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Bu ¢aligmada tuzluluga tolerans yetenekleri farkli olan iki ¢esit misir varyetesinde tuz stresine karsi
antioksidan sistemin yani sira alternatif solunum yolunun yanitlar1 ve dstrojenin bu yanitlara etkisi
arastirilmustir. Tuz stresine direngli (Zea mays cv. Simon) ve hassas (Zea mays cv. 7IMAY69) musir
varyeteleri on bir glin boyunca hidroponik ortamda yetistirilmis ve daha sonra yapraklarina
pliskiirtme yolu ile dstrojen hormonu (10" M) uygulandiktan sonra ii¢ giin boyunca tuz stresine (100
mM NacCl) maruz birakilmistir. Bitkilerin kdk ve yapraklarinda meydana gelen degisimler fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler agidan degerlendirilmistir. Tuz uygulamasi hassas ve direngli musir
varyetelerinin yapraklarinda ki POD ve CAT aktivitelerini diistiriirken siiperoksit dismutaz (SOD),
askorbat peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR) aktivitelerini artirmistir. Koklerde ise katalaz
(CAT) harig¢ tiim enzim aktiviteleri tuz uygulamasi ile belirgin bir sekilde azalmistir. Tek bagina tuz
uygulamasina kiyasla tuz ile birlikte Ostrojen uygulamasmin tim enzim aktivitelerini onemli
derecede artirdig1 tespit edilmistir. Yalnmiz Ostrojen uygulamasinin da kontrol grubuna gore tiim
antioksidan enzim aktivitelerini artirdigi tespit edilmistir. Diger yandan, tuz uygulamasi iki musir
varyetesinde de siiperoksit ve hidrojen peroksiti iceren reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) seviyels ile
malondialdehit (MDA) igerigini ciddi degerde artirirken, tuza ilave olarak uygulanan Gstrojen bu
parametrelerdeki artislar1 tuz uygulamasia kiyasla dikkate deger bir bicimde indirgemistir. Yalniz
dstrojen uygulamasi da kontrol grubuna goére ROT seviyesini ve MDA diizeyini diisiirmiistiir. Ote
yandan, oksijen tiiketiminden elde edilen veriler tuz stresinin hem direng¢li hem de hassas misir
varyetesinin yapraklarinda ki hiicresel solunum degerini artirdigini ortaya koymustur. Koklerde ise
tuz stresi hassas tiirlin solunum degerini artirmus fakat direncgli tiiriin hiicresel solunum degerini
disiirmiigtiir. Tuz uygulamasinin alternatif solunum degerini hassas bitkinin kokii disinda tiim
organlarda artirdig1 gozlenmistir. Tek basina tuz uygulamasma kiyasla tuz ile birlikte Gstrojen
muamelesi her iki musir ¢esidinin hem kokiinde hem de yapraginda alternatif oksidaz (AOX)
aktivitesinin kayda deger bir sekilde artmasina neden olmustur. Hatta yalniz dstrojenin uygulanan
bitkilerde dahi kontrol bitkilerine kiyasla daha yiiksek AOX aktivitesi belirlenmistir. Real time
PCR’dan elde edilen veriler tuz stresinin AOX ifadesini kontrol eden genlerden AOX1 ve AOX2
ifadesinin artigina neden oldugunu gosterirken, tuz ile birlikte uygulanan 6strojenin bu genleri daha
da aktive ettigini ortaya ¢ikarmustir. Yalniz Ostrojen uygulanan bitkilerde de bu genlerin ifadesinin
kontrol grubuna gore arttigi belirlenmistir Tiim bu bulgular &strojen uygulamasinin her iki musir
varyetesindeki antioksidan sistemin yani sira AOX’un aktivitesini ve ifadesini artirarak tuz stresine
kars1 bitki toleransini gelistirdigini gostermektedir.

2014, 98 sayfa
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IMPROVEMENT OF PLANT RESISTANCE AGAINST SALT STRESS AND
ACTIVATION OF ALTERNATIVE RESPIRATION PATHYWAY BY EXOGENOUS
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In this study, responses of alternative respiration pathway as well as antioxidant system against
salt stress in two varieties of maize having different tolerance capabilities to salinity and the
effect of estrogen on these responses were investigated.Salt tolerant (Zea mays cv. Simon) and
sensitive (Zea mays cv. 7LMAY69) maize varieties were grown in a hydroponic media for 11
days and then were exposed to salt stress (100 mM) for 3 days after being sprayed estrogen (107
M). The changes occurred in roots and leaves of plants were evaluated in terms of
physiological, biochemical and molecular. While salt application decreased peroxidase (POD)
and catalase (CAT) activities in the leaves of both varieties, it increased superoxide dismutase
(SOD), ascorbate peroxidase (APX) and glutathione reductase (GR) activities. However, in
roots, all enzymes’ activities (except CAT) was noticeably reduced by salt application. It was
determined that compared to salt application alone, salt plus estrogen application increased
significantly all enzymes’ activities. It was also determined that esrogen application alone
increased all enzymes’ activities in comparison to control group. On the other hand, while salt
stress elevated significantly level of reactive oxygen species (ROS) including superoxide and
hydrogen peroxide, and content of malondialdehyde (MDA\) in both varieties of maize, estrogen
supplementation reduced markedly raises in these parameters compared to salt application
alone. Estrogen application without salt also decreased ROS level and MDA content in
comparison to control. At the same time, the data obtained from oxygen consumption revealed
that salt stress elevated cellular respiration value in the leaves of both varieties. In roots, salt
stress elevated cellular respiration value in sensitive ones; however, it was recorded a decrese in
resistant ones. It was observed that salt stress raised alternative respiration level in all organs
except the root of sensitive ones. Compared to salt application alone, supplementation with
estrogen resulted in a remarkable raise in alternative oxidase (AOX) activities of the roots and
leaves of both varieties. Even in only estrogen-applied plants, higher AOX activity was
determined compared to control plants. The data obtained from Real Time PCR showed that
while salt stress caused to raise in expressions of AOX1 and AOX2 genes which control AOX
expression, estrogen application resulted in further activation of these genes’ expression. It was
determined that estrogen application alone also increased activation of these genes compared to
control group. All these findings showed that estrogen application improved ability of both
maize varieties to tolerate salt stress by increasing expression and activity of AOX as well as
antioxidant system.

2014, 98 pages
Keywords: Alternative oxidase, Estrogen, Salt stress, Respiration, AOX1, AOX 2
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1. GIRIS

Metabolizmalarinin esnekligine bagli olarak giinliik ve mevsimlik degisimler karsisinda
bliylimelerini devam ettirebilme yetenegine sahip olan bitkiler olumsuz kosullara siirekli
veya aralikli olarak maruz kaldiklar1 zaman kendilerini koruyabilmek i¢in biiyiime ve
gelisme olaylarini yavaslatirlar. Dogadaki pek ¢ok biyotik ve abiyotik kosullar
bitkilerde stres adi verilen bu tiir olumsuz durumlara yol agabilir. Abiyotik stres
etmenleri arasinda yer alan minarel stresi, kurakliktan sonra kullanilabilir tarim
alanlarmi en fazla etkileyen stres faktoriidiir (Blum 1986). Mineral stresinin biiyiik
boliimiinii tuz stresi olusturur. Yeryiiziinde ekilebilir tarim alanlariin yaklasik %20’si
tuz stresinden etkilenmektedir (Pitman and Léuchli 2002; Tuteja 2007). Ozellike tarim
arazilerinde yanlis sulama pratiklerinin neden oldugu tuzluluk sorununun gelecek 20 yil
icerisinde %50 oraninda artig gosterecegi tahmin edilmektedir (Hasanuzzaman et al.
2013).

Diinyada adim adim verimli topraklari kusatan tuz stresi, bitkilerin morfolojisi ve
anatomisini de kapsayan tiim metabolizmay1 olumsuz yonde etkileyerek 6zellikle kurak
ve yar1 kurak bolgelerde bitkisel tiretimi siirlandirir (Levitt 1980; Asraf and Foolad
2007). Bitkinin tolerans durumuna bagli olarak biiyiimeyi engellemesinin yaninda
klorozis ve nekrotik lekelerin olusumuna da yol acgabilir. Bunlarin disinda tuz stresi
bitkilerin verim ve kalitesinin azalmasina hatta ileri agamalarda bitkinin 6liimiine yol

acabilir (Hasegawa et al. 1986).

Tuz stresi, bitkilerin biliylimesini ve gelismesini iyon stresine ve osmotik strese neden
olarak engeller (Parida and Das 2005). Kok rizosferinde tuz miktarinin artmasiyla
birlikte ilk olarak osmotik stres olugsmaktadir. Bu durum kullanilabilir su miktarinin
azalmasma sebep olur ve “fizyolojik kuraklik” olarak adlandirilir (Tuteja 2007).
Kullanilabilir su miktarinin azalmasi, hiicre genislemesinin azalmasina ve siirgiin
gelisiminin yavaglamasin neden olur. Osmotik stresin devaminda ortaya ¢ikan iyon

stresi ise ortamda artan Na* ve CI iyonlarimin K*, Ca™ ve NO™ gibi gerekli besin



elementleri ile rekabete girmesiyle bitkilerde besin eksikligi veya besin dengesizligi ile
kendini gosterir (Hu and Schmidhalter 2005).

Tuz stresinden en belirgin sekilde etkilenen organel kloroplasttir (Koyro 2002).
NaCl’iin kloroplastta tetikledigi en Onemli degisim tilakoidlerin ve stromanin
sismesidir. Kloroplast tilakoidleri, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretiminde
onemli role sahiptir. NaCl’nin stres olusturdugu kosullarda kloroplastlarin normal
degerin c¢ok iistiinde trettigi ROT’lar oksidatif stres olusumunu tetikler ve olusan
hidroksil radikali (OH™) ile hidrojen peroksit (H,0,) tilakoidlerin sismesine ve dalgali
bir hal almasina sebep olur. Bu durum, kloroplastlarin metabolik fonksiyonlarminda
bozulmalara yol agar (Hernandez et al. 1995; Miyake et al. 2006a). Yapilan
calismalarda tuz stresinin PSII’nin  merkezinde bulunan D; proteinlerinin
dejenerasyonuna neden oldugu belirlenmistir (Ferroni et al. 2007). Ayrica tuz stresinin
kloroplastlardaki fotosistemlerin 1s1k toplayici komplekslerinde yer alan ve fotosentezin
ana elemanlarindan olan klorofil ve karetenoid gibi fotosentetik pigmentlerin

miktarlarinin azalmasina neden oldugu bilinmektedir (Parida and Das 2005).

Tuz stresinden ciddi sekilde etkilenen bir diger organel ise mitokondridir. Tuz stresine
maruz kalan bitkilerin mitokondrilerinde olusan sisme ve yapisal bozulmalar elektron
tasinimi fonksiyonununda bozulmalar1 bereaberinde getirir (Koyro 2002). Elektron
tasinim  zincirinin  fonksiyonun bozulmasit sonucu kloroplastlarda oldugu gibi
mitokondrilerde de tiretilen ROT’larin miktarlarinda artis goriilir. Bu durum mevcut

oksidatif stresi tetikleyerek bitkide hasara neden olur (Blockhina and Fagerstedt 2010).

Bitkilerde tuzlulugun neden oldugu oksidatif strese karsi tolerans gdsterebilmeleri
onlarin ROT’lar1 bertaraf edebilme kabiliyetlerine baglidir. Bitki hiicreleri normal
metabolizma sonucu iiretilen ve stres sartlarinda iiretimleri asir1 derecede artan ROT’lar1
bertaraf edebilmek i¢in antioksidan sistem olarak adlandirilan savunma sistemine
sahiptirler. ROT larin toksik diizeylere ulasmasini engelleyen bu antioksidan sistem
enzimatik ve enzimatik olmayan 6gelerden olusur (Bohnert et al. 1999). Bu sistemin

enzimatik Ogelerini siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD), katalaz (CAT),



askorbat peroksidaz (APX), glutatyon rediiktaz (GR), monodehidroksiaskorbat rediiktaz
(MDAR) ve dehidroksiaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimleri olustururken, enzimatik
olmayan Ogelerini ise onemli redoks tepkimelerine tampon gorevi yapan askorbat
(ASA), glutatyon (GSH), a-tokoferoller, karotenoidler ve fenolik bilesikler olusturur
(Mittler et al. 2004).

Son yillarda antioksidan sistemin disinda bitki mitokondrisinde bulunan alternatif
oksidaz (AOX) enziminin de ROT olusumunu oOnleme asamasinda etkili oldugu
belirlenmistir (Purvis 1997; Wagner and Moore 1997). Ayrica bir¢ok ¢aligmada AOX
kapasindeki artisin  gevresel streslere toleransla yakindan ilskili  oldugu
vurgulanmistir(Smith et al 2009; Mart1” et al 2011). AOX’ proteinin ifadesi ile enzim
aktivitesinin stressiz kosullar altinda genellikle diisiik oldugu belirlenmistir. Tuz stresi
(Jacoby et al. 2010), soguk stresi (Vanlerberghe and McIntosh 1992a; Purvis and
Shewfelt 1993), patojenik saldir1 (Lennon et al. 1997; Simons et al. 1999), fosfat iyonu
eksikligi (Juszczuk et al. 2003), yaralanma, salisilik asit diizeyinin artmasi, etilenin
uygulamasi (Meeuse 1975; Laties 1982; Moore and Siedow 1991), yaslanma (Hiser and
Mclintosh 1990) ve sitokrom yolunun inhibisyonu (Vanlerberghe and MclIntosh 1992a;
Prasad et al. 1994) gibi stresli kosullarda AOX’un ifadesinde belirgin artislarin
meydana geldigini belirlenmistir. AOX ifadesinin stres sartlarinda bu kadar degisim
gostermesi tuz stresini de igeren gevresel streslere karsi toleransta bir cevap niteligini
tasidigin1 agitkga goOstermektedir. Ayrica bitkilerde mitokondrideki AOX’un bir
homologunun kloroplast tilakoidlerinde de bulundugu ve plastokinon havuzunda
bulunan elektronlart kullanarak oksijeni suya indirgedigi saptanmistir (Mittler et al.
2004). Diger yandan, tuz stresinin alternatif solunum degerini artirmasina karsin
hiicresel total solunum degerini ciddi oranlarda diistirdiigii bildirilmistir. Bu konu ile
ilgili yapilan ¢ok sayida calisma tuz stresinin bitkilerin solunum degerleri tizerindeki
etkisinin onlarin tuza karsi hassasiyetine gore degisiklik gosterdigini ortaya koymustur.
Yapilan c¢alismalarin %33 tuza toleransh bitkilerde tuzlulugun solunumu artirdigini
bildirirken %42 si diigtirdiigiinii bildirmistir. Tuza hassas bitkilerde yapilan ¢aligmalarin
ise %58 i tuz stresinin artirdigini bildirirken %17 si diistirdiigiinii savunmustur (Jacoby

et al. 2011). Tuz stresinin bu kadar degisken etkiledigi hiicresel solunum solunum ve



alternatif solunum olay1, mitokondrilerin i¢ zarinda yerlesmis olan sitokrom yolu ve

alternatif solunum yolu protein kompleks sistemleri tarafindan diizenlenmektedir.

Elektron tagima sistemi (ETS) olarak adlandirilan bu sistem dort tane oksidorediiktaz ve

bir adet ATP sentaz kompleksinden olusur (Dudkina et al. 2006) (Sekil 1.1).

2arlar arasi alan

Kopleks 111 Komplek"sz‘,’v

sADY fumarat H:0 sitokrom bel sitokrom
oksidaz
Kompleks 11 ATP
Kompleks | Siksinat @ +®
NADH Dehidrogenaz Dehidrogenaz
Kopleks V
matriks ATP sentaz

Sekil 1.1. Mitokondriyal elektron tasima zinciri

ETS’de yer alan ve TCA’dan gelen elektronlarin en biiyiik giris kapisi olan Kompleks I,
NADH+H"1 NAD"a yiikseltgeme ve ubikinonu ubikinola indirgeme fonksiyonuna
sahip olan NADH-ubikinon oksidorediiktaz kompleksidir. Bu kompleksin molekiil
agirhigi yaklasik 1000 kDa’dur ve 40 alt birimden olusur. Kompleks I’in bir ucu matriks
icine uzanirken diger bolgesi ise mitokondri i¢ zarina yerlesmistir. Matriks i¢ine uzanan
bolge NADH’1 okside etmede etkendir (Abdrakhmanova et al. 2004; Friedrich and
Bottcher 2004). NADH’tan gelen elektronlar ubikinona transfer edilirken Kompleks I’in
mitokondri i¢ zarinda ki ucundan zarlar arasina her elektron cifti basina dort proton

pompalanir (Friedrich and Bottcher 2004).



Bitki mitokondrisine 6zgii olarak ETS’de kompleks I’in stres sartlarinda asir
yiikklenmesi durumunda islev gorev iki tip NADH dehigrogenaz daha mevcuttur. Bu
NADH dehidrogenazlarin biri matriks tarafindaki i¢ zarin i¢ yiizeyinde digeri ise zarlar
arast kisimda ki mitokondri i¢ zarmin dis ylizeyinde bulunur. Bu NADH
dehidrogenazlar kompleks I’i inhibe eden rotenona hassas olmamalarinin yani sira

ubikinona elektron transfer ederken zarlar arasina proton pompalamazlar (Moller 2002).

Mitokondri ETS’sinde yer alan en kiicilik protein kompleksi ise kompleks II diger adiyla
siiksinat-ubikinon oksidorediiktaz kompleksidir. Bu kompleks membran proteinlerine
bagl iki alt iinite igerir. ETS’ye FADH,’tan gelen elektronlarin giris kapis1 kompleks
Il’dir. Kompleks II’'nin ATP sentezinin temeli olan zarlar arasi proton gradiyentine
katkis1 yoktur. Ciinkii bu kompleksten zarlar arasina proton pompalanmaz

(Yankovskaya et al. 2003).

Oksidatif fosforilasyon sisteminin merkezine yerlesmis olan kompleks III (ubikinol-
sitokrom ¢ oxidorediiktaz) her biri 10 veya 11 farkl alt {initeden olusmus iki dimerden
Olusur. Kompleks II’iin bir bolimii mitokondri i¢ zarma gomiiliidiir. Kompleks III
yaklasik 500 kDa’luk bir molekiil agirligina sahiptir (Berry et al. 2000; Dudkina et al.
2006). Ubikinondan gelen elektronlar Kompleks IV’e transfer edilirken Kompleks
[Il’tin mitokondri i¢ zarinda ki ucundan zarlar arasina her elektron cifti basina dort

proton pompalanir (Friedrich and Bottcher 2004).

ETS zincirinin son kisminda ise Kompleks IV (sitokrom c-O, oksidorediiktaz) bulunur.
Bu kompleks 13 alt {initeden olusur ve yaklasik 220 kDA molekiil agirligina sahiptir.
Kompleks II’ten elektronlar1 i¢ zarin yiizeyine bagl ve hareket yetenepine sahip olan
sitokrom c vasitasi ile alir ve bu elektronlart son elektron alicisi olan oksijene aktararak
su molekiiliiniin olusmasinda rol oynar. Oksijeni indirgemesinin yan1 sira kompleks IV
zarlar arasma her elektron cifti basina iki proton pompalar (Lambers 1997; Parsons
1998).



Kompleks I, III ve IV’ten zarlar arasina pompalanan protonlar mitokondri i¢ zarlar
arasinda bir elektrokimyasal gradient farkina neden olurken Kompleks IV olarak ta
adlandirilan ATP sentaz vasitasiyla ADP’ye fosfat baglanmasi i¢in gereken potansiyel

enerji bu gradient farkindan saglanir (Boyer 1997).

ATP sentaz 15 farkli alt {initeden olusur ve yaklagik 500-600 kDa molekiil agirligina
sahiptir. ATP sentaz F;1-bolgesi ve membrana tutunmayi saglayan Fo-bolgesinden olusur
(Stock et al. 2000). ATP sentazin Fo ve F; bolgesi, donebilen bir merkez sap ve bas
bolgesinin donmesini 6nleyen periferik bir sap ile birbirine baglanirlar. F, ile F; alt
tiniteleri kataliz boyunca donerek mitokondri i¢ zarmin iki tarafi arasinda bir protein
gradienti olusturur. Zarlar arasinda olusan bu gradient farki ADP’ye fosfat

baglanmasinin temelini olusturur (Dudkina et al. 2006).

Elektron tagima sistemindeki aksakliklardan dolayr kompleks 1 ve kompleks III’te
stiperoksit radikali (‘Oy) tretilir. Bu radikalinin agir1 {iretilmesi yiiksek miktarlarda
bulundugunda toksik etki gosteren H,O’nin birikmesine neden olur (Braidot et al.
1999; Navrot et al. 2007). ‘O, ve H,02 nin yiiksek miktarlar1 dolayli yollardan canlilar
icin en tehlikeli radikal olan hidroksil anyonunun (‘OH) olusumuna neden olur.
Bitkilerin sahip oldugu antioksidan sistemler mitokondride olusan bu radikalleri bertaraf
etmeye calisir (Navrot et al. 2007; Blokhina and Fagerstedt 2010). Ancak stresli
sartlarda mitokondride sitokrom yolunda asir1 yiiklendigi icin ROT olusumu artar ve bu
artis bitkinin savunma kapasitesinden fazla olursa bitkiyi 6liime kadar gotiirebilecek
oksidatif hasara neden olur. Ancak bitki mitokondrilerinde sitokrom yolundan ayri
olarak bir de alternatif solunum yolu bulundugu i¢in sitokrom yolunun asir1 yiiklendigi
durumlarda ubikinon {izerinden gelen elektronlar sitokrom yolundaki kompleks III
yerine bu yolun sorumlu enzimi olan AOX {izerinden direk olarak oksijene aktarilir ve
bdylece hem olusan tikanikliligin giderilmesi hem ETS nin dogal isleyisine kavugmasi
saglanmis olur. Ayrica ROT olusumunun azalmasina da énemli katki saglanmis olur

(1zabela et al. 2003; Moller and Kristensen 2004).



AOX’un ROT olusumunu sinirlandirmadaki etkisinin yaninda stres sartlarindan
etkilenen fotosentezi optimize etmede de dolayli yoldan etkili oldugu bilinmektedir.
Ayrica hiicredeki ATP/ADP oraninin, NAD(P)H/ATP oraninin ve N/C dengesinin
korunmasinda ve TCA doéngiisiiniin tikanikliliginin giderilmesinde de (Mclntosh 1994)
etkili olmak suretiyle bitkinin abiyotik stres sartlarina adaptasyonunda onemli rol
oynadigi bildirilmistir (Feng 2013). Bunlarin yaninda AOX elektronlar1 oksijene
aktarirken su molekiiliinlin olusumuna da vesile oldugu i¢in hiicre i¢i oksijen-su
konsantrasyonunun korunmasinda etkilidir (Siedow and Moore 1993; Maxwell et al.
1999).

Bitki metabolizmasinda bdylesine biiylik dneme sahip olan alternatif solunum yolu ilk
olarak termojenik bitkilerde polinasyon igin gereken 1s1 olusturma fonksiyonu dikkate
aliarak kesfedilmis ve sitokrom yolunu aksine siyanide ve antimisine direnc¢li oldugu
belirlenmistir (Meeuse 1975). Sonraki ¢aligsmalarda bazi protistler, mantarlar ve alglerin
de alternatif solunum yoluna sahip olduklari saptanmistir (Vanlerberghe and Mclintosh
1997).

AOX’un genetik temeli hakkinda bir mantar tiiri olan Neurospora adli mantar tiiriinden
elde edilen ilk bulgular AOX’un ¢ekirdekteki aodl geni tarafindan kodlandigini, bu
enzimi regille edici etmenlerin ise yine ¢ekirdekteki aod2 genleri tarafindan
kodlandigin1 gostermistir (Bertrandet al. 1983). Benzer sekilde bitkiler tizerinde yapilan
calismalarda da AOX’un ¢ekirdek genomu tarafindan kodlandig: belirlenmistir (Elthon
et al. 1989).

Mitokondri i¢ zarinda homo-dimer yapida ve heliks seklinde yerlesmis olan AOX
enzimi 30-35 kDa molekiil agirligma sahiptir. Enziminin merkezinde hem grubu
igermeyen iki demir atomu bulunur (Umbach and Siedow 1993; Siedow et al. 1995).
Dimerlerinin birbirine kovalent baglarla baglanmis formu AOX’un inaktif formunu
olusturur (Vanlerberghe et al. 1999). AOX bu kovalent baglarin indirgenmesi ile
aktiflesir (Sekil 1.2) (Umbach and Siedow 1993).



AOX inaktif (okside) form

Zarlar aras: alan

AOX aktif (indirgen) form

Zarlar aras1 alan

Sekil 1.2. Alternatif oksidazin inaktif ve aktif formlar1 (Anonymous 2012)

Dimerler arasindaki disiilfid baglarmin indirgenip, AOX’un aktiflesmesinde
tiyoredoksinler gorevlidirler (Gelhaye et al. 2004). Tiyoredoksinler, hiicrede redoks
reaksiyonlari diizenlemede gorevli olan kiigiik proteinlerdir. Her yerde hazir halde
bulunan bu proteinler, hem prokaryot hem de dkaryot hemen hemen biitiin hiicrelerde
onemli islevlere sahiptirler (Schiirmann and Jacquot 2000; Bauchanan et al. 2002).
NADPH-Trx ve tioredoksin o bitki mitokondrilerinde bulundugu saptanan tioredoksin
rediiktazlardir (Lemaire et al. 2000; Laloi et al. 2001).

Literatiirde mitokondriyal ETS’de yer alan komplekslerin faaliyetlerinin NaCl’nin
yiiksek konsantrasyonlarinda Onemli oranda inhibe oldugu bdylece ETS’nin

fonksiyonunun bozuldugu veya elektron kabul etme potansiyelini olumsuz etkilendigini


http://vpopov.professorjournal.ru/26

gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur(Millar et al .2011). Hatta tuz stresi kompleksler
tizerine farkli derecelerde etkiye sahip oldugu ve bu nedenle ETS nin baz1 bolgelerinden
elektron kacagi meydana gelmesi suretiyle ciddi degerde ROT olustugu saptanmistir
(Mari’a et al. 2011). Ancak alternatif solunum yolunun ROT olusumunu indirgeme
fonksiyonu dikkate alindiginda AOX’un ifadesindeki artigin tuz stresinin bu olumsuz
etkisini bir dereceye kadar bertaraf edebilecegi diisiiniilebilir. Nitekim tuza toleransi
yiiksek Arabidopsis ¢esidinde AOX un ifadesi ve aktivitesindeki yiiksek degerlerin tuza

tolerans tizerine olumlu etkisinin oldugu bildirilmistir (Jacoby et al. 2011).

Benzer sekilde Haythem et al. (2012), tuza tolerans yetenekleri farkli olan Medicago
truncatula’min AOX1 gen ifadesi yiliksek olan genotiplerinin koklerinde morfolojik
bozulmalarin yanisira ROT ve MDA miktarlarinin AOX1 gen ifadesi diisiik olan
genotipe gore daha az diizeyde oldugunu belirlemistir. Arastirmacilar sonug olarak
AOX ifadesinin tuz stresine karsi gosterilen bitki cevabinda 6énemli rol oynadigin ileri

stirmiislerdir.

Bu dogrultuda yapilan diger bir ¢alismada da Costa et al. (2007b) bériilce (Vigna
unguiculata)’nin tuza hassas gesitlerine gore toleransh gesitlerinde AOX ifadesinin daha
yiiksek oldugunu belirlemistir. Jacoby et al. (2010) ise tuza direngli bir bugday
(Triticum aestivum) ¢esidini tuz stresine maruz biraktiginda AOX ifadesinde 6nemli bir
yiikselis oldugunu belirlemistir. Hatta tuz stresine maruz kalan bitki koklerinde tuz
stresine yanit olarak antioksidan sistemde yer alan enzimleri kodlayan gen
ifadelerindeki artisa gére AOXI1 gen ifadesinin daha fazla yiikseldigi belirlenmis ve
AOXI1 gen ifadesindeki artisin tuz stresine toleransin bir gostergesi olabilecegi ileri

stiriilmiistiir (Arnholdt et al.2006).

Smith et al. (2009) tafandan yapilan bir ¢calismada da Arabidopsis thaliana bitkileri tuz
stresine maruz kaldg1 zaman ROT olusumu ile kok ve govdede Na' seviyesindeki
artiglarin yanisira Ataoxla, Atndb2 ve Atndb4 genlerinin transkripsiyonunun da énemli
artiglar gozlenmis ve alternatif solunumun aktivasyonunun bitkinin tuz stresine karsi

verdigi onemli bir yanit oldugu belirtilmistir. Yine ayni ¢aligmada transgenik olarak
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Ataox1 gen ifadesi artirilmis bitkinin normal Ataox1 ifadesi olan bitkiye gore daha
yiikksek AOX kapasitesine ve daha diisik ROT seviyesine sahip oldugu bildirilmistir.
Hatta transgenik ve normal bitkiler karsilastirildiginda, Ataox1 ifadesi yiiksek olan
bitkinin %30-40 oraninda daha iyi biiylime gdstermesi ve bu bitkinin gévdesinde daha
diisiik miktarda Na* iyonu olmasi nedeni ile AOX kapasitesinin tuz stresine kars: kritik

bir cevap olabilecegi vurgulanmistir.

Ticari bugday cesitlerinin mitokondrilerinde tuza toleransini etkileyen etmenleri
belirlemek icin izole mitokondrilerde yapilan bir proteom calismasinda tuz stresinin
Mn-SOD, sistein sentaz, niikleotid difosfat kinaz ve voltaja bagimli anyon kanal
(VDAC) proteinlerinin miktarlarinin artmasimin yaninda AOX enzim aktivisinin de
arttigr belirlenmis ve AOX aktivitesinin artmasinin tuza toleranst artirdigi rapor

edilmistir (Jacoby et al. 2011).

Maria et al. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada tuz stresinin tetikledigi oksidatif
strese karst AOX’un koruyucu rolii oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismada tuz stresine
maruz birakilan bezelye bitkisinin mitokondrisindeki tiyoredoksin (Trx), Mn-SOD ve
AOX enzimlerinin transkripsiyonlar1 ve protein miktarlar1 incelenmistir. Calisma
sonucunda uygulanan tuz stresinin Trx, Mn-SOD ve AOX’un ifadesini artirdigi
belirlenmis ve bu lic mitokondri bileseninde oksidatif strese karsi bitki savunmasinda
kritik rolii oldugu belirtilmistir. Bagka bir ¢alismada da Citrus hiicre siispasiyonuna
eklenen NaCl’nin solunum degerini diisiirdiigli ancak yapilan immunoblatlamada AOX

protein miktarini artirdig1 saptanmustir (Ferreira et al. 2006).

Yukaridaki verilen caligmalar agikca gostermektedir ki AOX’un ifadesinde ve/veya
aktivitesindeki artiglar bitkilerin tuza tolerans yetenegi ile dogru orantilidir. Bu nedenle
bitkilerin AOX aktivitesinde saglanabilecek artislar onlarin tuza karst daha toleransh
hale gelmelerine katki saglayabilir. Son yillarda hizli bir sekilde gelisen teknikler
sayesinde transgenik bitkiler kullanilarak diger ozellikler gibi AOX ifadelerinin
artirtlmas1 da miimkiin hale gelmistir. Ancak genetikte meydana getirilen degisimlere

insan saglig1 acisindan siiphe ile bakilmaktadir. Bu nedenle bitkilerin ¢evresel streslere
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kars1 dayanikliliginin artirilmast igin g¢esitli kimyasallarin ve 6zellikle dogal maddelerin
eksojen olarak uygulanmasi yaygin olarak ¢alisilmaktadir. Buradan yola ¢ikarak mevcut
calismada bitkilerde de dogal olarak bulundugu bilinen ve bitki gelisimi {izerinde
olumlu etkisi oldugu belirlenen (Erdal 2012) memeli cinsiyet hormonlarindan biri olan
Ostrojenin tuz stresine maruz kalan hassas ve toleransli misir bitkilerinde alternatif

solunum yolu iizerine etkileri arastirildi.

Memeli cinsiyet hormonlarindan olan dstrojenler, kadinlarin adet dongiisiinde ve diger
memeli hayvanlarin disilerinde ostrus dongiisiinde onemli rol oynayan 18 karbonlu
steroid hormonlardir. Bu hormonlar biiyiime, farklilasma ve islevsel yonden hedef
dokularda anahtar diizenleyici olarak gérev yaparlar. Ostradiol, dstriol ve dstron olmak
lizere U¢ alt tipi bulunmaktadir. En etkin ovaryum ostrojeni olan Ostradioldiir. Sonra
sirastyla Ostriol ve en az etkili olan Ostrondur. Bu hormonlar viicutta enzimatik

reaksiyonlarla androjenlerden sentezlenirler (Erdal 2010).

0]
HO
Ostron ostradiol
HO
OH
OH
HO

ostriol

Sekil 1.3. Ostrojen gesitleri ve yapilari


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Estrus_d%C3%B6ng%C3%BCs%C3%BCnde&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Steroid_hormon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Androjen
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Memeli cinsiyet hormonlari bitkilerde ilk olarak 1926 yilinda Dohrn et al. tarafindan
belirlenmistir. Daha sonra 1930’lu yillarda Butenandt and Jacobi (1933) ve Skarzynski
(1933)’de bu hormonlarin bitkilerde varligini bildirmistir. Glinimiize kadar memeli
cinsiyet hormonlarmin bitkilerde varligi, miktar1 ve fonksiyonlar1 hakkinda yapilan
calismalarin yani sira, bu hormonlarin eksojen olarak uygulandiklarinda bitki biiyiime
ve gelismesi lizerine etkileri ile ilgili de bir¢ok c¢alisma yapilmistir. Bu caligmalarda
cinsiyet hormonlar1 bitki biiyiime ve gelismesini olumlu yonde etkilerken, cevresel

streslere kars1 da bitkinin diren¢ mekanizmasini artirdig bildirilmistir (Erdal 2010).

Son yillarda &strojenin tuz stresinin olumsuz etkisini hafifletmesi {lizerine ¢alismalar
mevcuttur. Erdal (2010) tuz stresine maruz kalan misir tohumlarina dstrojen uygulamasi
yaparak tuza tolerans iizerine olumlu sonuglar elde etmistir. Bu arastirmada Ostrojenin
antioksidan sistemin kapasitesini ve Sentez reaksiyonlarini artirmasi ile tuz stresi
semptomlarini azalttig1 bildirilmistir. Ayn1 arastirmact farkli bir ¢alismada tuz stresine
maruz biraktigi bugday yapraklarina eksojen olarak Ostrojen uygulamasi yapmis ve
misirin  ¢imlenme doneminde elde ettigi bulgulara paralel bir sekilde Ostrojen

uygulamasi ile bugdayin tuz stresine toleransinin artirilabilecegini bildirmistir (Erdal

2012).

Yukaridaki ¢aligmalardan eksojen olarak Ostrojen uygulamasi ile bitkilere belli
derecelerde diren¢ kazandirilabilecegi agiktir. Ancak bu caligmalarda Ostrojenin bu
etkisinin antioksidan sistemin kapasitesinin artmasindan ve sentez reaksiyonlariin
hizlanmasindan kaynaklandigi bildirilmis, oysaki tuza toleransta antioksidan enzimler
gibi etkili olan alternatif solunum yolunun nasil etkilendigi belirlenmemistir. Diger
yandan tuz stresinin bitkiler iizerindeki etkileri; bitkinin ¢esidine, uygulanan tuz cesidi
ile miktarina ve tuzluluga maruz kalma siiresine bagli olarak degistigi gibi tuzlu
ortamlarda bitkiler genotipik farkliliklara bagl olarak ta ¢ok farkli cevaplar verdikleri
(Dajic 2006) hatta tuzluluga kars1 verilen bu farkli biiyiime cevaplar1 sadece farkli iki
bitki tiirii icin degil aym tiiriin farkli cesitleri i¢in de gegerli oldugu bilinmektedir
(Munns 2002a). Bu nedenle mevcut arastirmada tuza tolerans yetenekleri farkli olan tuz

stresine hassas Zea mays (cv hibrid 69) ve direngli Zea mays (cv simon iki farkli misir
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cesidine eksojen olarak Ostrojen uygulamasi yapilarak bu uygulamalarin iki misir
cesidindeki antioksidan sistemlerin yanisira alternatif solunum yolunda nasil
degisimlere neden oldugu biyokimyasal ve molekiiler diizeyde belirlenmeye
calisilmistir. Bu yoniiyle mevcut arastirma tuzluluga toleransta alternatif solunum yolu

lizerine Ostrojenin etkilerini ortaya koyan ilk ¢aligsmadir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen bélgede ¢ift olarak bulunurlar. Molekiillerin
cogu ¢ift elektronlu olmasina karsin az miktarda da olsa bir veya daha fazla eslesmemis
elektrona sahip olan molekiillerde vardir. Eksik elektronlu, molekiil agirlig: diisiik, kisa
omirlii ve kararsiz olan bu molekiiller bulabilecekleri herhangi bir molekil ile
etkilesime girerek bu molekiilden ya bir elektron alir ya da bir elektron verirler. Baska
molekiillerle kolayca elektron alig-verisine girerek onlarin yapisini bozan bu
molekiillere serbest radikaller, oksidan molekiiller ya da reaktif oksijen partikiilleri’ ad1

verilir. Reaktif oksijenler iki gruba ayrilirlar;

Radikaller: Tek elektron eksikleri nedeniyle baska molekiiller ile kolayca elektron alig-

verisine giren oksidanlardir. Ornegin; Siiperoksit radikali, hidroksil radikali.

Nonradikaler: Elektron eksikleri olmadigi halde baska molekiillerle radikallerden daha
zayif sekilde birlesebilen oksidanlardir. Ornegin; (H,0,), (Genisel 2010).

2.1.1. Singlet oksijen (*0,)

Oksijenin yiiksek enerjili formudur. Singlet oksijen, eslesmis iki elektron ayni orbitalde
veya farkli orbitallerde zit spinler halinde bulunduklarinda olusur. Eslesmemis
elektronu bulunmadigi i¢in radikal 6zelligi yoktur, ancak oksidan &zelligi oldukga
yiiksektir. Singlet oksijen ¢ok cesitli yollarla kimyasal veya fotokimyasal olarak
tiretilebilir. Bitkilerde singlet oksijenin iiretildigi en iyi bilinen yol fotokimyasal olup,
fazla miktarda 1s1k enerjisi absorblayan klorofilden oksijene enerji aktarilmasiyla
ilgilidir. Yani asil kaynag:1 fotosentez reaksiyonlarinda elektron transport sistemindeki
klorofil pigmentleridir (Foyer et al. 1997; Giiler 2008). Singlet oksijen diger

molekiillerle etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer eder, ya da kovalent tepkimelere



15

girer. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir.
10, birgok organik molekiille reaksiyona girdiginden yiiksek oranda yikicidir ve canli
organizmada hasara neden olan baslica oksijen tiirlerinden biridir (Cadenas 1989;
Durmus 2003). Doymamis Yyag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek peroksit
radikalini olusturur ve "OH kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonu baslatabilir.
Hiicre zarlarmin glikolipid, fosfolipid, sterol ve gliserid yapisindaki doymamis yag
asitleriyle reaksiyona girerek peroksitler, aldehitler, hidroksi yag asitleri ve pentan gibi
cesitli lipid peroksidasyon ftiriinlerini olustururlar (Gechev et al. 2002; Minibaeva and
Gordon 2003; Mutlu 2009; Erdal 2010).

2.1.2. Siiperoksit radikali (O;")

Kimyasal formiilii O,” olan ve oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle hizli bir
sekilde olusan bir anyondur. Siiperoksit radikali enzimatik ya da enzimatik olmayan
reaksiyonlarla meydana gelebilir. Bu radikal oldukg¢a reaktiftir ve lipidlerin yani sira
diger biyokimyasal bilesenlerin de oksidasyonuna sebep olur. Bu radikalin
lipidperoksidasyonu, membran hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek zincir
kiriklarma sebep oldugu belirtilmistir (Fridovich 1995; Mutlu 2009). Siiperoksit radikali
hidrojen peroksitle reaksiyona girerek ¢ok daha toksik bir molekiil olan hidroksil
radikalini iiretebilir. Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinen bu reaksiyon demir ve
bakirgibi metallerin katalizorliigiinde olduk¢a hizli gergeklesir. Siiperoksit radikali,
yiiksek katalitik etkiye sahip siiperoksitdismutaz (SOD) enziminin etkisiyle
dismutasyona girerek konsantrasyonu azaltilir (Halliwell 1984; Giiler 2008; Mutlu 2009;
Erdal 2010).

2.1.3. Hidrojen peroksit (H,05)

Oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin
enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusurlar.
Stiperoksitin enzimatik olmayan yikimi nétral ve hafifce asidik pH’da kendiliginden,

enzimatik yikimi ise sliperoksit dismutaz enzimi tarafindan gerceklestirilir. Siiperoksitin
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olustugu vyerlerde (peroksizomlar, elektron tasima zinciri, plazma membrani,
ekstraseliilarmatriks) énemli miktarda H,O;’de iiretilir (Slesak et al. 2007). Zayif bir
asit olmasina karsin gii¢lii oksidasyon o6zelligine sahiptir. Yapisinda paylasilmamis
elektron icermediginden radikal oOzellik tasimaz. Radikal olmadigi halde H;O;’nin
oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarinin
varliginda serbest oksijen radikalleri i¢inde en yiliksek derecede toksisiteye sahip olan
hidroksil radikalinin onciilii olarak davranmasidir. H,O, 6zellikle proteinlerdeki hem
grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif
demir formlarini olusturur. Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici dzelliklere sahip
olup, hiicre zarlarinda lipidperoksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir.
Oksitleyici ozelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H,O,’nin ortamdan
uzaklastirilmasi gerekir (Halliwell 1984; Giiler 2008). Bu gorevi katalaz ve peroksidaz
gibi antioksidan enzimler H,O ve O, gibi iirtinlere doniistiirerek yerine getirir. Oksidatif
streslere tolerans saglamada bitkilerin bu enzimlerin hiicresel seviyelerini diizenlemesi
oldukga 6nemlidir (Gechev et al. 2002; Minibaeva and Gordon 2003; Mutlu 2009; Erdal
2010).

2.1.4. Hidroksil radikali (OH)

Oksijen radikalleri igerisinde en reaktif ve bilinen en potansiyel oksidanttir. Notral
formlar1 hidroksit iyonlar1 olan bu radikaller kisa Omiirlii ve yiiksek derecede
reaktiftirler. Bir hidrojen atomuyla kovalent bagli bir oksijen atomundan olusur.
Yarilanma Omiirleri ¢ok kisa olan hidroksil radikalleri, 1yonlastirict radyasyonun (X
isinlar1) etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmast sonucunda olustugu gibi
hidrojen peroksit molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi
ilede olusabilir (Stahl and Sies 2002; Mutlu 2009). Biyolojik sistemlerin tanidigi en
reaktif tiir olan "OH, su dahil rastladigi her molekiille tepkimeye girebilir. Biitiin bu
tepkimeler ‘OH’1n paylasilmamis elektron igeren dis orbitaline elektron alma ilgisinden
kaynaklanir (Halliwell 1984). Hidroksil radikalinin sebep oldugu en onemli hasar,
lipidperoksidasyonu olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. ‘OH’in baslica

hedefi yag asitleri olup zar lipidlerininperoksidasyonu ile zarin yapisini bozar ve
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gecirgenligini artirip hiicre 6liimiine sebep olabilir (Nishiyama et al.1998; Giiler 2008;
Erdal 2010).

2.2. Lipid Peroksidasyonu

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) lipid, protein, karbohidrat ve niikleik asitler gibi
hiicrelerin temel bilesenleri iizerinde etkili olurlar. Ozellikle ¢ift baglarin bulundugu
doymamis yag asitlerini igeren lipidler, ROT ile kolayca reaksiyona girmektedirler.
Membran yapist ve fonksiyonu iizerinde ROT’larin etkilerinin en ¢ok arastirilanlarindan
birisi lipid peroksidasyonudur. Membranlardaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis
baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyon vererek peroksidasyon iriinlerini
olustururlar. Coklu doymamis (poliansatiire) yag asitlerinin oksidatif yikimi, lipid
peroksidasyonu (LPO) olarak bilinir ve olduk¢a zararlidir. Ciinkii kendi kendini devam
ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler. LPO ile olusan membran hasar1 geri
doniistimsiizdir (Akkus 1995). Biyolojik sistemlerde LPO’yu baglatan serbest
radikallerin, siiperoksit anyonu ile 6zellikle hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir.
Serbest radikal etkisi ile yag asidi zincirinden hidrojen atomunun uzaklasmasi, bu yag
asidinin radikal 6zelligi kazanmasina neden olmaktadir. Molekiil i¢i konjuge edilen
baglarinin farkli pozisyonlara gelmesi ile degisiklige ugrayabilen kararsiz lipid
radikalinin molekiiler oksijenle tepkimesi sonucu lipid peroksit radikali meydana gelir
(Spiteller 2001; Kuru 2007; Erdal 2010). Olusan lipid radikali dayaniksiz bir bilesiktir.
Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak reaktif olan aldehitler ya
hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup
hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonunda, malondialdehid (MDA) meydana gelir (Yilmaz ve Ozan
2003). MDA yag asidi oksidasyonunun spesifik yada kantitatif bir indikatorii degildir,
fakat lipid peroksidasyonunun derecesi ile iyi bir korelasyon gosterir. Bu sebeple
organizma da olusan LPO diizeyini 6l¢mek igin MDA seviyelerinin 6lgtimii siklikla
kullanilan bir yontemdir. MDA, tiobarbitiirik asit ile pembe renkli bir kompleks
olusturmakta ve olusan bu c¢ozeltinin absorbans degerlerinden LPO'nun derecesi
saptanmaktadir (Y1lmaz ve Ozan 2003; Kuru 2007; Erdal 2010).
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2.3. Antioksidan Enzimler

ROT miktarin1 kontrol etmek ve stres kosullarinda hiicreleri ROT etkisinden korumak
i¢cin hiicreler ROT’u temizleyen bazi enzimler ihtiva ederler. Antioksidan enzimler
olarak adlandirilan bu enzimler reaktif oksijen tiirlerini kademeli bir sekilde daha az

toksik olan bilesiklere pargalayarak temizlerler.
2.3.1. Siiperoksid dismutaz (SOD) (EC 1. 15. 1. 1)

Ik defa Mann and Keilis (1938) tarafindan izole edilen bu enzim McCord and
Fridovich  (1969) tarafindan Kkatalitik fonksiyonu tesbit edilinceye kadar
indofenoloksidaz, tetrazoliumoksidaz, eritrocuprein gibi isimlerle anilmistir. SOD,
stiperoksid radikalinin (O,7), hidrojen peroksit (H;O,) ve molekiiler oksijene
donligimiinii katalizleyen metal iceren bir enzimdir (Sairam and Srivastava 2000;
Eyidogan et al. 2003; Minibaeva and Gordon 2003).

20,7+ 2H SOD H,O0, + O,

SOD, siiperoksidin pargalanmasini saglayarak metallerin katalizledigi Haber-Weiss
reaksiyonuyla hidroksil radikali olusma riskini azaltir. ROT’a kars1 antioksidan
savunma sisteminin ilk hatti olan ve biitiin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis
oksijen tireten biitiin hiicre alt yapilarinda bulunan bu enzimin aktivitesinin gesitli
streslere cevap olarak arttigi ve bu artiglarin strese karsi direngle baglantili oldugu
belirlenmistir (Bowler et al. 1991; Van Camp et al. 1994; Foyer et al. 1997; Apel and
Hirt 2004). SOD’un ti¢ farkli izoenzimi; bakir/¢inko (Cu/ZnSOD), mangan (MnSOD)
ve demir (FeSOD) izoenzimleri olup KCN ve H;0,’ye duyarliliklarina bagli olarak
belirlenirler ve hiicre alt yapilarindaki dagilimlart farklidir. MnSOD her iki inhibitore
direngli olup prokaryotik organizmalar ve Okaryotik hiicrelerin mitokondrisinde,
Cuw/ZnSOD her iki inhibitdre duyarli olup yiiksek bitkilerin hem sitoplazma hem de
kloroplastlarinda (Scandalios 1993; Giiler 2008), FeSOD ise, H,O,’ye duyarli, KCN’ye

direngli olup, bazi bitki tiirlerinin kloroplastlarinda ve prokaryotik organizmalarda
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bulunabilirler (Bowler et al. 1992; Giiler 2008). Ancak bu enzimin tek basmna strese
karsi yeterli olamayacagi da bildirilmistir (Pitcher et al. 1991; Erdal 2010).

2.3.2. Peroksidaz (POD) (EC 1.11.1.7)

Peroksidazlar, SOD ve CAT ile koordineli olarak ROT’larin temizlenmesinde 6nemli
rol oynayan, ¢oklu molekiiler formlara ve genis bir hiicre altt dagilimina sahip, hem
grubu ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. POD’lar H,O;’yi kullanarak fenoller ve
hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizlerler
(Bergmeyer and Grabl 1983). Bitki peroksidazlari, protein kismina baglanan ve enzimin
kararliliginda etkisi olan oligosakkarit zincirlerinin varligi ile karakterize edilen
glikoproteinlerdir (Hu and Van Huystee 1989). Peroksidazlarin pek ¢ok fizyolojik
olayla iligkisi oldugu ve metabolizmada aktif bir rol oynadigi belirlenmistir (Durmus
2003). Stres altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttigi bilinmektedir (Asada
1992a). POD, elverigsiz gevresel faktorler altinda iiretilen zararli oksijen radikallerinin
seviyesini diizenler ve bitki hiicresinin en 6nemli koruyucu enzimlerinden birisidir
(Bakardjieva and Christov 1996). Molekiil agirliklart 35-100 kDa arasinda
degismektedir. POD’lar hidrojen vericisi olarak bir¢ok organik ve inorganik substrati
(AH2) kullanarak H20’yi temizlerler. POD enziminin kataliledigi reaksiyon asagida
sematize edildigi gibidir.

AH; + H,0, _POD A +2H,0

POD’lar oksin katabolizmasi, hiicre duvari proteinlerinin baglanmasi1 ve pektinlerin
capraz baglanmasi1 gibi bir ¢cok metabolik siliregte de etkili olurlar. Sonu¢ olarak
peroksidazlar hidrojen peroksidi kontrol altinda tutarak hiicre duvarinin yapisina
katilmasimi saglarlar. Mekanizmalar1 heniliz tam olarak aydmnlatilamamis olmasina
ragmen, cesitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilenen POD aktivitesi, bu
enzimin stres enzimi olarak anilmasina sebep olmustur (Whetten et al. 1998; Amaya et
al. 1999; Rout et al. 2000; Jaleel et al. 2007; Mutlu 2009; Erdal 2010).
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2.3.3. Katalaz (CAT) (EC 1. 11. 1. 6)

Tabiatta ¢ok yaygmn dagilim gosteren bu enzimler, aerobik mikroorganizmalarin
hepsinde, omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve mantarlarda bulunmaktadirlar
(Bergmeyer and Grabl 1983). CAT, aktif bolgesinde Fe* atomuyla birlikte hem grubu
ihtiva eden, yiiksek molekiil agirligina sahip antioksidan bir enzimdir. Her birinde
yaklasik 500 aminoasit igeren 4 polipeptit zincirinden olusan bir tetramerdir. En yiiksek
hizla reaksiyon veren enzimlerden biridir. Bir molekiil katalaz bir saniyede milyonlarca

hidrojen peroksit molekiiliinii su ve oksijene doniistiiriir.

CAT’in bitki dokularinda H;O2’nin uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynadigi
belirtilmistir (Patykowski and Urbanek 2003). CAT’1n temel fonksiyonu, molekiiler O,
mevcudiyetinde metabolizmanin baz1 kademelerinde sentezlenen, radikal karakterli
H,0,’nin ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek 6zellikle membranlarda
olusabilecek geri doniisiimsiiz hasarlar engellemektdir. Zira H,0,, singlet oksijen (*O5)
ve hidroksil radikallerinin ("OH) potansiyel kaynagidir (Scandalios 1993; Chaudiere and
Ferrari 1999). CAT, solunum zincirinde oksijenin eksik indirgenmesinden olusan
H20,’yi O;’ye indirger (Chaudiere and Ferrari 1999).

2H,0, —_— 2H,0+ 0O, (Katalitik Aktivite)

ROOH + AH, = H,0+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

CAT kararli bir enzim degildir. Yiksek 151k yogunlugu ve strese maruz kalan bitki
hiicrelerinde olusan H»O2’nin yliksek konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Streb et
al.1993). H,0,’ye olan zayif afinitesi ve sadece peroksizomlarda bulunmasi (¢ok az
miktarda mitokondri matriksinde bulunurlar) CAT’in etkinligini azaltmaktadir (Asada
1992a; Scandalios 1993). CAT’in koruyucu islevi askorbik asit, glutatyon, E ve K
vitaminleri tarafindan gii¢lendirilir. Ciinkii bu bilesikler kolayca elektron alabilir ve
serbest radikalin ortadan kaldirilmasiyla yakalayict fonksiyon iistlenebilirler (Keha and
Kiifrevioglu 2000; Tasgin 2004; Erdal 2010).
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2.3.4. Askorbat peroksidaz (APX) (EC 1. 11. 1. 11)

Iki molekiil askorbat kullanarak hidrojen peroksiti suya déniistiiren antioksidan enzim
askorbat peroksidazlar (APX)’dir (Noctor and Foyer 1998). Bu reaksiyon sonucunda
askorbat iki molekiil monodehidroaskorbata (MDHA) doniisir. MDHA
monodehidroaskorbat rediiktaz tarafindan tekrar askorbata doniistiiriiliir (Kumar et al.
2011). APX bitki hiicrelerinde tilakoid ve mikrozomal mebranlara bagh formlara da,
sitoplazmada ve stromada ¢oziinmiis formlarda ve apoplast da olmak {izere en az bes
izoformu vardir (Yamaguchi 1995; Noctor and Foyer 1998). APX’in izoformlari
elektron verici olarak askorbat i¢in spesifik olup, askorbatin yoklugunda asir1 derecede
kararsizdirlar (Miyake and Asada 1996). Sitoplazmada bulunan askorbat peroksidazlar,
kloroplastakine benzer ancak askorbat yoklugunda daha fazla kararli olup askorbattan
baska elektron vericilerini de kullanabilir (Ranieri et al. 1996; Vanacker et al. 1998;
Giiler 2008). Askorbat peroksidazlar yaygin sekilde calisilan guaiakol peroksidazlara
benzemesine ragmen H' vericisi olarak askorbata olan yiiksek afinitelerinden dolay:
aralarinda farkliliklar vardir (Nakano and Asada 1987; Giiler 2008).

2.3.5. Glutatyon rediiktaz (GR) (EC 1. 6. 4. 2)

NADPH’1 elektron verici olarak kullanan oksitlenmis glutatyonun (GSSG), glutatyona
(GSH) indirgenmesini katalizleyen enzim glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2)
enzimidir (Ranieri et al. 2005; Yannarelli et al. 2007).

+ +
GSSG + NADPH + H GR 2 GSH + NADP

GSH’mm antioksidan 06zelliginden dolayi, glutatyon rediiktaz hiicrenin antioksidan
kapasitesinin devamlhiligi i¢in 6nemlidir (Meister 1983; Creissen et al. 1994; Giiler
2008). GR askorbat glutatyon dongiisiinde GSH/GSSG oranini yiiksek tutarak hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korumada gorevli anahtar enzimlerden biridir (Foyer and Noctor
2005). GR diger enzimlerle birlikte H,O,’nin radikal 6zelliginin ortadan kaldirilmasinda

gorev alir. Oksitlenmis askorbik asiti (dehidroaskorbat) tekrardan askorbik asite
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indirgeyen dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi sustrat olarak GSH’1 kullanmakta
ve reaksiyon sonucu GSSG olusmaktadir. Olusan GSSG, GR enzimiyle tekrardan
GSH’a indirgenir ve bdylece dehidroaskorbat rediiktaz enziminin substratt yeniden
olusur. Ayrica GR enzimi GSSG’yi GSH’a indirgerken, NADPH’1 kullanmakta ve
boylece CO; fiksasyonu smirlandigi durumlarda, NADPH/NADP+ oraninin
dengelenmesine yardimci olmaktadir. Bu nedenle GSSG’nin GSH’a indirgenmesi,
oksidan temizlenmesinde Oonemli bir basamaktir ve oksidatif strese karsi savunmada
GR’nin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir (Aono et al. 1995; Creissen et al. 1996; Giiler
2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolab1 : Arcgelik

Derin dondurucu (-30°C) . Argelik

Derin dondurucu (-80°C) : Harris, Ingiltere

Hassas terazi : Shimadzu AY220
Homojenizator : Wiggen Hauser D- 500
Iklim dolab1 : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
Karistirict : Fisons Whirlimixer
Manyetik karistirict : Chiltern HS31

Masa santrifiijii : Hettich EBA 21

Oksijen tiiketim cihazi : Vernier Labpro
Otomatik pipetler : Ependhof, Axigen

pH metre : WTW unilab pH metre
Soguk su banyosu : Huber Polystat CC1
Sogutmal1 santrifiij : Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre : Shimadzu UVmini—1240

Real-Time PCR : Qiagen



24

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin kullanildig1 yerler ve hazirlanis sekilleri asagida
belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Fluka sirketlerinden

temin edilmistir.

1. Arnon ve Hogland besi ¢ozeltisi: 1.02 g KNO3, 0.492 g Ca(NO3),.4H,0, 0.23 g
NH4H,PO,4, 0.49 g MgSO,4.7H,0, 2.86 g H3BOs3; 1.81 g MnCl,.4H,0, 0.08 mg
CuSO4.5H,0, 0.22 mg ZnS0,4.7H,0, 0.6 mg FeSO, 0.6 mg tartarik asit saf su
icerisinde ¢oziilerek hacmi 1 litreye tamamlanmustir.

2. 100 mM NaCl ¢ozeltisi: 116.88 g NaCl tartilip 20 L safsuda ¢oziildii.

3. 107 M Ostrojen ¢ozeltisi: 10 M dstrojen ¢ozeltisinden 1 ml aliip iizeri saf su ile
1 litreye tamamlanmistir.

4. 10 mM KCN stok ¢ozeltisi: 0.1625 g KCN tartilip 250 ml saf suda ¢oziilmiistiir.
Daha diisiik konsantrasyonlarhazirlanirken stok ¢ozeltiden seyreltilerek kullanilmistir.

5. 4 mM SHAM (salisilhidroksamik asit) stok ¢6zeltisi: 0.15314 g SHAM tartilip 500
ul metanolde ¢oziildiikten sonra 250 ml saf suya tamamlanip tamamen ¢6ziinmeye
birakilmistir. 4 mM SHAM c¢ozeltisini seyreltme yoluyla daha diisiik konsantrasyonlari
hazirlanmastir.

6. 0.05 M KH,PO,4 (pH: 6.5) (Protein tayini igin): 1.7 g KH,PO, 200 ml saf suda
¢oziilmiig, 1 N NaOH kullanilarak pH 6.5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250
ml’ye tamamlanmustir.

7. 0.IM KHyPO, (pH: 7.0), %1 PVP, 1mM EDTA (antioksidan enzimlerin
homojenizasyon tamponu): 3.4 g KH,PO, 200 ml saf suda ¢oziilmiis, 1| N NaOH
kullanilarak pH 7.0’ye ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanmis ve
tizerine 2.5 g PVP ve 0.073 g EDTA ilave edilmistir.

8. 103.5 mM KHzPO4, pH: 7.5 (Katalaz aktivitesi dl¢limiinde kullanilan tampon):
1.41 g KH;PQy, 70 ml saf suda ¢6ziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7.5’¢ ayarlanmis ve hacim
saf su ile 100 ml'ye tamamlanmustir.

9. 40 mM H,0, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):

346 ul %35°lik H,0; alinip hacmi saf su ile 100ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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10. 5 mM H,0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi dlgiimiinde standart grafik hazirlamak icin
kullanilan): 43 ul %35’luk H,O; alinip hacmi saf su ile 100ml'ye tamamlanarak
hazirlanmstir.

11. 0.1 M NayHPO,, pH: 5.5 (Peroksidazin aktivitesi Ol¢limiinde kullanilan tampon
¢ozeltisi): 3.55 g NaHPO, alinarak 200 ml saf suda ¢oziilmiis ve pH: 5.5‘%
ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml'ye tamamlanmustir.

12. Peroksidaz aktivitesi 0l¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi (SmM guaikol + SmM
H,0,): 54 pl quaikol ve 15 pl H,0, dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde 100 ml
0.1 M fosfat tamponu (pH: 5.5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

13. 50 mM KH,PO4 (pH: 7.8) (SOD igin tampon ¢ozelti): 1.7 g KH,PO, 200 ml saf
suda ¢Oziilmiis, pH: 7.8’¢ ayarlandiktan sonra ve hacim saf su ile 250 ml’ye
tamamlanmstir.

14. 13 mM metionin ¢ozeltisi (SOD reaksiyon karigimi i¢in): 0.586 g metionin alinir,
27. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50mM KH,PO,4 tamponu igerisine ilave edilerek
¢Oziiliir.

15. 63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karigimi i¢in): 0.0128 g
NBT alinir, 27. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50mM KH,PO, tamponu igerisine
ilave edilerek ¢oziiliir.

16. 0.1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karisimi igin):
0.073 g EDTA alinir, 27. maddede hazirlanmis olan 250ml 50mM KH,PO, tamponu
igerisine ilave edilerek ¢oziiliir.

17. 13 uM riboflavin (SOD aktivitesi i¢in 2. ¢ozelti): 0.019 g riboflavin, 500 ml saf
suda ¢ozlilmiis, 3 mI’lik reaksiyon karigiminin 13 uM riboflavin igermesi igin 390 pL
riboflavin alinmstir.

18. %5 lik TCA - trikloroasetik asit (Lipid peroksidasyon i¢in homojenizasyon
¢ozeltisi) : 100 ml saf su igerisine 5 g TCA ilave edilerek ¢oziiliir.

19. %0.5 lik TBA-tiobarbutirik asit (Lipid peroksidasyon i¢in reaksiyon ¢ozeltisi): 100
ml saf su igine 20 gram TCA ¢oziiliir ve daha sonra igerisine %0.5 TBA ilave edilerek
lyice ¢cOziinmesi saglanir.

20. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Real Time PCR i¢in kullanilan ¢ozeltiler: RLC
tamponu, etanol (%96-100), RW1 buffer, RPE buffer, RNeas, RNaz-Free su,
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etidyumbromid, ampul su, 20X MOPS, formamid, bromfenolblue, 1X MOPS tamponu,
20X MOPS tamponu

21. 0.4 M mannitol, 50 mM MOPS, 2mM EGTA, 4 mM L-sistein, %0.6 PVP, 20 mM
B-merkaptoetanol, %0.5 BSA (Mitokokondri izolasyonu i¢in homojenat tamponu): 3.64
g mannitol, 0.5225 g MOPS 40 ml saf suda ¢oziiliip pH: 7.2’ye ayarlandiktan sonra
0.0388 g EGTA, 0.0242 g L-sistein, 0.3 g PVP, 0.25 g BSA ve 70 ul B-merkaptoetanol,
ayni ¢Ozeltide ¢oziildiikten sonra son hacim 50 ml’ye ayarlanir.

22. 0.3 M mannitol, 20 mM MOPS, 1 mM EGTA, %0.1 BSA (Mitokondri yikama
tamponu): 2.73 g mannitol, 0.209 g MOPS 40 ml saf suda ¢ozilip pH: 7.2’ye
ayarlandiktan sonra 0.0194 g EGTA ve 0.05 g BSA ayn1 ¢ozeltide ¢oziiliir. Son Hacim

50 ml olacak sekilde saf su ile tamamla
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3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi

Yapilan ¢alismada tuza tolerans yetenekleri bakimindan direngli Zea mays cv.Simon ve
hassas Zea mays cv. 7LIMAY69 musir bitkileri kulanilmistir. Tuz stresine direngli olan
simon varyetesinin tohumlar1 Iran Bati Azerbayecan Salmas Tarimsal Arastima
Enstitlisti'nden, tuza hassas olan 7IMAY69°un tohumlar1 ise Tiirkiye May Tohum
Firmasi’ndan temin edilmistir. Tohumlar ekilmeden 6nce %96’lik etil alkol ile kisa
streli hizlica yikanmis ve %5’lik sodyum hipoklorit igerisinde 5 dk yiizey
sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Daha sonra 3 kez saf su ile yikanarak, oda sartlarinda
saf su igerisinde yaklagik 5 saat sismeye birakilmistir. Sonra bitkiler hidroponik ortamda
her saksiya 6 tane tohum koyularak kontrol sartlar altinda (25/20°C sicaklik ve 14/10
saat 151k-karanlik periyodunda 20.000 liiks, %70 nem) iklim odasinda bilylimustiir. 11
giin boyonca 8% lik Hoagland iceren saf su igerisinde biiyiitiilen bitkilere on birinci giin
ikinci yapraklarini agtiktan sonra 10"M strojen hormonu eksojen olarak yapraklarina
puskiirtilmustiir. Bitkilerin hormonu absorbe etmesi i¢in 3 saat bekledikten sonra
bitkilerin bir grubu 100 mM tuza maruz birakilmiglardir. Tuza uygulanmasinda 72 saat
sonra bitki gruplarn1 hasat edilerek fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler

parametrelerindeki degisimler belirlenmeye ¢alisilmistir.

3.3.2. Coziinebilir protein miktarinin tayini

Maisir bitkisinin yapraklarindan alinan 0,5 g’lik taze 6rnekler kullanilarak Smith PK. et
al. (1985) metoduna gore protein tayini yapildi. Sonuglar “mg protein/g taze doku
cinsinden hesap edildi. Bitkilerin, kii¢iik parcalara ayrilmis yapraklarindan 0,5 g
almarak 10 misli hacimdeki 0,1 M fosfat tamponunda (pH: 6,75) havanda ezilerek
homojenizasyon yapildi. Homojenat dort katli tiilbentten siiziilde ve siiziintii santrifiij
tiiplerine alinip, 15.000 rpm’de 15 dk. boyunca santrifiij edildi. Protein tayini i¢in
tiplerin st kismindaki sivi  faz (siipernatant) kullanildi. Protein miktar

spektrofotometrik yolla tayin edildi. Metot icin gerekli standart grafik su sekilde
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hazirlandi; 1 ml’sinde 1 mg protein igeren standart sigir albiimin ¢6zeltisinden 0, 2,5, 5,
7,5, 10 ve 12 ng protein igeren hacimler plate’de ki kuyucuklara aktarilip, saf su ile
biitliin tiiplerin hacimleri 12 pl ’ye tamamlandi. Bu tiiplere 0,2’ser ml de BCA
(bicionchonic asit+ FeCls) reaktifi ilave edilip karigtirildi. Kér numune olarak 0,2 ml
BCA reaktifi kullandi. Plate 65°C’de 15 dk. bekletildi. Yapilan spektrofotometrik
Ol¢iimler sonucunda, 562 nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen protein
degerlerinden yararlanarak standart grafik elde edildi. Standart grafik hazirlama
calismasinda oldugu gibi, bitki organlarindan elde edilen 6ziitlerden 5 ul alinip, 0,2 ml
BCA reaktifiyle karistirildi, 65°C’de 15 dk. bekletildi ve 562 nm’de absorbanslari
Olgiilerek, standart grafikten yararlanilip, 5 pl oziitteki protein miktarlar1 belirlendi.
Daha sonra, gerekli hesaplamalar yapilarak protein miktarlari pg protein/g doku olarak

tayin edildi.

62 nm)

5

0.3 -

Absorbans (

0.2

0.1

0 2,5 s 7,5 10 12,5
ug protein

Sekil 3.1. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik
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3.3.3. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

0.5’er gram kok ve yaprak ornekleri 5 ml 0.1 M fosfat tamponunda homojenize edilerek

15000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi alinarak enzim kaynagi olarak
kullanildi.

3.3.3.a. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin (CAT) aktivite tayini i¢in Gong et al. (2001) uyguladigi metot kullanildi. Bu
metot, katalazin ortamdaki H,O,’nin oksijen ve suya doniisiimiinii saglarken meydana

gelen absorbans degisiminin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir.

Once reaksiyonda azalan H;O, miktarint belirlemek igin standart grafik hazirlanir.
Standart grafik hazirlamak i¢in, 5 mM H,0; ¢6zeltisinden 3 ml'lik spektrofotometre
tiiplerine sirasiyla; 0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 ml konulur,
tiplerin hacimleri saf su ile 1.5 ml'ye tamamlanir ve her tiipe 1.47 ml 103.5 mM
KH,PO,4 ve 30 ul su ilave edilir. Spektrofotometrede 240 nm’de absorbans kore karsi
okunur ve absorbans degerlerine karsilik gelen uM H;0, degerleri kullanarak standart
grafik elde edilir. Aktivite 6l¢iimii igin 3 mllik spektrofotometre kiivetine, 103 mM
KH,PO,4 tamponundan 1.475 ml ve 40 mM’lik H,O; substrat ¢ozeltisinden 1.5 ml
konulduktan sonra, 25 pl enzim ekstrakti ilave edilir. Spektrofotometrede 240 nm’de 3
dakika boyunca 1 dakika araliklarla kore karsi absorbansi okunur ve absorbansin
dogrusal olarak azaldig:1 araliktan dakika basina absorbans azalmasi hesaplanir. Bu
ortalama absorbans degerleri, standart grafik yardimiyla pmol cinsinden H,O;, miktarina
dontstiiriiliir. 25°C’de, 1 dakika iginde, absorbanst 1 pmol azaltan enzim miktart 1
enzim iinitesi olarak kabul edilir ve sonuglar g yaprak basma diisen enzim {initesi

(U.mg™ protein) olarak sunuldu.
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Sekil 3.2. Katalaz aktivitesi 6l¢timiinde kullanilan standart grafik
3.3.3.b. Peroksidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol ve H,O,’nin substrat oldugu reaksiyonun
irtinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi

esasina dayanmaktadir.

Aktivite dl¢timii i¢in spektrofotometre kiivetine; 100 ml 0.1 M, NaH,PO, (pH: 5.5) ve 5
mM guaikol ve 5mM H;0, igeren substrat ¢ozeltisinden 3 ml konulduktan sonra,
tizerine 10 pl enzim ekstrakti ilave edilir. 470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artisi
1 dakika araliklarla kaydedilir ve absorbansin dogrusal olarak arttig1 kisimdaki
absorbans artis1 1 dakikaya oranlanir. 25°C’de 1 dakikada, absorbansit 0.01 artiran
enzim miktar1 1 enzim {initesi olarak kabul edilir ve sonuglar g yaprak basina diisen

enzim tnitesi (U.mg™ protein) olarak sunuldu (Yee et al. 2002; Erdal 2010).
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3.3.3.c. Siiperoksid dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD

enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasina dayanir

(Mutlu 2009).

Reaksiyon karigimi (3 ml); 50 mM KH;PO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT,
13uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA icermektedir. Aktivite ol¢limii i¢in 3 ml
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin i¢cermeyen reaksiyon karisimdan 2,58
ml alinmig ve tizerine 30 puL enzim ekstrakti pipetlenmistir. Reaksiyon, tiip tizerine 13
uM’lik riboflavin ¢dzeltisinden 390 pL pipetlenip karistirildiktan hemen sonra, beyaz
bir 151k kaynagi Oniine yerlestirmek suretiyle baslatilmistir. Tiip, 151k kaynaginin
karsisinda 15 dk. tutulmus ve reaksiyon 151k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulmustur.
15 dk. igerisinde NBT’nin renk ac¢ilma yogunlugu 560 nm’de kore karst okunmustur.
Kor; ayni islemin enzimsiz 6rneginden olusmaktadir. SOD aktivitesinin 1 iinitesi, 560
nm’de gozlenen NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1
enzim {initesi olarak kabul edilmis ve degerler U.mg™ protein olarak sunulmustur

(Agarwal and Pandey 2004; Yordanova et al. 2004).

3.3.3.d. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azaligsa bagli olarak belirlenir
(Nakano ve Asada; 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7,0),
250 uM askorbik asid (ASC), 5 mM H,0, ve 20ul enzim ekstraktr igeren 1 ml’lik
reaksiyon karisiminin olgiilmesiyle belirlenir. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290
nm’de ASC i¢in 2,8 mM ™ cm™ epsilon katsayisinin kullanilmastyla hesaplanir. Sonuglar

U.mg™ protein olarak ifade edildi.
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3.3.3.e. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell (1976)’e gore
belirlendi. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG)
kullanilir. Yikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi i¢in indirgeyici
faktor olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini i¢in, 200 ul 0,5 mM EDTA igerisinde
hazirlanmis 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH ihtiva eden
karisima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH’n oksidasyonu 340 nm’de 5 dakika
boyunca azalmanin Slgiilmesiyle belirlendi. GR aktivitesi U.mg™ protein olarak ifade

edilir.

3.3.4. Lipid peroksidasyon miktarimin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu i¢in 0.5 g yaprak alinarak 10 ml %0.1’lik TCA (trikloro asetik
asit) icinde homojenize edildikten sonra homojenat 15.000 rpm‘de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Tipiin stipernatant kismindan 1 ml alinarak iizerine 250 ul %0.5’lik TBA
cozeltisi ilave edilmistir. Reaksiyon karisimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edilmis ve
reaksiyon tiiplerin buz banyosuna alinmasiyla durdurulmustur. Ornekler 10000 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi alinmis ve 532 nm absorbans degeri ve

600 nm deki non-spesifik absorbsiyon igin absorbans degeri okunmustur.

Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de 6lgiilen absorbans degerinden 600
nm’de belirlenen degeri ¢ikarilmis ve 1 ml ¢o6zeltideki MDA (nmol/pl): [(A532-
A600)/155000] X 10° formiiliiyle hesaplanmustir. Sonuglar MDA (nmol.g™ doku)
seklinde verilmistir (Heath and Packer 1968; Jaleel et al. 2007; Erdal 2010).

3.3.5. Hidrojen peroksit (H,O,) miktarimin belirlenmesi

0.5 gram bitki dokusu alinarak 5 ml soguk %0,1 TCA homojenize edildikten sonra
homojenat 12 000 x g’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra elde edilen
stipernatantin 0.5 ml’sine 0.5 ml 10 mM KH,PO, (pH: 7.0) tamponundan ve 1ml KI
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eklendi. Absorban degerleri 390 nm’de Ol¢iiliip kaydedilmistir. Sonuglar standart
grafikle oranlanarak g doku basina diisen H,O, miktar1 (pg.g” doku) olarak
hesaplanmistir (Velikova et al. 2000).

Standart grafigin hazirlamak i¢in, H,O; ¢6zeltisinden eppendorf tiiplerine sirasiyla; 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16 ve 18 mikrogram H,O; olacak sekilde hesaplanarak konuldu. Tiipiin
hacmi 1 ml olacak sekilde 10 mM KH,PO, (pH: 7.0) tamponu ile tamamlandi. Daha
sonra her tipe 1ml KI ilave edilmistir. Absorbans degerleri 390 nm’de kore karsi
okunmustur. Absorbans degerlerine karsilik gelen mikrogram H,0O; degerleri kullanarak

standart grafik elde edilmistir.

16 A

Absorbans (390 nm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
H,0; miktan (ug)

Sekil 3.3. Hidrojen peroksit (H,02) miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.6. Siiperoksit (O,") iiretiminin belirlenmesi

Siiperoksit igerigi Elstner and Heupel (1976) tarafindan tanimlanan metoda gore 6l¢iildi.

Bitki yapraklarindan 0,4 g alinarak 2 ml 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH: 7,8)
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homojenize edildi. Homojenat 10 dakika 10000 g’de santifiij edildikten sonra
stipernatanttan 0,5 ml alinarak iizerine 0,5 ml 50 mM potasyum fosfat (pH: 7,8)
tamponundan eklendi. Daha sonra karisima 0,1 ml 10 mM hidroksilamin hidroklorid
eklenerek karistirildi. Karisim 1 saat 25°C’de inkibe edildikten sonra tizerine 1 ml 17
mM siilfonamid ve 1 ml 7 mM o-naftilamin eklenerek oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra 530 nm’de spesifik absorbans degerleri belirlendi. Siiperoksit
anyonu igerigini hesaplamak i¢in sodyum nitrit kullanilarak standart grafik hazirlandi.

Sonuclar nmol.min™.g™ doku olarak belirlendi.

3.3.7. Mitokondri izolasyonu

Bitki yapraklar1 sivi azotta homojenize edildi. Daha sonra agirliginin 4 kati kadar
hacimde 0,4 M mannitol, 50 mM MOPS (pH 7,2), 2mM etilen glikol tetra asetik asid
(EGTA), 4 mM L-sistein, %0,6 polivilprolidin (PVP), 20 mM B- merkaptoetanol ve
%0,5 bovine serum albumin (BSA) igeren ekstraksiyon tamponunda 4°C’de homojenize
edildi. Karigim 5 dakika 400 g ‘de santifiij edildi. Stipernatant kismi1 alinip 15 dakika
2000 g’de santifiij edildi. Santifiij isleminden sonra siipernatant alinip 30 dakika 10000
g’de tekrar santifiij edildi. Olusan pelet alinip 0,3 M mannitol, 20 mM MOPS (pH 7,2),
ImM EGTA ve %0,1 BSA iceren tamponda homojenize edildi. Elde edilen karigim
2000 g’de 10 dakika santifiij edildi. Stipernatant alinip 15 dakika 15000 g’de santifiij
edildi. Elde edilen saf mitokondri peleti az miktarda yikama tamponunda homojenize
edilip oksijen tiiketimi ve Western blot analizleri i¢in -80°C’de muhafaza edildi
(Plummer 1980; Chien 2011).

3.3.8. Hiicresel total solunum degeri ve AOX (Alternatif oksidaz) aktivitesi

Yikama tamponunda ¢oziilmiis izole mitokondrilerin oksijen tiiketimi, ortama ikiser
dakika araliklarla eklenen 2 mM KCN ve 4 mM SHAM’in neden oldugu oksijen
tilketimi degerlerindeki degisimler kaydedilerek belirlendi. Sitokrom yolu inhibitorii 2
mM KCN eklenene kadar olan deger hiicresel solunum degerini 2 mM KCN ile
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alternatif oksidaz inhibitorii 4 mM SHAM arasindaki oksijen tiilketim degeri ise AOX
aktivitesi olarak belirlendi (Borecky and Vercesi 2005).

3.3.9. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve Real Time PCR

Quantitectreversetranscription kiti kullanilarak {iretici firmanin Onerisine gére RNA

izolasyonu su sira ile yapilmistir.

1. 100 mg doku sivi azot igerisinde ezilmis ve 2 ml’lik ependorf tiiplerine
aktarilmastir.

2. Ependorf tiiplerinin iizerine 450 pul RLC tamponu ilave edilmis ve vortekslenmistir.
3. Elde edilen lizat leylak renkli QIAshredder tiipiline transfer edilmis ve 2 dk santrifiij
edilmistir.

4. RNeasy hiz kolonuna !2 hacimde soguk etanol (%96-100) eklenmis ve bu
karisimdan 650 pl alinarak 2 ml’lik toplama tiipli icindeki pembe renkli RNeasy hiz
kolonuna aktarilip 18000 rpm’de 45 sn santrifiij edilip stipernatant kismi atilmistir.

5. Siipernatant kismi atilan hiz kolonuna 700ul RW1 buffer eklenip yine 18000
rpm’de 45sn santrifiij edildi ve stipernatant kismi atilmigtir.

6. Hiz kolonuna 500ul RPE buffer eklenerek 45 sn 18000 rpm’desantrifiij edilip
stipernatant kismi1 atilmistir.

7. Tekrar 500ul RPE eklenip 2 dk 18000 rpm’desantrifiij edilmistir.

8. RNeasy hiz kolonu kitinde bulunan 1.5 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis ve
tizerine 30-40plRNaz-Free su eklenip 1dk 18000 rpm’desantrifiij edilerek RNA izole

edilmistir.

Real time PCR’a baslamadan 6nce elde edilen RNA’larin safligin1 kontrol etmek i¢in
RNA’lar agaroz jelde yiritiilerek analizleri yapilmistir. Bu islemde su sira takip

edilmistir.

1. 07 gr agaroz 70 ml 20X MOPS tamponu ile karistirilmig ve agaroz tamamen

coziilinceye kadar kaynatilmigtir. Soliisyon 60°C’nin altina diisiince 12.8
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pletidyumbromid ilave edilmis ve jel kasete dokiiliip kuruyuncaya kadar (yaklasik 45
dk) beklenerek yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

2. Analiz i¢in 6rnekten 1ul bir tiipe alinmis ve iizerine 3.5ul ampul su, 0.5ul 20X
MOPS, Sulformamid eklenmis ve boyama iginde 0.5ulbromfenolblue eklenip 65°C’de
15dk inkiibe edilmistir.

3. Jele yiiklenmeden 6nce kaset sistemine 1X MOPS tamponu eklenmis ve esit hacim
ve miktardaki 6rnekler Axygen pipetleri yardimiyla yiiklenmistir. Jel yiiriitme islemi 90
V, 90 mA’de gerceklestirilmistir.

4. Son olarak jelde elde edilen bantlar gozlemlenerek RNA’nin safligi kontrol

edilmistir.

Elde edilmis olan RNA’nin saflig1 belirlendikten sonra cDNA sentezine gecilmistir.
Sentez ig¢in ticari olarak temin edilmis olan ‘“Quantitectreversetranscription Kkit”

kullanilmis ve {ireticinin dnerdigi protokol takip edilmistir.

1. cDNA sentezi i¢in hazirlanmig olan reaksiyon karigimi (2ul QDNA wipeoutbuffer
7X, 1 pg olacak sekilde hazirlanmis RNA ve son hacim 14 pl olacak sekilde
RNAasefree su) 42°C’de 2 dk inkiibe edilmis ve buz banyosuna alinmistir.

2. Yine buz banyosu iizerinde reaksiyon karigtmmna 1 pl RT primer mix,
4ulQuantiscriptrTbuffer 5x, 1 plQuantiscriptreversetranscritase ilave edilmis ve son
karisim 42°C’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir.

3. Son olarak 95°C’de 3 dk inkiibasyona birakilmis ve buz banyosu iizerine alinarak

reaksiyon durdurulmak suretiyle cDNA sentezi tamamlanmistir.

cDNA 500 ng olacak sekilde hazirlanmis ve real time PCR islemine gegilmistir. Bu

islen su sira takip edilerek yapilmistir.

1. PCR reaksiyonu i¢in 6rnekler (her 6rnek i¢in 12.5 pl master mix, her 6rnek igin 1
ul primer, her 6rnek i¢in 5 ul cDNA ve her 6rnek icin 6.5 ul Rnase free su ) hazirlanmig
ve iyice karistirildiktan sonra onceden sogutulmus olan PCR metal blogu igerisine

yerlestirilmistir.
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2. Ornekler hazirlandiktan sonra 500 ng cDNA stok olarka kullanilarak bu stok 1/1,
1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 oranlarinda seyretilerek hazirlanmistir.
3. PCR cihazinda dogiiler;

e 1dongi 15dk 95°C
e 40dongli 15 sn 94°C, 60 sn 60°C

Seklinde ayarlanmistir. Bu islem i¢in Rotor Gene-Q kullanilarak analiz edilmistir
Verilerinin istatistiksel olarak degerlendirmesi Livak ve Schmittgen 2001°e ait
2°“Tyéntemine gore 18 S housekeeping geni referans alindi ve tek yonlii varyans

analizine (ANOVA) gore yapilmustir.

Arastirmada kullanilan ve Zea maize i¢in hazirlanan primerler asagida gosterilmistir.

Zea mays alternative oxidase (AOX1) mRNA primer details

Sense primer position | Tm GC% 3°dG Dimer
AGGTGCTTTTCTGGCGTTT 1.277 559 |47.4 -4.6 0
Anti-sense primer position | Tm GC% 3°dG Dimer
CGATATTAGCGAGCCCAATTC | 1.356 55.3 [ 47.6 -2.8

Zea mays alternative oxidase AOX 1 precursor (aox1) mRNA aox1 precursor(AOX2)

Sense primer position | Tm | GC% |3°dG | Dimer
GTCTTCTTCAACGCCTACTTC 847 55 47.6 -3.6 0
Anti-sense primer position | Tm | GC% |3°dG | Dimer
GAGGTATTCGGTATATGAGTGGAT | 954 56.2 | 41.7 -3.9
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Zea mays rrnl8 18s ribosomal RNA, Zea maize subsp.mas mitochondrion, complete

genome
Sense primer position | Tm | GC% 3°dG Dimer
AAAGTGGCGGAATGCTCTC 952 55.9 | 52.6 -3.2 0
Anti-sense primer position | Tm | GC% 3°dG Dimer
TCTACGGATTTCACCCCTACA | 1.036 56.1 | 47.6 -3.3

3.3.10. istatistiksel analiz

Tez igerisinde sunulan sonuglar, her bir uygulamadan ii¢ 6rnek (3 paralel) ve her bir
ornekten 2 tekerriir yapildiktan sonra elde edilen 6 degerin ortalamasidir. Sonuglarin
karsilastirilmasi, SPSS 20 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile yapilmis p<0.05 6nem seviyesinde Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Arastirmamizda kullanilan 6strojen hormonunun en uygun konsantrasyonunun litereatiir
verilerinden ve yapilan 6n ¢aligmalardan elde edilen verilere gore 10" M oldugu tespit
edilmistir. NaCl konsantrasyonu ise On c¢alismalarda farkli konsantransyonlar
uygulayarak bitkilerin ¢imlenme iizerine etkileri arastirildi ve her iki varyetede letal
konsantrasyon belirlendi ve bdylece tuza tolerans farkliliklar1 netlestirildi ve her iki
varyete de 100 Mm NaCl uygulanmasyla ¢alismalarimizi biiylime asamasinda devam
edildi. Calismara 107 M konsantrasyondaki ostrojen hormonu ve 100 mM NaCl
uygulamalari ile devam edilerek tuza hassas Zea mays cv. 7IMAY69 ve direngli Zea
mays cv. Simon gruplarindaki fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler parametrelerideki

degisimler tespit edilmistir.

; h"v/.'r:.;.‘ ,

100mM NacCl + 10”7 M Ostrojen

4

/

Sekil 4.1. 15 giinliik Tuza hassas olan Zea mays cv 71 MAY 69 un genel géruntiiler:
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Sekil 4.2. 15 giinliik Tuza direngli olan Zea mays cv. simon un genel géruntiiler:

4.1. Kok-Govde Uzunlugu Sonuglar

Tuz stresine hassas Zea mays cv. 71IMAY69 genotipinin kontrol grubunda kék ve govde
uzunlugu sirasi ile 30.56 ve 34.45 cm olarak dl¢iilmiistiir. Tuz uygulamasi bu varyetenin
kok uzunlugunu %17.4 oraninda azaltmis ve 25.24 cm degerine geriletmistir (P<0.05).
Govde uzunlugu ise tuz uygulamasi ile %18.3 oraninda azalarak 28.15 cm degerlerine
gerilemistir. Tuz uygulamasina gore, tuza ilave olarak Ostrojen uygulamasi yapilan
grupta ise kok ve govde uzunlugunda artis tespit edilmistir. Kokteki artis %11 oraninda
olmus ve kok uzunlugu 28.01 cm degerine yiikselmistir. Govde ki artig ise ise %7.1

oraninda olmus ve govde uzunlugu 30.15 cm degerine yiikselmistir. Kontrol grubuna
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kiyasla yalniz strojen uygulamasi da kok uzunlugunu %3.5 artirarak 31.64 cm degerine,

govde uzunlugunu ise %?2.6 artirarak 35.33 cm degerine ulasmasina neden olmustur

(Cizelge 4.1) (P<0.05).

Cizelge 4.1. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays
cv. Simon varyetelerinde koék uzunlugunun ve uygulamalara gore degisim yiizdesi

Tuza hassas varyete Tuza direngli varyete
Zea mays cv. 71IMAY69 Zea mays cv. Simon
Uygulamalar
Kok uzunlugu Kok uzunlugu . o
(cm) Degisim (%) (cm) Degisim (%0
Kontrol 30.56b 100 28.17b 100
Tuz 25.24d 82.59 25.24d 89.59
7
Tuz+10°M 28.01c 91.65 26.66¢ 94.63
Ostrojen
7

10 M 31.64a 103.53 28.99a 102.91
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir

Cizelge 4.2. Tuza hassas misir Zea mays cv. 71IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays
cv. Simon varyetelerinde gévde uzunlugunun ve uygulamalara gore degisim yiizdesi

Tuza hassas varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. 71IMAY69 Zea mays cv. Simon
Uygulamalar
Govde Degisim (%) Govde uzunlugu | Degisim (%)
uzunlugu (cm)
(cm)
Kontrol 34.45b 100 31.20a 100
Tuz 28.15d 81.71 28.99c 92.91
-7
Tuz+10°M 30.15¢ 87.51 29.88b 95.76
Ostrojen
-7
107 M 35.33a 102.55 31.50a 100.96
Ostrojen

* Bir siitun i¢cinde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

Anlamsizdir.
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Tuza direngli genotip misir varyetesinin kok-gdvde uzunluguda hassas varyetedeki gibi
tuz uygulamasi ile azalmistir. Kontrol grubunda kok-gévde uzunlugu 28.17-31.2 cm
olarak olgiiliirken tuz uygulamasi bu degerleri %10.4 ve %7.1 oranlarinda azaltarak
25.24 ve 28.99 degerlerine geriletmistir. Tuz uygulamasina kiyasla tuz+0strojen
uygulamasinda ise kok-gévde uzunluklari artis gostermistir. Tuz uygulamasina kiyasla
bu artisalar kokte %5.6 oraninda gévde de ise %3.1loraninda olmustur. Yalniz Ostrojen
uygulamasi ise kontrol grubuna gore kok-gévde uzunlugunu %2.9 ve %1 oranlarinda
artirarak sirasi ile 28.99 ve 31.5 cm degerlerine ulasmasina neden olmustur (Cizelge

4.2).

OHassas varyete B Direncli varyete

(]
o
1

I
o
L

N
o
1

Kok uzunlugundaki degisimler
(%)
(o]
o

o

Kontrol Tuz Tuz+ Ostrojen  Ostrojen

Sekil 4.3. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinde kok uzunlugunun uygulamalara gore degisim yiizdesi
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OHassas varyete B Direngli varyete
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Sekil 4.4. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinde gévde uzunlugunun uygulamalara gore degisim yiizdesi

4.2. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Sonuclar:

4.2.1. SOD aktivitesi sonuglari

Tuz stresine hassas misir varyetesinin kontrol grubunun yapraginda SOD aktivitesi
8.81 U.mg™ protein degerinde dlgiiliirken tuz uygulamasi SOD aktivitesini %6 artirarak
9.34 U.mg™ protein degerine ulasmasina neden olmustur. Kokte ise kontrol grubunda
7.57 U.mg™ protein degerinde olan SOD aktivitesi tuz uygulamasi ile %28.5 diiserek
5.41 U.mg'1 protein degerine gerilemistir. Tuz uygulamasma kiyasla tuz+ostrojen
uygulamasi hem kokte hem de govdede SOD aktivitesinin artmasina neden olmustur.
Bu artiglar kokte 9%34.2 oraninda, yaprakta ise %5.8 oraninda olmustur. Kontrol
grubuna goére yalniz Ostrojen uygulamast SOD aktivitesini kokte %4.9 (P<0.05)
oraninda yaprakta %1.6 (P>0.05) oraninda artirarak kok ve yaprakta sirasi ile 7.94 ve
8.95 U.mg™ protein degerlerine ulastirmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direncli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gére SOD aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza hassas varyete
Zea mays cv. 71IMAY69

Tuza direncli varyete
Zea mays cv. Simon

Uygulamalar

Aktivite Aktivite Degisim (%)

(U.mg™ protein) | Degisim (%) | (U.mg™ protein) gist Lo
Kontrol 7.57b 100 8.24a 100
Tuz 5.41d 7146 6.56¢ 7961

7

fuz+ 10°M 7.26¢ . 7.14b 86.65
Ostrojen
10" M - 943 104.88 8352 101.33
Ostrojen ' '

* Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir

Cizelge 4.4. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAYG69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore SOD aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza direncli varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
uygulamalar
Aktivite Degisim (%) Aktivite Degisim (%)
Kontrol 8.81c 100 9.34c 100
Tuz 9.34b 106 9.76b 104.4
7
Tuz+10°M 9.88a 112.1 10.23a 109.5
Ostrojen
7

10°M 8.95¢ 1015 9.4¢ 1006
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir
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Sekil 4.5. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin kdklerinde uygulamalara goére SOD aktivitesinin degisim yiizdeleri
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Sekil 4.6. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gére SOD aktivitesinin degisim yiizdeleri

Tuza direngli misir genotipi Zea mays cv. Simon’un kontrol grubunun yapraginda 9.34
U.mg'1 protein degerinde Olgiilen SOD aktivitesi tuz uygulamasi ile %4.5 oraninda
artarak 9.76 U.mg™ protein degerine ulasmistir. Kokte ise tuz uygulamasi SOD
aktivitesini kontrol grubundaki 8.24 U.mg™ protein degerinden %20.4 oraninda
azaltarak 6.56 U.mg™ protein degerine gerilettigi belirlenmistir. Tuz uygulamasina gore
tuz+ostrojen uygulamasi yapraktaki SOD aktivitesini %4.8 artirarak 10.23 U.mg'1
protein degerine kokteki SOD aktivitesini ise %8.8 oraminda artirarak 7.14 U.mg™



46

protein degerine ulagtirmistir (P<0.05). Yalniz Ostrojen uygulamasi ise kontrol
grubunun kok ve yapraginda ki SOD aktivitelerini sirasi ile %1.3 ve 0.6 oranlarinda

artirarak 8.35 ve 9.4 U.mg'l protein seviyelerine ulastirdigi belirlenmistir (Cizelge 4.4)

4.2.2. POD aktivitesi sonuclari

Tuzluluga hassas Zea mays cv. 7IMAY69 misir varyetsinin kontrol grubu bitkilerine
gore tuz uygulamasinin hem yaprak hem de kokte ki POD aktivitesinde onemli
derecede diisiise neden oldugu saptanmustir. Kontrol grubu bitkilerin kok ve yapraginda
POD enzim aktiviteleri sirasi ile 2449 ve 662 U.mg™ protein olarak $lgiilmiisken tuz
uygulamasinda bu degerler kokte %2.2 yaprakta %20.3 azalarak sirasi ile kok ve
yaprakta 2395 ve 376 U.mg™ proteine gerilemistir (P<0.05). Tuz uygulamasma gore
tuz+ostrojen uygulamasi yapilan bitkilerin kok ve yapraklarindaki POD aktiviteleri
kokte %13.2 ve yaprakta %29 artis gostererek 2710 ve 650 U.mg™ protein degerlerine
yiikkselmistir. Yalniz Ostrojen uygulamasida kontrol grubuna goére POD aktivitesini
artirmustir. Bu artiglar kokte %1.9 oraminda olmus ve enzim aktivitesi 2495 U.mg™
protein degerinde iken yaprakta 9%0.5 oraninda artigla 665 U.mg™ protein degerine

yiikselmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAYG69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gére POD aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza direncli varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar
Aktivite Aktivite Degisim (%)
(U.mg ™ protein) | Degisim (%) | (U.mg™protein) | ~ 20
Kontrol 2449c 100 4863c 100
Tuz 2395d 97.79 3876d 79.7
7
Tuz+10°M 2710a 110.65 5550b 114.31
Ostrojen
-7
107 M 2495b 101.87 5811a 119.49
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir
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Cizelge 4.6. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direncli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gére POD aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza direngli varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar
Aktivite Aktivite Degisim (%)
(U.mg™ protein) | Degisim (%) | (U.mg™ protein) sistm Lo
Kontrol 662a 100 387a 100
Tuz 376¢ 56.79 270c 69.76
Tuz+10"M
Ostrojen 485p 73.26 353D 91.21
10'M
Ostrojen 6652 100.45 39la 101.03

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir
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Sekil 4.7. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin koklerinde uygulamalara gére POD aktivitesinin degisim yiizdeleri
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Sekil 4.8. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gére POD aktivitesinin degisim yiizdeleri

Tuzluluga direngli Zea mays cv. Simon musir varyetsinin kok ve yapraginda da hassas
varyete ile benzer sonuglar elde edildi. Ancak direngli varyetede ki artiglarin daha fazla
oldugu tespit edildi. Kontrol grubu bitkilerin kok ve yapragindaki POD aktiviteleri 4863
ve 387 U.mg™’ protein degerlerinde iken tuz stresi bu degerleri %20.3 ve 30.2
degerlerinde diisiirerek, 3876 ve 270 U.mg™ protein degerlerine geriletmistir (P<0.05).
Tuz uygulamasina gore tuz ile birlikte uygulanan Gstrojen hem kok hemde yaprakta
POD aktivitesini artirmistir. Bu artislar kokte %43.4 ve yaprakta % 30.7 oranlarinda
olurken enzim aktiviteleri kokte 5559, yaprakta 353 U.mg™ protein degerlerinde oldugu
belirlenmistir. Yalniz 6strojen uygulamasida kontrol grubuna goére POD aktivitesini
kokte %19.5 artirarak 5811 U.mg ™ protein degerine yaprakta ise %1 oraninda artirarak
391 U.mg ™ protein degerine ulastirmistir (Cizelge 4.6).

4.2.3. CAT aktivitesi sonuclar:

Zea mays cv. 7IMAY69 varyetesinin yapraginda 4.77 U.mg™ protein degerinde &lgiilen
CAT aktivitesi tuz uygulamasi ile %60.2 diserek 1.9 U.mg™ protein degerine
geriletmistir (P<0.05). Koklerde ise CAT aktivitesinde herhangi birdegisim tesbit
edilememistir. Tuz grubuna gore tuz+oOstrojen uygulamasit CAT aktivitesini

yaprakta %81.1 artirmis ve 3.44 U.mg™ protein degerine ulastirmistir. Yalniz dstrojen
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uygulamasi ise kontrol grubunda tespit edilen CAT aktivitesini %14.9 oraninda artirmis

ve bu uygulamadaki CAT aktivitesi 5.48 U.mg™ protein olarak Sl¢iilmiistiir (Cizelge 4.7)

(P<0.05).

Cizelge 4.7. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore CAT aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza direngli varyete Tuza direncli varyete

Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar

Aktivite .. Aktivite
. Degisim ) ) Desisim (°
(U.mg™ protein) (%A)S) (U.mg™ protein) egisim (0)
Kontrol 4.77b 100 4.59b 100
Tuz 1.90d 39.83 1.38d 30.06
-7
Tuz+10°M 3.44c 72.11 2.48¢ 54.03
Ostrojen
7

f!.'O M 5.48a 114.88 4.77a 103.92
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir
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Sekil 4.9. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gére CAT aktivitesinin degisim ylizdeleri
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Zea mays cv. Simon genotipinde de kokte herhangi bir CAT aktivitesi tespit
edilememistir. Diger taraftan kontrol bitkisinin yapraginda CAT aktivitesi 4.59 U.mg™
protein degerinde iken tuz uygulamasi bu degeri %69.9 diisiirerek 1.38 U.mg‘1 protein
degerine geriletmistir. Tuz uygulamasina gore tuz+ostrojen uygulamasi ise CAT
aktivitesini %79.7 oraminda artirmus ve 2.48 U.mg™ protein degerine ulastirmistir.
Ostrojen uygulamasida kontrol grubuna gére CAT aktivitesini %3.9 oraninda artirarak
4.77 U.mg™* protein degerine yiikselttig belirlenmistir (Cizelge 4.8) (P<0.05).

4.2.4. APX aktivitesi sonuclari

Tuza hassas musir bitkisinde tuz uygulamasi1 APX aktivitesini kokte %26.6 diizeyinde
diisliriirken yaprakta %210.7 artirmustir. Kontrol bitkisinin kok ve yapragindaki enzim
aktivite degerleri siras1 ile 1.28 ve 1.78 U.mg™ protein olarak olgilirken tuz
uygulamasiyla kokte 0.94, yaprakta 1.97 U.mg™’ protein olarak olgiilmiistiir. Tuz
uygulamasina kiyasla tuztostrojen uygulamasi APX enzim aktivitesini tuz
uygulamasina gore kok ve yaprakta sirast ile %20.2 ve %7.6 oraninda artirarak 1.13 ve
2.12 U.mg™ protein degerlerine ulastirmuslardir (P<0.05). Kontrol grubuna gére, yalmz
Ostrojen uygulamasi da enzim aktivitesini artirdigi tespit edilmistir. APX aktivitesinde
Ostrojen uygulamasi kontrole gore kok ve yaprakta sirasi ile %2.3 ve %5.1 artisa neden
olurken bu uygulama sonucunda enzim aktivitesi degerleri kokte 1.31, yaprakta 1.87

U.mg™ protein olarak saptanmustir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.8. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAYG69 ve tuza direncli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gore APX aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza direngli varyete
Zea mays cv. Simon

Tuza direncli varyete
Zea mays cv. Simon

Uygulamalar Aktivite Aktivite Degisim (%)

(U.mg™ protein) | Degisim (%) | (U.mg™ protein) gist Lo
Kontrol 1.28a 100 1.44c 100
Tuz 0.94c 73.43 1.22d 84.72

-7
Tuz+10°M 1.13b 88.28 1.65a 114.58
Ostrojen
-7

10°M 1.31a 102.34 151b 104.86
Ostrojen

Cizelge 4.9. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAYG69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore APX aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza direngli varyete Tuza direngli varyete

Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar Aktivite . Aktivite .

D 5 0
(U.mg™ protein) e(%/los)lm (U.mg™ protein) Degisim (%)

Kontrol 1.18d 100 2.11d 100
Tuz 1.97b 166.94 2.33b 110.42
Tuz+10"M
Ostrojen 2.12a 179.66 2.51a 118.95
10°M
Ostrojen 1.87¢ 158.47 2.22¢ 105.21
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Sekil 4.10. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin koklerinde uygulamalara gore APX aktivitesinin degisim yiizdeleri
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Sekil 4.11. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gére APX aktivitesinin degisim yiizdeleri

Tuzluluga direngli misir varyetesinde de hassas varyetedeki APX aktivitesi
degisimlerine benzer egilimde sonuclar elde edilmistir. Kontrol grubunun kok ve
yapraginda 1.44 ve 2.11 U.mg™ protein olarak &lgiilen enzim aktiviteleri tuz uygulamasi
ile kokte %15.3 diisiisle 1.22 U.mg™ protein degerine gerilerken yaprakta %10.4
oraminda artigla 2.33 U.mg protein degerlerine ulasmustir. APX  aktivitesini
tuz+ostrojen uygulamasi ise tuz uygulamasina gore kok ve yaprakta sirasiyla %35.2

ve %7.7 artirmis ve bu uygulamadaki aktivite degerleri kokte 1.65, yaprakta 2.51 U.mg
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! protein olarak Slgiilmiistiir (P<0.05). Ostrojen uygulamasi ise APX aktivitesini kontrol
grubuna gore kokte %4.9 oraninda artirmus ve 1.51 U.mg™ protein degerine ulastirmustur.
Bu uygulama APX aktivitesinde kontrol grubuna gore yaprakta %°5.2 artisa neden
olarak 2.22 U.mg™ protein seviyesinde 8lgiilmiistiir (Cizelge 4.10).

4.2.5. GR aktivitesi sonuclari

Tuza hassas musir bitkisinde tuz uygulamasi GR aktivitesini kokte %12.6 diizeyinde
diistiriirken yaprakta %11.2 artirmistir. Kontrol bitkisinin kdk ve yapragindaki enzim
aktivite degerleri siras1 ile 2.06 ve 1.78 U.mg™ protein olarak olgiliirken tuz
uygulamasiyla kokte 1.8, yaprakta 1.98 U.mg™ protein olarak dl¢iilmiistiir. Tuz+6strojen
uygulamasi GR enzim aktivitesini tuz uygulamasina gore kok ve yaprakta sirasi
ile %31.7 ve %11.6 oraninda artirarak 2.37 ve 2.21 U.mg’ protein degerlerine
ulagtirmiglardir (P<0.05). Yalniz Ostrojen uygulamas: da kontrol grubuna goére GR
aktivitesini kokte %3.9 artirarak 2.14 U.mg™ protein degerine yaprakta ise %4.5

oraninda artirarak 1.86 U.mg™ protein degerine ulastirmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.10. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gére GR aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza direncli varyete Tuza direncli varyete

Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar Aktivite Aktivite Degisim (%)

(U.mg™ protein) | Degisim (%) | (U.mg™ protein) gistm (7
Kontrol 2.06¢ 100 2.46b 100
Tuz 1.80d 87.37 2.14c 86.99
7
Tuz+10°M 2.37a 115.04 2.60a 105.69
Ostrojen
=7

107 M 2.14b 103.88 251h 102.03
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir
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Cizelge 4.11. Tuza hassas misir Zea mays cv. 71IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore GR aktivitesi ve degisim yiizdeleri

Tuza direngli varyete Tuza direngli varyete
Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar
Aktivite . Aktivite
. Degisim ) ) Desisim (©
(U.mg™ protein) (%Af) (U.mg™ protein) egigim (%)
Kontrol 1.78d 100 1.94c 100
Tuz 1.98b 111.23 2.11b 108.76
7
Tuz+10°M 221a 124.15 2272 117.01
Ostrojen
7

10°M 1.86¢ 104.49 1.99¢ 102.57
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir
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Sekil 4.12. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gore GR aktivitesinin degisim yiizdeleri
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Sekil 4.13. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore GR aktivitesinin degisim yiizdeleri

Tuza direngli misir genotipi Zea mays cv. Simon’un kontrol grubunun yapraginda 1.94
U.mg™? protein degerinde olciilen GR aktivitesi tuz uygulamasi ile %8.8 oraninda
artarak 2.11 U.mg™ protein degerine ulasmustir. Kokte ise GR aktivitesini tuz
uygulamasi kontrol grubundaki 2.46 U.mg™ protein degerinden %13 oraninda azaltarak
2.14 U.mg’ protein degerine gerilettigi belirlenmistir. Tuz uygulamasma gore
tuz+dostrojen uygulamasi yapraktaki GR aktivitesini %7.6 artirarak 2.27 U.mg'1 protein
degerine kokteki GR aktivitesini ise %21.5 oraminda artirarak 2.6 U.mg™ protein
degerine ulagtirmigtir (P<0.05). Yalniz dstrojen uygulamasi ise kontrol grubunun kok ve
yapraginda ki GR aktivitelerini siras1 ile %2 ve 2.6 oranlarinda artirarak 2.51 ve 1.99

U.mg™ protein seviyelerine ulastirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.12) (P>0.05).

4.3. Siiperoksit (O,") Uretimi Sonuclar

Hassas misir genotipi Zea mays cv. 7IMAY69 c¢esidinin hem kok hem de yapraginda
sliperoksit anyonu iretimi tuz uygulamasi ile 6nemli derecede yiikseldigi belirlendi
(P<0.05). Kontrol grubunun kékiinde 4.8 nmol.min.g* doku ve yapraginda 3.9

nmol.min®.g® doku olarak olgiilen siiperoksit anyonu miktar1 tuz uygulamasi ile
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kokte %40.6, yaprakta %41 oranlarinda artisla kok ve yaprakta sirasi ile 6.75 ve 5.5
nmol.min™.g? doku olarak &lciildii. Tuza ilave olarak 6strojen uygulamasi ile tuz
uygulamasina gore siiperoksit igerigi hem kok hem de yaprakta azalmistir. Bu azalis
kok %13.3 yaprakta ise %14.5 oranlarinda olmustur. Bu uygulama sonucu siiperoksit
anyonu iiretimi kok ve yaprakta sirasi ile 5.85 ve 4.7 nmol.min".g™ doku olarak
belirlenmistir (P<0.05). Kontrol bitkilerine kiyasla yalniz Ostrojen uygulamasi da
stiperoksit igerigini diisiirmiistiir. Bu diistis kontrol grubuna gore kok dokusunda %4.2
oraninda olurken yaprakta bu oranin %2.6 degerinde oldugu saptanmistir. Bu uygulama
ile siiperoksit miktar1 kok ve yaprakta 4.6 ve 3.8 nmol.min™.g™ doku degerlerinde
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.13) (P<0.05).

Cizelge 4.12. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gore siiperoksit (O ) iiretimi ve degisim
yiizdeleri

Tuza direngli varyete Tuza direngli varyete
Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar . -
9 Oy igerigi Desisim O, igerigi Degisim
(nmol.min™*.g* doku) (%/OS) (nmol.min*.g* doku) (%)
Kontrol 4.80c 100 4.21c 100
Tuz 6.75a 140.62 5.53a 131.35
-7
Tuz+ 107 M 5.85b 121.87 4.99b 118,52
Ostrojen
-7
107 M 4.60d 95.83 3.984 94.53
Ostrojen

* Bir siitun iginde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir
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Cizelge 4.13. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays Cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore siiperoksit (O, ) tretimi ve degisim

yiizdeleri
Tuza direncli varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar
O, igerigi Degisim O, igerigi Degisim
(nmol.min.g™* doku) (%A)) (nmol.min.g™ doku) (%A))
Kontrol 3.90c 100 3.75¢c 100
Tuz 5.50a 141.02 4.60a 122.66
7
Tuz+10°M 4.70b 120,51 4.11b 109.6
Ostrojen
7

107 M 3.80d 97.43 3.60d 96
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir
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Sekil 4.14. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gore siiperoksit (O, ) degisim yiizdeleri
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Sekil 4.15. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore siiperoksit (O, ) degisim yiizdeleri

Direngli misir genotipi Zea mays cv. 7LIMAY69 cesidindeki siiperoksit anyonu tiretimi
degisimleride hassas genotiple benzer seyir izlemistir. Ancak bu genotipteki degisim
oranlar1 hassas genotipe gore daha diisiikk olmustur. Siiperoksit igeriginde bu varyetede
kontrol grubunun kok ve yapraginda 4.21 ve 3.75 nmol.min™®.g™ doku degerlerinde
Ol¢iilirken tuz uygulamasi bu degerleri kok ve yaprakta sirasi ile %31.4 ve %22.7
artirarak 5.53 ve 4.6 nmol.min™.g? doku degerlerine ulagtirmustir. Tuz uygulamasina
gore tuz+oOstrojen uygulamasi ise siiperoksit igeriginde kokte %9.8 yaprakta %10.7
diistise neden olmus ve bu uygulama sonucunda siiperoksit miktarlar1 kokte 4.99
yaprakta 4.11 nmol.min™.g™ doku degerlerinde 6l¢iilmiistiir (P<0.05). Yalniz basina
uygulanan Ostrojende kontrol grubuna gore kiyaslandiginda siiperoksit icerigini kok ve
yaprakta %5.5 ve %4 oranlarinda diisiirerek kokte 3.98 yaprakta 3.60 nmol.min™.g™*
doku degerlerine geriletmistir (Cizelge 4.14) (P<0.05).

4.4, H,0, I¢erigi Sonuclar

Tuz stresine hassas Zea mays cv. 7IMAYG69 varyetesinin kontrol grubunun kok ve
yapraginda sirasi ile 0.853 ve 0.280 pmol.g™ doku degerinde 6lgiilen H,O, igerigini tuz
uygulamasi ile %37.5 ve %11.8 oranlarinda artarak 1.173 ve 0.313 pmol.g” doku

degerlerine wulastig1 saptand1 (Cizelge 4.15). Tuz uygulamasina gore tuz+ostrojen
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uygulamasinin H,0; igerigini énemli oranlarda azalttig1 belirlendi. Tuz uygulamasina
gore bu uygulamayla kok ve yaprakta kaydedilen degerler sirasiyla %9.2 ve %4.7
oranlarinda daha diisiik olarak 1.065 ve 0.298 umol.g™ doku degerlerinde oldugu
belirlendi (P<0.05). Yalnmz Ostrojen uygulamasiyla da kontrol grubuna gore onemli
degerde diisiisler kaydedildi. Bu uygulama soncunda H,O; igerigi kontrole gore
kokte %4.9, yaprakta %13.4 azaldigi belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.14. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gore H2O; igerigi ve degisim yiizdeleri

Tuza direncli varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar . '
H,0; Igerigi Degisim H,0; I¢erigi .
D 0
(umol.g™ doku) (%) (umol.g™ doku) egisim (%)
Kontrol 0.853¢c 100 0.433c 100
Tuz 1.173a 137.5 0.578a 133.4
Tuz +10" M 1.065b 124.8 0.515b 118.9
Ostrojen
-7

10°M 0.812d 95.1 0.387d 89.3
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir

Cizelge 4.15. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara goére H,O5 igerigi ve degisim ylizdeleri

Tuza direncli varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. Simon Zea mays cv. Simon
Uygulamalar . _
H,0; I¢gerigi Degisim H,0; I¢gerigi A
(umol.g™ doku) (%) (umol.g™ doku) Degisim (%)
Kontrol 0.853c 100 1.063c 100
Tuz 1.173a 111.78 1.308a 123.0
Tuz + 107 M 1.065b 106.42 1.1430 107.5
Ostrojen
7

10°M 0.812d 86.79 1.018d 95.76
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir.
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Sekil 4.16. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gore H,O; igeriginin degisim yiizdeleri

OHassas varyete B Direncli varyete
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Sekil 4.17. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore H,0, igeriginin degisim ytizdeleri
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Tuz stresine direngli Zea mays cv. 7LMAY69 varyetesinde de tuz uygulamasi H,0,
icerigini artirmistir. Kontrol bitkisinin kok ve yapraginda ki H,O; igerigi sirasi ile 0.433
ve 1.063 pmol.g? doku degerlerinde olgiilmesine ragmen tuz uygulamasi bu
degerleri %33.5 ve %23 oranlarinda artirmis, 0.578 ve 1.308 umol.g™ doku degerlerine
ulagtirmigtir (Cizelge 4.16). Tuz uygulamasma gore tuz+ostrojen uygulamast H,O;
iceriginde kok ve yaprakta da sirasiyla %10.9 ve %12.6 oranlarinda diisiise neden
olmustur. Bu uygulamada H,0, icerigi kok ve yaprakta 0.515 ve 1.143 umol.g™ doku
degerlerinde Ol¢iilmiistiir. Yalniz Ostrojen uygulamasi sonucunda ise H,O, igerigi
kontrol grubuna gore kok ve yaprakta da sirasiyla %10.6 ve %4.3 oranlarinda bir azalisa
neden olmus ve bu uygulama HO; igeriginin 0.387 ve 1.018 pmol.g™* doku degerlerine

gerilemesine neden olmustur (P<0.05).

4.5. Lipid Peroksidasyon Seviyesi (MDA ig¢erigi) Sonuclari

Tuz uygulamasinin tuza hassas Zea mays cv. 7IMAY69 varyetesinin bitkisinin kok ve
yapragindaki MDA igeriginin kontrol bitkisine oranla 6nemli derecede artirdigi
belirlendi. Kontrol bitkisinde MDA igerigi kok ve yaprakta sirasi ile 2.048 ve 1.885
nmol.g™* doku olarak belirlenirken tuz uygulamas: bu degerleri yine sirast ile %18.8
ve %25.9 artirarak 2.434 ve 2.373 nmol.g™ doku seviyelerine ¢ikardi (P<0.05). Tuz
uygulamasina kiyasla, tuzt+dstrojen uygulamasi MDA igeriginde 6nemli azalmalara
neden oldugu saptanmigtir. Tuz uygulamasina gore MDA igerigini tuz+ostrojen
uygulamasi kokte %4.6 azaltarak 2.322, yaprakta ise %16.3 azaltarak 1.986 nmol.g™
doku diizeylerine diisiirdiigii belirlenmistir (P<0.05). Yalniz dstrojen uygulamasi ise tuz
uygulamasina kiyasla MDA icerigini kokte %0.9 (P>0.05) azaltarak 2.029 nmol.g™
doku yaprakta ise %4.8 azaltarak 1.794 seviyelerine geriletmistir (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.16. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays Cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gore MDA igerigi ve degisim yiizdeleri

Tuza hassas varyete
Zea mays cv. 71IMAY 69

Tuza direngli varyete
Zea mays cv. Simon

Uygulamalar
MDA Igerigi MDA Icerigi
(nmol.g™ doku) | Degisim (%) | (nmol.g™ doku) | Degisim (%)
Kontrol 2.048c 100 1.372c 100
Tuz 2.434a 118.84 1.550a 112.97
7
Tuz+10°M 2.322b 113.37 1.456b 106.12
Ostrojen
-7

10°M 2.029¢ 99.07 1.357¢ 98.9
Ostrojen

* Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir

Cizelge 4.17. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direncli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gére MDA igerigi ve degisim yiizdeleri

Tuza hassas varyete
Zea mays cv. 7IMAY 69

Tuza direngli varyete
Zea mays cv. Simon

Uygulamalar
MDA Igerigi MDA igerigi
(nmol.g™ doku) | Degisim (%) | (nmol.g doku) | Degisim (%)
Kontrol 1.885¢c 100 2.333c 100
Tuz 2.373a 125.8 2.811a 120.4
Tuz+10"M
Ostrojen 1.986b 105.3 2.555h 109.5
10°M
Ostrojen 1.794d 95.1 2.089d 89.5

* Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir
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Sekil 4.18. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara géore MDA igeriginin degisim yiizdeleri
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Sekil 4.19. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore MDA igeriginin degisim yiizdeleri

Tuz uygulamasinin tuz stresine direngli Zea mays cv. 7IMAY69 varyetesinin kok ve
yapraginda kontrol grubuna gére MDA igeriginde onemli artiglara neden oldugu
belirlendi. MDA igerigi kontrol bitkisinin kok ve yapraginda siras1 ile 1.372 ve 2.333
nmol.g™* doku degerlerinde &lgiildii. Tuz uygulamas ise MDA igerigini kontrol grubuna
gore kok ve yaprakta %13 ve %20.5 oranlarinda artirarak 1.550 ve 2.811 nmol.g™ doku
degerlerine yiikselttigi saptandi. Tuz ile birlikte ostrojen uygulamasmin ise tuz
uygulamasina gore MDA igerigini 6nemli derecede disirdiigi tespit edildi. Tuz
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uygulamasina gore tuz+ostrojen MDA igerigini kokte %6.1 azaltirken yaprakta ise %9.1
azalttig1 belirlendi. Tuz+06strojen uygulamasinda kok ve yaprakta MDA igerikleri 1.456
ve 2.555 nmol.g™* doku olarak &l¢iilmiistiir. Yanli Sstrojen uygulamasinda ise kontrol
grubuna gére MDA diizeyi daha diisiik degerde Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubuna gore
ostrojen uygulamasi kokteki MDA igerigini %1.1 (P>0.05) azaltip 1.357 nmol.g™* doku
yapraktaki MDA degerini ise %10.5 azaltarak 2.089 degerlerine geriletmistir (Cizelge
4.18).

4.6. Tuz ve Ostrojen Uygulamalarinin Hiicresel Solunum ve AOX Aktivitesi

Uzerine Etkileri

Mitokondride ki sitokrom yolu ile birlikte alternatif solunum yolunda tiiketilen oksijen
diizeyi hiicresel solunum olarak kabul edilir. Hiicresel solunum degeri ve AOX
aktivitesi kok ve yaprak dokusundan izole edilmis mitokondriler {izerinde sitokrom yolu
inhibitorleri ve AOX inhibitorlerinin kullanilmast ile oksijen tiiketimindeki degisimlerin

gbzlenmesi yontemiyle ol¢tilmiistiir.

Tuz uygulamasinin tuza hassas Zea mays cv. 71MAY69 varyetesinin kok ve yapraginda
Ki hiicresel solunum degeri ve AOX aktivitesi %100 olarak kabul edilmistir. Kontrol
bitkilerine goére tuz uygulamasi hiicresel solunum degerini hem kokte hem de yaprakta
ciddi anlamda artirmistir. AOX aktivitesini ise kokte Onemli oranda etkilemezken
yaprakta belirgin artis saglamastir. Tuz+0strojen uygulamasi ise tuz uygulamasina gore
kok ve yapraktaki hiicresel solunum degerini tuz uygulamasindan elde edilen
degerlerden %20.8 ve %12.5 azaltirken AOX aktivitesini dnemli degerde artirmistir
(P<0.05). Yalniz Gstrojen uygulamasi ise kontrol grubuna gore kok ve gévdede hem

hiicresel solunum degerlerini hem de AOX aktivitesini artirdig1 belirlenmistir (Cizelge
4.19).
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Cizelge 4.18. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays Cv.
Simon varyetelerinin kok ve yapraklarinda uygulamalara goére hiicresel solunum
degerlerinin yiizdesi

Tuza hassas varyete Tuza direngli varyete

Zea mays cv. 7IMAY 69 Zea mays cv. Simon

Hiicresel solunum degeri (%) | Hiicresel solunum degeri (%)
Uygulamalar

Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 100 100 100 100
Tuz 207 120 85 156
7
Tuz+10°M 164 105 99 144
Ostrojen
-7

10°M 105 104 105 110
Ostrojen

Cizelge 4.19. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin kok ve yapraklarinda uygulamalara gére AOX aktivitesi degerlerinin

yiizdesi
Tuza hassas varyete Tuza direngli varyete
Zea mays cv. 71IMAY 69 Zea mays cv. Simon
AOX aktivite degeri (%) AOX aktivite degeri (%)
Uygulamalar
Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 100 100 100 100
Tuz 104 125 215 235
7
Tuz+ 107 M 113 185 252 265
Ostrojen
7
10 M 103 115 145 130
Ostrojen
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Sekil 4.20. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara Hiicresel solunum degerleri yiizdesi
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Sekil 4.21. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv. Simon
varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara gore hiicresel solunum degerlerinin yiizdesi
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Sekil 4.22. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gére AOX aktivitesinin yiizdesi
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Sekil 4.23. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara AOX aktivitesinin yiizdesi

Kontrol grubuna goére tuz uygulamasinin tuz stresine diren¢li Zea mays cv. 71IMAY69
varyetesinin kokiindeki hiicresel solunum degerini azalttigi yaprakta ise artirdigi
belirlenmistir. Bu uygulama ile AOX aktivitesi ise hem kok hem de yaprakta 6nemli
oranlarda artirmigtir. Bu bitkinin Kontrol grubuna gore tuz uygulamasi hiicresel solunum
degerini yaklasik iki bucuk katina c¢ikarmistir. Tuz+dstrojen uygulamasi ile tuz

uygulamasma gore kokte hiicresel solunum artiriken yaprakta diisiis oldugu
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belirlenmistir. AOX aktivitesi ise tuz grubuna gore tuz+dstrojen grubunda hem kokte
hemde govde Onemli oranlarda artmistir. Yanliz Ostrojen uygulamasi ise kontrol
grubuna gore kok ve govde deki hem hiicresel solunum degerini hemde AOX

aktivitesini artirdig1 belirlenmistir (Cizelge 4.19).

4.7. AOX1 ve AOX2 gen ifadesi Sonuglari

AOX enzimini kodlayan AOX1 ve AOX2 genlerinin ifadesine Real-Time PCR ile
bakilarak kontrol grubuna gore degisimleri ylizde olarak belirlenmistir. Kontrol
grubundaki AOX1 ve AOX2 gen ifadeleri %100 olarak kabul edilmistir. Tuzluluga
hassas Zea mays cv. 7IMAY69 misir varyetsinin kontrol grubunun koklerindeki AOX1
ifadesine gore AOX1 ifadesinde tuz, tuz+dstrojen, 6strojen uygulamalari sirasiyla %106,
224.3, 58.4 oranlarinda artisa neden olmustur. Tuz grubuna gore tuz+ostrojen
uygulamasi ise %57.1 oraninda artisa neden oldugu saptanmistir. Ayni1 bitkinin kontrol
grubunun yapragindaki AOX1 gen ifadesine gore ise tuz grubu %114 tuzt+dstrojen
grubu %276.2 ve ostrojen grubu ise %43.3 oranlarinda artisa neden olmustur. Tuz grubu
ile tuz+ostrojen grubu kiyaslandiginda tuz+dstrojen grubunun yapragindaki AOX1

ifadesinin %75.8 oraninda daha yiiksek oldugu saptanmistir (Cizelge 4.20) (P<0.05).

Cizelge 4.20. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin kok ve yapraginda AOX1 gen ifadesinin kontrol degerlerine gore degisimi

Tuza hassas varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. 71IMAY 69 Zea mays cv. Simon
Uygulamalar AOX1 gen ifadesi (%) AOX1 gen ifadesi (%)
Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 100 100 100 100
Tuz 206.3 214.0 176.5 132.2
7
Tuz+10°M 324.3 376.2 314.8 413.8
Ostrojen
7
10°M 158.4 1433 150.6 127.0
Ostrojen
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Cizelge 4.21. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve tuza direngli misir Zea mays Cv.
Simon varyetelerinin kok ve yapraginda AOX2 gen ifadesinin kontrol degerlerine gore degisimi

Tuza hassas varyete Tuza direncli varyete
Zea mays cv. 71IMAY 69 Zea mays cv. Simon
Uygulamalar AOX2 gen ifadesi (%) AOX2 gen ifadesi (%)
Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 100d 100d 100d 100d
Tuz 521.9b 859.3b 351.9b 618.7b
7
Tuz+100M 1 4967.7a 1110.6a 792.9a 864.7a
Ostrojen
7
10°M 202.9¢ 180.4c 140.6¢ 231c
Ostrojen
OHassas varyete B Direngli varyete
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Sekil 4.24. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara goére AOX1 gen ifadesinin yiizdesi
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OHassas varyete B Direngli varyete
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Sekil 4.25. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin yapraklarinda uygulamalara goére AOX1 gen ifadesinin yiizdesi
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Sekil 4.26. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde uygulamalara gére AOX2 gen ifadesinin yiizdesi
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Sekil 4.27. Tuza hassas Zea mays cv. 71 MAY69 ve tuza direngli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinin koklerinde yapraklarinda gore AOX2 gen ifadesinin yiizdesi

Tuza hassas varyetede de AOX2 gen ifadesinin kontrol grubundaki degerine gore tuz,
tuz+ostrojen ve Ostrojen uygulamasi ile kokte %421.9, 1167.7 ve 102.9 oranlarinda
yaprakta ise %759.3, 1010.6 ve 80.4 oranlarinda artis oldugu saptanmistir. Tuz
grubundaki AOX2 ifade degerine gore tuz+ostrojen uygulamasi ise kokte %142.9
yaprakta ise %29.2 oranlarinda artisa neden oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.21)
(P<0.05).

Tuza direngli olan misir varyetesi Zea mays cv. Simon’un kontrol grubundaki AOX1
gen ifade degerlerine gore kokte tuz, tuz+oOstrojen ve Ostrojen uygulamalari sirasi
ile %76.5, 214.8 ve 50.6 oranlarinda artiga neden oldugu saptanmustir. Yapraktaki
AOX1 gen ifadesi ise kontrol grubundaki degere goére tuz uygulamasi ile %32.2
tuz+o0strojen uygulamasi %313.8 ve yalniz Ostrojen uygulamasi ise %27 artisa neden
olmustur. Tuz uygulamasina gére AOX1 gen ifade degeri tuz+dstrojen uygulamas: ile

kokte %78.3 yaprakta %213 oranlarinda artis gostermistir (Cizelge 4.22) (P<0.05).
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Tuzluluga direngli Zea mays cv. Simon musir varyetsinin kok ve yapragindaki AOX2

gen ifade degerleri de tiim uygulamalarla hem kok hemde yaprakta ciddi degerlerde

arttigr saptanmistir. Kontrol grubunun kokiindeki AOX2 gen ifadesine gore tuz

uygulamasi %251.9 tuz+06strojen uygulamasi %692.9 ve yalniz Ostrojen uygulamasi

ise %40.6 oranlarinda artisa neden olmustur. Tuz, tuz+ostrojen ve yalniz Gstrojen

uygulamalar1 Zea mays cv. Simon varyetesinin kontrol grubunun yapragindaki gen
ifadesi degerine gore AOX2 gen ifadesi degerinde sirasiyla %518.7, 764.7 ve 131

oranlarinda artigsa yol agtiklar1 saptanmistir. Tuz grubunun kok ve gévdesindeki AOX2

gen ifadesine gore tuz +dstrojen uygulamasindaki AOX2 gen ifadesi kokte %125.3

yaprakta ise %39.8 oranlarinda artis gostermistir (Cizelge 4.23) (P<0.05).

Cizelge 4.22. Tuza hassas misir Zea mays cv. 71MAY69
yapraginda RNA konsantrasyonu ve 260/280 degerleri

varyetesinin kok ve

Uygulamalar RNA konsantrasyon | 260/280

kok yaprak kok yaprak
kontrol 252.154 | 1537.192 | 2.06835 | 2.03775
Tuz 97.385 | 384.077 |1.9259 |2.0973
Tuz+6strojen 79.115 |292.615 |1.9637 | 2.069
oOstrojen 100.690 | 477.038 | 2.11185 | 2.02195

Cizelge 4.23. Tuza direngli misir Zea mays cv. Simon varyetesinin kok ve yapraginda

RNA konsantrasyonu ve 260/280 degerleri

Uygulamalar RNA konsantrasyon | 260/280

kok yaprak kok yaprak
kontrol 448.692 | 1267.654 | 2.0635 2.07985
Tuz 691.038 | 1417.885 | 1.96103 | 2.08665
Tuz+dstrojen 375.000 | 1326.885 | 2.0377 2.0345
oOstrojen 340.393 | 1382504 | 2.1062 2.08085
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.

Sekil 4.28. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve Tuza direncli misir Zea mays cv.
Simon varyetelerinde kok ve yapraginda RNA gortintiisti (1-8 hassas (kontrol yaprak, tuz ,tuz +
Ostrojen, Ostrojen, kontrol kok, tuz, tuz + dstrojen, dstrojen) 9-16 direngli ((kontrol yaprak, tuz,
tuz + dstrojen, dstrojen, kontrol kdk, tuz, tuz + Ostrojen, Ostrojen)

WU T U,

1074 {Threshold

2] s Cycle

Sekil 4.29. Tuza hassas misir Zea mays cv. 7IMAY69 ve Tuza diren¢li misir Zea mays
cv. Simon varyetelerinde kok ve yapraginda ampifikasyon goriintiisii
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5. SONUC ve TARTISMA

Tiirkiye’de tahillar i¢inde bugday ve arpadan sonra en genis ekim alanina sahip bitki
musirdir. Misir tanelerinin 100 g da 83 kalori, 3.2 gr protein, 18.8 gr karbohidrat, 0
kolesterol, 0.1 g yag, 0.7 g lif, 89 mg fosfor, 3 g kalsiyum, 0.6 mg demir, 165 mg
potasyum, 400 mg A vitamini, 0.11 mg B1 vitamini, 0.1 mg B2 vitamini, 1.3 mg B3
vitamini ve 7 mg C vitamini igermesi misirin insanlar i¢in hem protein hem de vitamin
hem de inorganik element kaynagi olarak ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.
Misirin insanlar i¢in besin degerinin yani sira hayvan yemi olarak ta kullanilmasi onun

ekonomik ve tarimsal 6nemini artirmaktadir (Sahin 2001).

Ekonomik 6neme sahip bir¢ok bitki gibi misirda tuzluluktan olumsuz etkilenmektedir.
Toprakta bulunan tuz konsantrasyonu bitkinin tolerans sinirini asinca topraktaki su
potansiyeli ve bitki hiicrelerinin osmotik potansiyeli diiser. Tuz stresinin devam etmesi
durumunda stomalar kapanir ve fotosentez gibi metabolik siire¢ler bu durumdan ciddi
derecede zarar goriirler. Tiim bu olumsuz etkiler bitki biiylime ve gelismesini olumsuz
yonde etkilemenin yani sira bitkiyi 6liime kadar gotiirebilecek oksidatif hasarlara neden
olurlar (Ashraf 1994). Mevcut c¢alismada foliar Ostrojen uygulamasiyla bitki
mitokondrisinde dogal olarak mevcut olan alternatif solunum yolunu aktiflestirmek
suretiyle tuz stresinin bitkide neden oldugu hasarlarin en 6nemli nedeni olan ROT
olusumunu azaltmak ve boylece tuz stresine kars1 bitki direncini artirmak
hedeflenmistir. Bu amacla tuza tolerans yetenekleri farkli olan direngli Zea mays
cv.Simon ve hassas Zea mays cv. 71MAY69 iki musir varyetesi kullanilmustir.
Literatiirde Ostrojenin tuza direng iizerine etkili oldugunu belirten caligmalar vardir
(Erdal 2012). Ancak bu g¢alismalarda Ostrojenin antioksidan sistemi ve biyosentez
reaksiyonlarini aktive ederek bu etkiyi sagladigi bildirilmis fakat alternatif solunum
yolu iizerine etkisine deginilmemistir. Bu ¢alismada ise eksojen Ostrojen uygulamasinin
tuz stresine maruz kalan musir bitkilerindeki antioksidan sistemin yaninda alternatif
solunum yolu {izerine etkisi arastirilmistir. Bu ¢alisma Ostrojenin etki mekanizmasini

detayli olarak agiklamasi1 bakimdan literatiire 6nemli katki saglayacaktir.
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Tuz stresi altindaki misir varyetelerinde eksojen Ostrojen uygulamasinin etkileri kok-
govde uzunluklari ve agirliklari, antioksidan enzim aktiviteleri, ROT seviyesi, membran
hasari, solunum degerleri ve AOX aktivitesi gibi fizyolojik ve biyokimyasal diizeyde
belirlenmenin yani sira AOX ifadesini kontrol eden genlerin ifadesi gibi molekiiler

diizeyde de belirlenmeye calisilmistir.

5.1. Tuz Stresi ve Eksojen Ostrojen Uygulamalarinin Kok-Gévde Uzunlugu ve

Yas-Kuru Agirhilar Uzerine Etkileri

Literatiirde tuz stresinin kok-govde uzunlugu diislirdiigline dair birgok c¢alisma
mevcuttur. Oz ve Karasu (2007) 12 gesit pamuk iizerinde yaptig1 ¢alismada tuz stresinin
tim pamuk ¢esitlerinin kok-govde uzunluklarimi diigiirdiigiini belirlemistir. Baska bir
caligmada ise Koca et al. (2007) susamin tuz stresine maruz kalma siiresine bagli olarak
ozellikle uzun donemde kok ve govde uzunluklarinin ciddi anlamda diistiigiinii
bildirmistir. Mevcut ¢alismada da tuz stresinin her iki musir variyetesinde de kok ve
govde uzunluklarini Onemli oranda indirgedigi belirlenmistir. Ancak direngli
genotipinin kok-gévde uzunlugundaki diisiisiin hassas genotiptekinden daha az oldugu
belirlenmistir. Ozelikle kok uzunlugundaki diisiislerin tuz stresine kars1 yiizey azaltma
seklinde bir savunma mekanizmasi olmasinin yani sira hem kok hem de govde
uzunlugundaki diisiisler tuz stresinin etkisi ile biiyiime ve gelismenin temelini olusturan
sentez reaksiyonlarmin ciddi anlamda olumsuz etkilenmesinden kaynaklandigi
sOylenebilir. Direngli varyetede s6z konusu parametrelerde daha az diisiisiin gozlenmesi
ise bu bitkinin gerek daha giiclii bir antioksidan sisteme gerekse daha yiiksek bir
alternatif solunumun aktivitesine sahip olmasi nedeniyle tuz stresinin metabolizma
tizerine olumsuz etkilerinden hassas varyeteye oranla daha az etkilendigi ve bu nedenle
savunma stratejisi ve sentez reaksiyonlar1 bakimindan farkli cevaplar verdigi seklinde
yorumlanabilir. Tuz ile birlikte dstrojen uygulamasi ise tek basina tuza kiyasla kok ve
gbvde uzunluklarinda belirgin artisa neden olmustur. Bu bulguyla uyumlu olarak Erdal
(2012) ¢imlenen misir tohumlarinin kok ve koleptil uzunluklarinda meydana gelen tuz
stresi kaynakli diislisiin Ostrojen uygulamasi ile azaldigini bildirmistir. Ancak bu

arastirmada Ostrojen bu etkisini antioksidan sistemi uyarmak suretiyle gerceklestirdigi
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vurgulanmistir. Oysaki mevcut ¢aligmada ise tuz ve dstrojen uygulamalariin birlikte ve
ayr1 ayri olarak kok ve govdede antioksidan sistem {iizerine farkli etkiler gosterdikleri
belirlenmistir. Bu farklilia ragmen hem kok hem de govde uzunluklari iizerine
Ostrojenin benzer etkiyi géstermis olmasi, onun bu etkisinin sadece antioksidan sistemi
uyarmak suretiyle olmadigini agikg¢a ortaya koymaktadir. Diger yandan hem kdk hem de
govde de alternatif solunum yolunun tuz ve Ostrojen uygulamalari ile arttiginin
belirlenmesi, Ostrojenin antioksidan sisteme destek olarak alternatif solunum yolunu
aktive etmek suretiyle bliylime ve gelismenin devamliligini sagladigini gostermektedir.
Tek basina Ostrojen uygulanan bitkilerde de kontrol grubuna gore alternatif solunum
yolunun daha yiiksek olarak belirlenmesi yukaridaki varsayimi kuvvetli bir sekilde

desteklemektedir.

5.2. Tuz Stresi ve Eksojen Ostrojen Uygulamalarimin Antioksidan Enzimler

Uzerine Etkileri

Bitkilerin sahip oldugu antioksidan sistemler ROT larin zararli etkilerine karst bitkinin
en 6nemli savunma mekanizmasi olarak kabul edilirler. Bu sistemde SOD, POD, CAT,
APX ve GR gibi antioksidan enzimler ile glutatyon ve askorbik asit gibi antioksidan
maddeler yer alirlar. Stres sartlar1 altinda antioksidan enzimlerin aktivitesi ile
antioksidan maddelerin biyosentezi artarak bitkilerin oksidatif strese kars1 koymasinda
aktif rol oynarlar (Chen and Li 2002; Erdal 2010; Javadian 2010). Diger yandan
olumsuz cevre kosullarina maruz kalan bitkilerde ROT iiretiminde ciddi artislar
meydana geldigi i¢in bir¢ok metabolik siirecte dnemli aksamalar meydana gelir. ROT
seviyesinde meydana gelen artis enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistemi
aktiflestirir. Aktiflesen antioksidan sistem bitkinin stres sartlarina karsi direncinin
artmasina ve bitkinin bu sartlara adaptasyonuna yardimer olur. Bu sistemde yer alan
enzimlerden SOD enzimi bitki savunma hattinin ilk basamagini olusturur. Bu enzim ‘O,
’i oksijen ve H,0;’ye doniistiir. Olusan H,0, ise ‘'OH’in onciilii oldugundan diger
antioksidan enzimler (CAT, POD ve APX) tarafindan oksijen ve suya doniistiiriilerek
etkisiz hale getirilir (Bergmeyer and Grabl 1983; Scandalios 1990; Asada 1992b).

H20, nin radikal 6zelliginin ortadan kaldirilmasinda gorev alan diger bir sistem sistem
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ise askorbat-glutatyon dongiisiidiir. Bu sistemde APX’e ek olarak GR enzimi ile non-
enzimatik antioksidanlar olan askorbat ve glutatyon da yer alir (Hossain et al. 1984;
Polle et al. 1990; Bowler et al. 1992; Saruyama and Tanida 1995).

Mevcut caligmada tuz stresi altinda her iki musir varyetesinin yapraklarinda SOD
aktivitesi artarken, koklerde belirgin diisiisler gozlenmistir. Birgok arastirmaci bu bulgu
ile uyumlu olarak ayni tiir icinde tuza direngli ve hassas varyetelerin her ikisinin
yapraginda ki SOD aktivitesinin tuz uygulamasi ile artigini bildirmislerdir (Gosset et al.
1996; Dion’1sio-Sese and Tobita 1998; Hernandez et al. 2000). Benzer sekilde tuz
stresinin hem direngli hem de hassas varyetelerde koklerdeki SOD aktivitesini
diistirdiigli bildirilmistir (Shalata et al. 2001). Ayrica tuz stresi altinda yapraklarda ki
SOD aktivitesinin direngli varyetede daha fazla artmasi ile koklerdeki diisiis oraninin
direncli varyetede daha az olmasi tuza tolerans 6zelliginde ‘O, 1 siipiirme yeteneginin
Oonemini acgik¢a ortaya koymaktadir. Sadece tuz stresine maruz kalan bitkilere kiyasla
tuz+ostrojen uygulanan her iki varyetinin hem kok hem de yaprakalrinda daha yiiksek
SOD aktivitesinin gézlenmesi Ostrojenin antioksidan savunma sistemi {lizerine uyarici
etkisini agikca ortaya koymaktadir. ‘O, diger ROT larin 6nciilii oldugu i¢in sadece tuz
uygulamasi yapilan bitkilerde Olgiilen yiiksek ROT seviyelerine kiyasla tuz+ostrojen
uygulanan bitkilerde diisiik ROT igeriginin belirlenmesi de bu durumu dogrulamaktadir.
Sadece Ostrojen uygulamasi yapilan her iki varyetenin hem yaprak hem de koklerindeki
SOD aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek olusu, Ostrojenin antioksidan

sistem lizerindeki etkisini pekistirmektedir.

SOD enziminin aktivitesi sonucu kendisi olusan H,O,’yi bertaraf etmede gorevli
enzimlerden POD aktivitesi her iki varyetenin kok ve yapraginda diisiis gostermistir.
CAT aktivitesi ise yapraklarda diigiis gostermis ancak bu enzimin kokte kaydadeger bir
aktivite degisimi belirlenememistir. H,O2’nin detoksifikasyonunda gorevli olan APX
aktivitesi ise her iki varyetinin yapraginda artis gosterirken kokiinde diisme egilimi
gostermistir. Bu bulgularla uyum i¢inde olan bir ¢alismada, tuz stresine farkli tolerans
yetenegine sahip iki musir varyetesinin tuz stresine maruz kalma silirecine gore

degiskenlik gostemekle beraber bes giinlik donemde yapraklarda POD aktivitesi
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diiserken APX aktivitesinin arttigi belirlenmistir( Neto et al. 2006). CAT aktivitesinin
ise direngli varyetede dnemli bir degisim gostermedigi ancak hassas varyetede diistiigii
bildirilmistir. Koklerde ise tiim enzim aktivitelerinin 6nemli oranda diistiigii rapor
edilmistir. Bu arastirmada enzim aktiviterindeki artislarin direngli varyetede daha fazla,
diistislerin ise daha az oldugu bildirilmis ve direncli varyetenin tuza tolerans yeteneginin
hassas varyeteye gore sahip oldugu giiclii antioksidan sisteme bagli oldugu
vurgulanmistir (Neto et al. 2006). Bizim arastirmamizda da benzer sekilde direngli
varyetenin daha giiclii bir antioksidan sisteme sahip oldugu belirlenmistir. Tuzla birlikte
Ostrojen uygulanan bitkilerde ise her iki varyetenin yapraginda CAT, POD ve APX
aktivitesini artirdig1 belirlenmistir. Koklerde ise POD ve APX aktiviteleri artarken CAT
aktivitesinde onemli bir degisim kaydedilmemistir. Bu durum koklerde H,O;,’nin
bertaraf edilmesinde POD ve APX enziminin daha aktif islev gordiigii seklinde
yorumlanabilir. Ostrojenin bu enzim aktivitelerinin artis1 iizerindeki etkisi kontrol
grubuna gore sadece Ostrojen uygulamasinda da gorilmiistiir. Benzer sekilde askorbat-
glutatyon ¢emberinin diger dnemli enzimi olan GR’nin aktivitesinde de APX’e paralel

degisimler gézlenmistir.

Kisacasi1 0strojen uygulamasi sonucunda her iki varyetede de hem kok hemde govdede
antioksidan enzimlerin aktivitelerinde kaydedilen belirgin artiglar, bu hormonun
antioksidan enzim sistemlerini kaydadeger bir bigimde aktive ederek tuz stresi kaynakli
oksidatif hasarin yatigtirilmasinda 6nemli rol oynadigimi gostermektedir. Ancak iki
varyeteninde kok ve govdelerinde antioksidan aktivitelerdeki belirgin farkliliga ragmen
Ostrojenin bu organlardaki ROT igerikleri ve membran hasari iizerine benzer etkilere
neden olmas1 oksidatif hasart farkli bir mekanizma {izerinden indirgedigini
gostermektedir. Bu baglamda Ostrojenin AOX aktivitesi ve ifadesi ilizerine pozitif etkisi
onun ROT’larin bertaraf edilmesi ve dolayisiyla oksidatif hasarin yatistirilmasinda

alternatif solunum yolunun aktivasyonunu kullandigini ac¢ik¢a ortaya koymaktadir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847205000109
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5.3. Tuz Stresi ve Eksojen Ostrojen Uygulamalarimin ROT Olusumu Uzerine

Etkileri

Tuz stresinin hem "0, hem de H,0; seviyelerini ciddi degerlerde yiikselttigini bildiren
bir¢cok caligma vardir. Erdal (2012) misir bitkisinin tuz stresine maruz kalmasi sonucu
O, igeriginin ciddi derecede arttigini tespit etmistir. Yine ayni arastirmact farkli bitkiler
lizerine yaptig1 ¢aligmalarda da tuz stresinin O;” ve H,O, miktarlarini ciddi derecede
artirdigim1  belirlemistir (Erdal 2012b; Erdal et al. 2012). Benzer sekilde mevcut
calismada tuz stresi uygulamasi her iki misir varyetesinin hem kok hem de govdesinde
O," ve H,0; miktarlarimi ciddi degerlerde yiikseltmistir. Bu durumun tuz stresinin
mitokondri ve kloroplastlarda yiiriiyen metabolik siirecleri olumsuz etkilemesi sonucu
elektron kacaklarindan kaynaklanmasi kuvvetle muhtemeldir. Tuz ile birlikte Ostrojen
uygulamasinin her iki musir variyetesinin kok ve govdesindeki ROT miktarlarini tuz
uygulamasina gore onemli degerlerde diisiirdiigii belirlenmistir. Bu konuda daha 6nce
yapilan c¢alismalarda Ostrojen uygulamasi ile tuz stresinin neden oldugu asir1 ROT
miktariin azaltilabilecegi bildirilmistir (Erdal 2012 a,b). Ancak bu ¢alismalarda ROT
icerigindeki diislistin yliksek antioksidan aktiviteden kaynaklandigi vurgulanmis fakat
mitokondride ROT olusumunu engelleme siirecinde alternatif solunum yolunun
katkisina deginilmemistir. Oysaki Moller and Kristensen (2004) AOX’un ROT
olusumunu o6nleyen ilk basamak olarak iglev gordiiglinii belirtmistir. Bagka bir ¢alisma
da ise AOX’un hiicre i¢i oksijen-su konsantrasyonunun korunmasinda etken oldugu
boylece ROT olusumunu azalttigi bildirilmistir (Maxwell et al. 1999). AOX bu islevini
mitokondri ETS’indeki yeri ve gorevi ile basarmaktadir. Soyle ki mitokondride olusan
ROT’larin kaynagi kompleks I ve kompleks II’tiir. Alternatif solunum yolunun
sorumlu enzimi olan AOX’un ise bu komplekslerin arasinda olmasi ve ubikinondan
gelen elektronlart dogrudan oksijene aktarmasi, kompleks III’ten kaynaklanabilecek
olas1 kagaklar1 ortadan kaldiracak ve boylece ROT olusumunu azaltabilecektir (Popov et
al. 1997; Navrot et al. 2007). Bu c¢alismada her iki musir varyetesinde ki AOX
aktivitesinin tuz uygulamasindaki degerlere gore tuz ile birlikte dstrojen uygulamasi ile
onemli oranda arttig1 belirlenmistir. Bu durum ostrojenin sadece antioksidan sistemi

degil ayn1 zamanda AOX aktivitesini artirarak ROT olusumunun 6nlenmesine katkida
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bulundugu acikca ortaya koymaktadir. Yalniz Ostrojen uygulamasi bile kontrol
bitkilerindeki AOX aktivitesini belirgin bir sekilde artirmis olmasi bu varsayimi daha da
kuvvetlendirmektedir. Ostrojen bu etkisini sinyal gorevi gorereck AOX ifadesini
artirmak ve/veya AOX enzimi iizerine allosterik etki yaparak AOX aktivitesini artirmak
seklinde ortaya koymustur. Nitekim AOX aktivite sonuglarinin yani sira Real-Time

PCR sonuglar1 da dstrojenin AOX’u kodlayan gen ailelerini uyardigini gostermektedir.

5.4. Tuz Stresi ve Eksojen Ostrojen Uygulamalarimin MDA Icerigi Uzerine Etkileri

Hiicre zarlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamig baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyon vererek peroksidasyon iiriinlerini olustururlar. Lipit peroksidasyonu
(LPO) ¢oklu doymamis (poliansatiire) yag asitlerinin oksidatif yikimi olarak
nitelendirilir. Olusumundan sonra zincir reaksiyonu seklinde ilerleyen LPO’nun
membranlarda meydana getirdigi hasar doniisiimsiizdiir (Akkus 1995). Zararlardaki bu
dontigiimsiiz hasar1 6lgmek i¢cin LPO’nu son {iriinii malondialdehit (MDA) miktart iyi

bir belirleyici olarak kabul gérmektedir (Balestrasse et al. 2010).

Literatiirde tuz stresinin bitkilerdeki MDA miktarini artirdigina dair birgok c¢alisma
mevcuttur (Ediga et al. 2013; Hatamnia et al. 2013; Khan et al. 2014). Mevcut
calismada da tuz uygulamasi her iki varyetenin kok ve govdelerinde MDA miktarini
ciddi oranlarda artirmistir. Bu durum tuz stresi kaynakli ROT artisindan
kaynaklanmaktadir (Botella et al. 2005; Hong et al. 2009). Oysaki tuz ile birlikte
uygulanan dstrojen, tuz stresinin neden oldugu yiiksek MDA degerlerini 6nemli oranda
diisiirdi. Sadece Ostrojen uygulamasinin bile kontrol bitkilerine kiyasla MDA
miktarinda diisiise neden oldu. Daha Onceki arastirmalarda da Ostrojenin bu etkisi
belirlenmis ve bu etkiyi antioksidan sistemdeki gelisime bagli olarak gerceklestirdigi
vurgulanmistir (Erdal 2012a, b). Bizim ¢alismamizin bulgularina gére de Ostrojenin
antioksidan sistem {zerinde etkili olarak MDA miktarim1 diisiirdiigiinii sdylemek
miimkiindiir. Ancak ¢alismamizin AOX aktivitesi ve AOX gen ifadesi bulgular dikkate
alindiginda, Ostrojenin alternatif solunumu aktiflestirmek suretiyle ROT olusumunu

dogrudan engelleyerek MDA 'nin diisiisiine 6nemli katki sagladigi agiktir. Diren¢li misir
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Zea mays cv. Simon varyetesinin hassas Zea mays cv. 71IMAY69 varyeteye kiyasla
daha yiiksek AOX aktivitesine sahip olmasi bu varyetenin tuz strenine karsi direng
yeteneginde AOX enziminin katkist oldugunu vurgulamaktadir. Bu varsayimi destekler
bi¢cimde literatiirde aym tiirlin ¢esitleri arasinda AOX ifadesi yiiksek olan varyetelerin
tuza daha toleransli oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (Costa et al. 2007; Haythem
et al. 2012).

5.5. Tuz Stresi ve Eksojen Ostrojen Uygulamalarimin Hiicresel Solunum ve

Alternatif Solunuma Etkileri

Tuz stresinin bitkilerde solunum iizerine etkileri ile ilgili yapilan ¢aligmalardan elde
edilen bulgular son derece farklilik gostermektedir. Yapilan g¢aligmalarin %37’si
bitkilerde tuzlulugun solunumu artirdigim1  bildirirken, %34’  solunumu
diistirdigiinii, %29’u ise herhangi bir degisime neden olmadiginmi rapor etmistir. Tuz
stresine kars1 hassas ve direngli bitkilerde de bu oranlar oldukga farklilik gostermektedir.
Tuz stresine karsi direngli bitkiler {izerine yapilan ¢alismalarin %331 tuzlulugun
solunumu artirdigini, %42’si ise solunumu diislirdiigiinii bildirirken; hassas bitkiler
izerine yapilan ¢aligsmalarin %58 tuzlulugun solunumu artirdigini, %17’si ise azalttigini
bildirmistir. Tuzluluga hassas bitkilerde tuz stresi altindaki yiiksek solunum oranlari
tolerans stratejisine bagli olarak biiyliime hiz1 i¢in yararli ya da zararl olabilir (Jacoby et
al. 2011). Soyle ki yiiksek solunum orani daha fazla ATP iretilmesine neden olur ve bu
durum yeni dokularin gelismesi icin ve Na* iyonunu dislama ya da osmotik ayarlama
icin gerekli olan enerjinin saglanmasi agisindan olumlu olarak nitelendirilebilir (Yeo
1983). Ancak yiiksek solunum oraninin bitki i¢in C durumu agisindan maliyeti de
yiiksek olabilir. Ciinkii doku sentezi i¢in ayrilan karbonun 6nemli bir kism1 solunumda
harcanarak biiyiime oranlar1 sinirlanabilir (Poorter et al. 1990). Bitkilerin mitokondrial
ETS’sinde yer alan AOX enzimi sayesinde bitkilerin solunum sistemi diger canlilara
gore daha esnektir. Ciinkii yiiksek solunum oraninda dogal olarak artacak olan elektron
kagaklart ROT miktariin artmasina neden olacaktir. Oysa bitkiler alternatif solunum
yolunu kullanarak mitokondrial ETS sisteminde ubikinondan gelen elektronlar1 oksijene

aktarir ve boylece ETS nin asir1 indirgenmesini azaltabilir. Sonucta ROT olusumunda
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Oonemli bir azalma meydana gelir. Transgenik olarak AOX geni asir1 ifade edilmis
Arbidopsis’in tuz stresine daha direngli olmasi da bu durumu desteklemektedir (Smith et
al. 2009; Jacoby et al. 2011).

Mevcut calismada tuz stresine maruz kalan misir varyetelerinden direngli olanin
koklerinde solunum hizini diiserken yaprakta artirmistir. Hassas varyetede ise tuzluluk
hem kok hem de yaprakta solunumu 6nemli oranda artirmistir. Bu durum solunumun
bitkinin dokusuna ve tuzluluga hassasiyet derecesine gore farkli sekillerde etkilendigini
ortaya koymaktadir. Direngli varyetenin koklerinde solunum hizinin diigmesine karsin,
hem kok hem de yapraginda AOX aktivitesinin ciddi derecede arttig1 belirlenmistir. Tuz
ile birlikte uygulanan Gstrojen ise AOX aktivitesinin tiim uygulamalara gore en yiiksek
degere ulagmasini saglamistir. Hatta sadece Ostrojen uygulamasindaki AOX degerinin
bile kontrol bitkilerine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu bulgular agikca
gostermektedir ki; tuz stresi altinda total solunum artsada azalsada alternatif solunum
yolu aktiflesmistir. Ostrojen uygulamasi ise hem total solunumu hemde alternatif
solunumu 6nemli derecede artirmis ve bdylece olast elektron kagaklarini dnlemek
suretiyle ROT olusumunu ve neticesinde olas1 oksidatif hasar1 dikkate deger bir bi¢gimde
indirgemistir. Ostrojen uygulanan bitkilerde tek basina tuza maruz kalan bitkilere
kiyasla dahah diisiik ROT iceriginin ve daha diisilk membran hasarinin belirlenmesi bu
varsayimi kuvvetle desteklemistir. Literatiirde H,O,’nin AOX ifadesini artirdigini
gbsteren ¢alismalar mevcuttur (Feng et al. 2008). Iyi bilinmektedir ki, H,O; yiiksek
konsantrasyonlarda toksik etkiye neden olurken diisiik konsantrasyonlarda sinyal gorevi
gormektedir. Ostrojen uygulanan bitkilerde, Ostrojenin kendisi dogrudan alternatif
solunumu yolunun aktivasyonunda sinyal rolii oynamis olabilecegi gibi dolayli olarak
antioksidan aktiviteyi ve alternatif solunum yolunu uyararak ROT igerigini azaltmak
suretiyle H,O2’nin sinyal rolii oynamasini saglamis olabilir. Son yillarda disiik
ROT’larin strese tolerans mekanizmalarin1i uyarmada sinyal gorevi gordiigii biiyiik

oranda kabul gormektedir (Geleason et al. 2011; He et al. 2012).

Diger yandan, tuza hassas varyetede oksijen tiiketiminden elde edilen sonuglar AOX

aktivitesinin direngli varyeteye gore daha az arttigini hatta koklerde istatistksel olarak
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onemli bir degisimin meydana gelmedigini gostermistir. Bu durum bitkinin tuz stresine
kars1 zayif toleransiyla iliskilendirilebilir. Nitekim koklerdeki hasarin ve ROT
igceriklerinin yapraklara oranla daha fazla olmasi bu bulguyu dogrulamaktadir. Sadece
tuza maruz kalan bitkilere kiyasla tuz+0strojen uygulamasi hem kok hem de yaprakta
AOX aktivitesini énemli derecede artirmistir. Ancak AOX aktivitesinde ki bu artig
degerlerinin direngli varyetedeki degerlerden daha az oranda oldugu belirlenmistir.
Diger taraftan yalniz Ostrojen uygulanan bitkilerdeki AOX aktivitesinin kontrol
bitkisinde ki degerden daha yliksek olmasi 6strojenin AOX aktivitesi lizerine etkisini
belirginlestirmistir. Direncli varyeteden elde edilen bulgulara benzer olarak, hassas
varyete de Ostrojen uygulamasi ile AOX aktivitesinde belirlenen artigla ters orantili
olarak ROT igerigi ve LPO seviyesinde Onemli diisiisler belirlenmesi, Ostrojenin
bitkilerin tuza toleransi artirmada alternatif solunum yolunu uyardigini acik¢a ortaya

koymustur.

5.6. Tuz Stresi ve Eksojen Ostrojen Uygulamalarimin AOX ifadesi Uzerine Etkileri

Yiiksek bitkilerde AOX genlerinin hiicre ¢ekirdegindeki kiiciik bir gen ailesi tarafindan
kodlandig1 kabul gérmektedir (Considine et al. 2002) Farkli bitki tiirlerinde AOX’u
ifade eden genlerin molekiiler tanimlama c¢alismalar1 sayesinde en az iki farkli gen
grubu tarafindan AOX’un ifade edildigi ve bu gen gruplarinin AOX1 ve AOX2 tipi
genler oldugu ortaya koyulmustur. AOX1 tipi gen grubu hem monokotil hem de dikotil
bitki tiirlerinde mevcut iken AOX2 dikotillerin tamaminda ve monokotillerin
bazilarinda belirlenebilmistir (Hanging et al. 2013). AOX gen ailesinin bir¢ok iiyesi,
ozellikle model bitkilerde ve bazi zirai 6neme sahip olan bitkilerde karakterize
edilmistir. Ornegin soya bitkisinde 3 tane AOX geni saptanmis ve bu genler AOXI,
AOX2a ve AOX2b olarak adlandirilmistir (Djajanegara et al. 2002) Diger taraftana
piringte AOX la, AOX 1b ve AOX Ic genleri, misir bitkisinde AOX la AOX 1b ve
AOX 1c genleri, tiitiin bitkisinde AOX 1 ve AOX 2 genleri, bugdayda AOX la ve AOX
1c, Arabidopsis thaliana bitkisinde ise AOX1a, AOX1b, AOX1c, AOX1d, and AOX2
genlerinin bulundugu belirlenmistir (Vanlerberghe et al. 1992; Karpova et al. 2002;
Saika et al. 2002; Takumi et al. 2002; Borecky et al. 2006)
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Baz1 ¢alismalarda, spesifik problar kullanilarak farkli abiyotik stres sartlarinda AOX
gen ailesi elemanlarinin farkli ifadeler gésterdigi belirlenmistir. Ornegin Arabidopsis
yapraklarinda AOX1a geni soguk stresinde indiiklenmisken, AOX1b, AOX1c ve AOX2
genleri soguga duyarli olmadig1 belirlenmistir. Hatta AOX1d geninin ifadesi soguk
stresinde azalmigtir (Borecky et al. 2006). Piring fidelerinin yapraklarinda ve koklerinde
AOXla ve AOX 1b genleri soguk, kuraklik ve tuz stresi gibi bazi abiyotik stres sartlart
altinda uyarilirken, AOXlc geninin bu stres kosullarina hi¢bir yanit gdstermedigi
belirlenmistir (Ohtsu et al. 2002; Li et al. 2013) Bu goézlemler abiyotik stres sartlari
alinda AOX ifadesinde gorevli olan gen gruplari arasindaki nitelik ve nicelik olarak
farkli ifade kaliplart oldugunu gostermektedir. Ayrica tuz stresinin AOX’u kodlayan
genleri antioksidan sistemleri kodlayan genlere gore daha yiliksek oranda uyardigi
bilinmektedir. Bu durum AOX ifadesinin tuz stresine toleransta kritik 6nem derecesine

sahip oldugunu gostermektedir (Arnholdt et al. 2006).

Mevcut c¢alismada iki misir varyetesinin kok ve yapraklarindaki AOX1 ve AOX2
genlerinin ifade diizeyleri belirlenmistir. Tuz uygulamasi hassas genotipte her iki gen
ifadesinde de artisa neden olmustur. Tuz ile birlikte Gstrojen uygulamasinin ise bu gen
ifadelerini daha da artirdig1 belirlenmistir. Benzer sekilde tuzluluga direngli genotipte de
tuz uygulamasi ile AOX1 ve AOX2 gen ifadeleri 6nemli degerlerde artmis, Ostrojen
uygulamasi ile bu artis daha yiliksek degerlere ulagmistir. Hem AOX1 hemde AOX2
genlerinin ifade degerleri direngli bitkilerin kok ve yapraklarinda daha yiiksek olmasina
karsin, artis oranlarinin hassas bitkilerde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
durum hassas bitkilerin strese karsi koyabilmek i¢in alternatif solunum yolunu direncli
olanlara kiyasla oransal olarak daha fazla aktive etmeye ¢alistiklarin1 gostermektedir.
Ancak tuz uygulamasi ile hassas varyetenin yapraklarinda AOX’u kodlayan genlerin
ifade degerlerinin yanisira AOX aktivitesi de artmasina karsin, koklerde ifade artigina
ragmen AOX aktivitesinde onemli bir degisim gozlenmemistir. Bu durum, hassas
bitkilerin kdklerinde alternatif solunum yolunu kodlayan genlerini aktive ettikleri halde,
stres sartlar1 altinda meydana gelen oksidatif stresin dogal bir sonucu olarak protein
sentezini de igeren cesitli biyosentez reaksyonlarinin bozulmasi nedeniyle AOX’un

yapisini olusturan protein sentezinin gerceklesmemis oldugu ve/veya dogrudan enzimin



85

aktivitesinin inhibe edildigi seklinde yorumlanabilir. Direngli varyetede ise tuz
uygulamasi hem kok hem de yapraklarda AOX1 ve AOX2 gen ifadelerinin artist ile
birlikte AOX aktivitesinin de artmasi ayni bitki tiirlinlin farkli varyetelerinde bile
alternatif solunum yolunun farkli aktivite gosterdigini gozler 6niine sermektedir. Ayrica
bu bulgu ortaya koymaktadir ki; direngli varyetede diger savunma mekanizmalar1 da
hassas olan varyeteye gore daha dii¢lii oldugundan oksidatif stres ve onun neticesinde
ortaya ¢ikacak olan metabolik bozukluklar indirgenmis ve bdylece ifade olan genlerin
iirline donlismesi daha kolay meydana gelmistir. Tuza ilave olarak Gstrojen uygulanan
bitkilerde ise hem daha yiiksek gen ifadesi hem de daha yiiksek enzim aktivitesinin
gozlenmesi, bu hormonun alternatif solunum yolunun yami sira diger savunma
mekanizmalarii da 6nemli derecede aktive etmesi nedeniyle aktive edilen genlerin
iiriine donlismesinin yaninda farkli mekanizmalarin aktive edilmesiyle bitkiye daha
giiclii bir direng kazandirilmistir. Nitekim tek basina veya tuz ile birlikte olsun 6strojen
uygulanan bitkilerde gerek antioksidan sistemdeki artis, gerek ROT seviyesindeki

azalma, gerekse membran hasarindaki diisiis bu varsayimi kuvvetle desteklemektedir.

Sonugclar

1) Mevcut calismadan elde edilen bilgiler agikga gdstermektedir ki, eksojen Ostrojen
uygulamasi her iki varyetenin de tuza karsi olan direncini artirmistir.

2) Eksojen ostrojen uygulamasi ile her iki varyetenin antioksidan sistemleri onemli
derecede uyarilmistir.

3) Eksojen 0Ostrojen uygulamasi ile her iki varyetenin AOX ifadeleri ve AOX
aktivitelerinde 6nemli artislar meydana gelmistir.

4) Ayni tiiriin fakli varyetelerinin tuza tolerans yetenegine AOX’un katkisinin dikkate
deger sekilde yliksek oldugu goriilmiistiir.

5) Ostrojen uygulanan bitkilerde hem antioksidan sistemdeki artislar hemde alternatif
solunum yolunun aktivasyonu ile ters orantili olarak ROT miktarlarinda 6nemli diisiisler
meydana gelmistir..

6) ROT igerigindeki azalisa paralel olarak tuz stresi kaynakli membran hasari da

Ostrojen uygulamasi ile 6nemli oranda indirgenmistir.
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Sonug olarak mevcut aragtirmada tuz stresine maruz kalan bitkilere eksojen Ostrojen
uygulamasi ile hem antioksidan sistemlerin uyarilabilecegi hem de antioksidan sistem
disinda abiyotik streslere kars1i koymada 6nemli yeri olan alternatif solunum yolunun da
aktive edilebilecegi agik¢a ortaya koyulmus, boylece 6nemli gevresel streslerden biri
olan tuz stresinin bitkilerde neden oldugu ciddi hasarlarin bir dereceye kadar Oniine
gecilebilmistir. Ancak ileriki ¢alismalarda Ostrojenin antioksidan sistem ve alternatif
solunum yolu iizerine goOstermis oldugu uyaric1 etkinin  mekanizmasiin

aydinlatilmasina ihtiyag vardir.
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