belirlenmesi

Tuz ve/veya kuraklik stresine maruz birakilan geltik fidelerindeki glutatyon S-
transferaz (GST) ve GST izozimlerinin elektroforetik ayrimlari neticesinde elde etmis

oldugumuz sonugclar Sekil 4.15’de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki celtik yapraklarinda digsaridan skandiyum
uygulamalarinin yaprak GST izozimlerinde (a) ve total GST (U mg™ protein) aktivitelerinde (b) meydana
gelen degisimler (n=4). Situnlar iizerindeki farkli harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri
gostermektedir (P<0.05)

Yalniz skandiyum uygulamalarinin yiiksek konsantrasyonlu doza (50mM-Sc)
maruz kalan ¢eltik fidelerinde GST aktivitesi kontrole gore % 73.03 artmisken diisiik
dozdaki skandiyum uygulamasinda (25mM-Sc) ise degisim gozlenmemistir (Sekil
4.15b). Tuz ve/veya kuraklik stresi uygulanmis geltik fideleri arasinda, yalniz tekli tuz
uygulamasinda (100mM) GST aktivitesinin kontrol grubuna gore % 35.53 oranin artis
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oldugu tespit edilmistir. Kombine gruplar igerisinde S-Scl ve S-Sc2 gruplarinin yalniz
tuz (S) uygulanmis grupla kiyasladigimizda 6nemli bir degisim gériilmemesine ragmen,
yalniz kuraklik (D) ve kombine stres gruplarinda (Tuz+Kuraklik) ise diisiik dozdaki
skandiyum uygulamalarinda (D-Scl ve S-D-Scl) GST aktivitesinde sirasiyla % 33.92
ve % 62.28 oraninda artiglar tespit edilmistir.

GST izozimlerinin belirlenmesinde native PAGE elektroforetik ayirma yontemi
gergeklestirilmistir. Yetistirmis oldugumuz ¢eltik fidelerine 3 giin siiresince tuz ve/veya
kuraklik stresiyle skandiyum uygulamalarinin ardindan elektroforetik caligmalar
sonucunda 5 tane GST izozimi tespit edilmistir. GST enzim aktivitelerindeki degisimler
GST 2, 4 ve 5’in yogunluklarina baghdir (Sekil 4.15a).

Glutatyon-S-transferazlar (GST, EC 25.1.18) ya da bitki glutatyon
transferazlar, tripeptit glutatyon ve elektrofilik ksenobiyotik substrat birlesmesini
(GSH; g-gluecysegly) katalize eden biyik enzimler grubudur. Bitki GST’leri, herbisit
detoksi reaksiyonuna, antosiyaninin vakumlu sekestrasyonuna, hormon homeostazina,
hidroksiperoksit detoksi reaksiyonuna, tirozin metabolizmasma ve hiicre 6liminin
diizenlenmesine yardimci olur ve bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere verdigi tepkileri
etkiler (Dixon ve Edwards, 2010). Glutatyon-S-transferaz, olumsuz gevresel kosullara
kars1 etkili bir enzim grubudur (lannelli ve ark., 2002; Haluskova ve ark., 2009).
Genellikle biyotik stres kosullarina karsi degerlendirilmektedir, ancak son zamanlarda
abiyotik stres faktorlerine karsi da degerlendirilmistir. Cetinkaya ve ark. (2014)
yaptiklar1 caligmada kullandiklar1 2 ¢esit misir bitkisine uygulamig olduklar tuzluk
sonucunda, tuz stresine duyarli gesitte GST enzim aktivitesi azalirken, toleransh
cesitlerin GST enzim aktivitesinde bir artis gozlenmistir. Bir diger calismada, Gapinska
ve ark. (2008), domateste tuz stresi altinda artan GST enzim aktivitelerini
bildirmiglerdir. Benzer sekilde, sicak soku uygulanmis bugday fideleri i¢in artan GST
enzim aktiviteleri de bildirilmistir (HaluSkova ve ark., 2009). Mittova ve ark. (2002),
tuza bagimli oksidatif stres altinda, ekili domates tiirlerinin yliksek GST ve GPX
aktiviteleri gosterdigini bulmuslardir. Gallé (2005), kuraklik kosullari altinda, bugday
cesitlerinde (Triticum aestivum L. cv. Kobomugi ve cv. Plainsman) ylksek GST enzim
aktivitelerinin 6l¢iildiiglinii belirtmistir. Bu veriler tez sonuglar1 drtiigmektedir ancak,
Chen ve ark. (2004), ayni tiirler igin (Triticum aestivum L.), tarla kosullarinda kademeli
kuraklik stresinin, daha diisiik GST ve GPX aktivitesi verdigini ileri stirmiistiir ve bu

bulgular calismamiz ile ters diismektedir.
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4.3.4.8. NADPH oksidaz enzim aktivitesinde gozlenen degisimler

Stres ve/veya skandiyum uygulamalarina maruz birakilan celtik fidelerinde total
NADPH oksidaz (NOX) aktivitelerinde ve NOX izozim profillerinde meydana gelen
degisimler Sekil 4.16’da verilmistir.

tNOX activity (U mg™! protein)

b

Sekil 4.16. Tuz ve/veya kuraklik stresi altindaki geltik fidelerine skandiyum uygulamalarinin yaprak
NOX izozimlerinde (a) ve total NOX (U mg™ protein) aktivitelerinde (b) meydana gelen degisimler
(n=4). Stitunlar tizerindeki farkl: harfler istatistiksel olarak farkli olan degerleri gostermektedir (P<0.05)

Denememizdeki tim skandiyum uygulamalarinda total NOX aktivitesinin
kontrol grubuna gore artis oldugu tespit edilmistir. Calismamizdaki en yiiksek
skandiyum artig1 kombine stres uygulanmis grupla birlikte yiliksek dozdaki skandiyum
uygulamasinda (% 5 PEG+100uM NaCl+50uM Sc) goriilmiis olup, bu artisin oran

yaklasik olarak 10 kat seviyelerindedir. NOX izozimlerinin tespiti i¢in gerceklestirilen
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elektroforez ayirma yontemi sonucunda 2 farkli NOX izoziminin oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.16a). Bu artis ve azalislarin Gzellikle spektrofotmetrik bulgular ve NOX
izozimlerinin yogunluklariyla ilgili yapilan densitometrik ¢alisma neticesinde birbirine
uyumlu oldugu bant yogunluklarinda Sekil 4.16’da agik¢a goriilmektedir. NOX
enzimine ait aktivite artis ve azaliglarinin NOX2’den kaynaklandigini soyleyebiliriz.
NADPH oksidazlar, bitki blyiimesinde, gelisiminde ve biyotik ve abiyotik stres
yanitlarinda kilit rol oynayan enzimlerdir ve NOX, bitkilerde sinyal iletimi ile stres
algilamasi igin ihtiya¢ duyulan bir ROS tedarikg¢isi olarak hareket eder (Fluhr, 2009).
NADPH oksidaz (NOX), bitkilerin stres sartlarinda Urettikleri reaktif oksijen turlerinin,
bitki savunma tepkisi, hiicre 6lumu, abiyotik stres, stoma kapanmasi ve kok gelisimi de
dahil olmak tizere bitkilerde sinyalizasyon ve gelisimde bir¢ok kritik rol oynadigi ¢ogu
calismada bildirilmistir (Foreman ve ark., 2003; Jones ve ark., 2007). Uzilday ve ark.
(2012) kullandiklar1 2 bitki tiiriine (Cleome gynandra-Cleome spinosa) uyguladiklari
kuraklik stres kosullar1 sonucunda NOX aktivitelerinde kontrol gruplarina gore artis
oldugunu bildirmislerdir. Aymi sekilde, Jiang ve Zhang (2002a), kullandiklari misir
bitkisine kuraklik sartlarinda NOX aktivitesinde artiglarin oldugunu bildirmislerdir. Bir
diger ¢calismada ise, Duan ve ark. (2009), geltik bitkisine kuraklik stresi uygulamis ve
ayn1 sekilde NOX aktivitelerinde artiglar tespit etmislerdir. Bu veriler ¢alisma sonuglari

tez verilerimizle ortiismektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1.Sonuglar

Tez c¢alismamizda, tuz ve/veya kuraklik stresine maruz birakilmis celtik
fidelerine disaridan uyguladigimiz nadir toprak elementlerinden olan skandiyum ile
blylme parametrelerine, antioksidan enzim sistemlerine, ROS icerigine, klorofil
fliioresans degerleriyle lipid peroksidasyon iizerine etkileri arastirilmis ve elde ettigimiz
verilere ulagmak igin ¢ok sayida 6n deneme ve Ol¢iim yapilmistir. Bu durumun en
O6nemli nedeni ise skandiyum elementinin bitki Gzerinde ne gibi etkisi oldugunun
belirsizliginden kaynaklanmaktadir. Yaptigimiz tetkikler ve elde ettigimiz 6n veriler
dogrultusunda en uygun doz araliklarini belirledigimiz kanaatindeyiz. Bu dogrultuda 2
doz skandiyum (25 ve 50 uM) olmak iizeri uygulamamiz gergeklestirdik. Stres
kosullarinda durum ise 2 farkli stres grubu altinda calismamizi yiiriittiik. Bunlar tuz
(100 mM) ve kuraklik (PEG %5)’dir. Deneme asamamiz sonucunda gesitli enzimatik
antioksidan aktivite degisimlerine bakilmistir (SOD, CAT, POX, APX, GR, MDHAR,
GST, DHAR ve NOX). Bu analizlere ek olarak elde ettigimiz yaprak orneklerinden
native-PAGE ile elektroforetik analizler gergeklestirilmis ve izozim profilleri tespit
edilmistir. Bu ¢alisma skandiyumun bitki ile etkilesimlerini aydinlatmasinin yaninda,
cesitli stres kosullarinda ne gibi tepkimeler verdigini giin yiiziine ¢ikaracaktir. Mevcut
calismada kullandigimiz Oryza sativa L. fidelerinde tuz ve/veya kuraklik stresi
uygulamamiz sonucunda RGR, RWC, ozmotik potansiyel ve Fv/Fm degerlerinde
kontrol grubuyla kiyaslandiginda azalmalar oldugu tespit edilmistir. Stres altinda
skandiyumlu uygulamalarda ise bu parametrelerde olumlu etkiler yapmustir. Stres
kosullar altinda celtik fidelerinde H,O;, igeriginde artis oldugu tespit edilmis olup bu
durum skandiyumlu uygulamalarda azalma egilimi gostermistir. Cesitli stres
kosullarinda iyi bir ozmolit olan prolin igeriklerinde ise stres uygulamalarinda artis
olmustur. Anca stresle birlikte uygulanmis bazi skandiyumlu gruplarda (D+Scl ve
S+D+Scl) skandiyumun olumlu etki yaptigi sonucuna varilmstir.

Tuz ve/veya kuraklik stresine maruz kalmis celtik fidelerinde ROS birikimini
azaltmak ve uzaklastirmak i¢in enzimatik (SOD, CAT, POX, APX, GR, MDHAR,
GST, DHAR ve NOX) antioksidan aktiviteleri induklenir. Calismamizda kontrol
grubuyla kiyaslandiginda stres uygulamalarinda SOD-CAT-POX-GR aktivitelerinde

azalmalar goriilmistiir. GST ve NOX aktivitelerinde ise yalniz stres gruplarinda énemli
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degisimler olmamasma ragmen skandiyumlu gruplar total degerleri artmistir.
MDHAR’da ise, kuraklik stresi ve kombine stres gruplarinda aktivite artis1 oldugu
gortilmektedir. Ancak skandiyumlu gruplarda daha yiiksek aktivite kaydedilmistir.
Streslerin tekil olarak uygulandigi gruplarda (S yada D) Sc aktivitesi 6zellikle CAT ve
POX enzimleriyle koruyuculuk saglamistir. Diger yandan streslerin kombinasyonlu
uygulandigr kosullarda Sc eklenen c¢eltik yapraklarn POX,APX,GR, MDHAR
aktivitelerinin artis1 yoluyla H,0O,’yi azaltabilmistir. Sonug¢ olarak, stres sartlarinda
olusan reaktif oksijen tiirlerinin slpdrilmesinde ¢ogu enzimatik aktivite (zerine

skandiyum uygulamalar1 pozitif etki gostermistir.
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5.2. Oneriler

Gunumuzde dinya genelinde sekiz kisiden biri kronik aclik ¢cekmekte ve 1
milyardan fazla insan yetersiz beslenmektedir. Bundan dolay1 artan nifus dogrultusunda
giderek azalan temel besin kaynaklari i¢in tarimsal uygulamalarda ve tarimsal iiretimde
Oonemli degisimler ve olumsuz c¢evre sartlarinda bitki gelisimini olumlu yo6nde
etkileyecek c¢alismalar yapilmas: gerekmektedir. Oksidatif stres, ROS veya serbest
radikallerin hiicre i¢i veya hiicre dis1 olarak iiretildigi ve hiicrelere toksik etki
gosterebilecekleri bir durumdur. Bu tiirler hiicre zar1 ozelliklerini etkileyebilen ve
niikleik asitlere, lipidlere ve onlar1 iglevsiz hale getirebilecek proteinlere oksidatif hasar
verebilmektedir. Bununla birlikte, hiicreler, ROS’un zararl etkilerini detoksifiye etmek
icin miikemmel antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptir.

Nadir toprak elementlerinden olan skandiyumun bitki Gzerindeki etkileri hala bir
tartisma konusudur. Bu ve buna benzer galismalarla, Sc’nin etki mekanizmasi agiga
cikartilabilir ve gelecekteki caligmalara 11k tutacak nitelikte olabilir. Calismamizda
skandiyumun c¢ogu parametre tizerinde olumlu ve iyilestirici etkileri oldugu
gortlmektedir. Elde ettigimiz veriler dogrultusunda skandiyumun ileriki ¢aligmalara yol
gosterici bir kaynak olacagi kanaatindeyiz. Arastirmamiz literatiir igin yeni bilgi ve
daha once buna benzer bir ¢aligmanin olmayisi, Turkiye ve dinyadaki bu alandaki

caligmalara 6nemli 6l¢iide katki saglayacagi goriistindeyiz.
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