ERZINCAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

o ve B-PINEN MONOTERPENLERININ BUGDAYDA
(Triticum aestivum L.) KURAKLIK TOLERANSI UZERINE
ETKILERI

Veli ILHAN

BiYOLOJi ANABILIM DALI

ERZINCAN
2016

Her Hakki Sakhdir



Bu ¢aligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davraniglarin gerektirdigi gibi, bu
calismanin 6ziinde olmayan tiim materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.

Adi-Soyadi: Veli ILHAN
imza



“a ve B-pinen monoterpenlerinin bugday (7riticum aestivum L.) bitkisinin kurakliga
toleransim1 artirma iizerine etkisinin incelenmesi” adli Doktora tezi, Erzincan
Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi 'ne uygun olarak

hazirlanmisgtir.

Tezi Hazirlayan Danigman
Veli ILHAN Dog. Dr. Salih MUTLU

ABD Bagkani i

Prof. Dr. Salih DOGAN



Dog. Dr. Salih MUTLU damsmanligi ile Prof. Dr. Okkes ATICI es danigmanliginda
Veli ILHAN tarafindan hazirlanan bu ¢aligma 15.07.2016 tarihinde asagidaki jiiri
tarafindan Biyoloji Anabilim Dali’nda Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Bagskan : Prof. Dr. Ali KANDEMIR ]m

Uye : Prof. Dr. Okkes ATICI Imza:

Uye : Dog. Dr. Salih MUTLU imza: 4 n~7l7‘77
Uye : Dog. Dr. Ekrem KOKSAL Imza: ;' % /L

Uye : Dog. Dr. Serkan ERDAL Imza:

Uye : Dog. Dr. Nevzat ESIM Imza: %

Yukaridaki sonucu onaylarim.
23/0%/2016

Prof. Dr. Ali SULUN
Enstitii Mudiiri b




OZET
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Bu calismada, bitkilerde kuraklik stresi ile artig1 bilinen a ve B-pinen monoterpenlerinin kuraklik
stresine hassas (Cumhuriyet-75) ve dayamikli (Karahan-99) iki bugday (Triticum aestivum L.)
¢esidinin kurakliga toleransinda oynadigi roller arastirilmistir. Bu amacla, kontrol sartlarinda (25-
18°C ve %75 tarla kapasitesi) saksilarda yetistirilen bitkilerin yapraklarina ekimden sonraki 7. giiniin
sonunda her bir saksiya 100 mL olacak sekilde 1 ve 10 uM’lik a ve B-pinen soliisyonlar digsal olarak
uygulanmistir. Saksilar kesim giiniinden 6nceki 3 giin boyunca solma noktasinda tarla kapasitesinde
(%30) tutularak bitkiler kuraklik stresine maruz birakilmistir. 18. giinde bitkilerden 6zdes yapraklar
hasat edildikten sonra laboratuvara taginarak aragtirma materyali olarak kullanilmistir. o ve B-pinen
monoterpenlerinin kuraklik stresi altindaki bugday bitkisi lizerindeki etkisi dayanikli ve hassas
cesitlerin yapraklarinda bagil su icerigi (RWC), elektrolit sizint1, lipid peroksidasyonu (MDA), reaktif
oksijen tiirleri (ROS) [hidrojen peroksit (H,O,), siiperoksit anyonu (O,*), hidroksil radikali (*OH)
stipliriilme aktivitesi, toplam oksidan kapasite (TOS)], osmoprotektanlar (prolin, ¢dziiniir protein,
indirgen seker, toplam karbohidrat), antioksidan bilesikler [karotenoid, fenolik madde, flavonoid,
glutatyon (GSH), askorbik asit (ASA), toplam antioksidan kapasite (TAS)], klorofil miktari,
antioksidan enzimlerin [katalaz (CAT), peroksidaz (POD), siiperoksid dismutaz (SOD), askorbat
peroksidaz (APX) ve glutatyon rediiktaz (GR)] aktiviteleri ve proteinlerin SDS-PAGE profilleri gibi
fizyolojik ve biyokimyasal parametrelere bakilarak degerlendirilmistir. Kuraklik uygulamasi her iki
varyete de elektrolit sizinti, MDA, ROS’lar (H,0,, O,* ve TOS) ve antioksidan enzim aktivitelerini
(CAT, POD, APX ve GR), osmoprotektan (prolin, indirgen seker ve toplam karbohidrat) ve
antioksidan bilesiklerin (fenolik madde, flavonoid, karotenoid, GSH ve TAS) seviyelerini artirirken,
SOD aktivitesi ile birlikte AsA ve ¢dziiniir protein miktarini diigiirmiistiir. Her iki varyetede de 1 ve
10uM’lik a ve B-pinen uygulamalar1 kuraklik uygulamasiyla artis gosteren elektrolit sizint1 ve lipid
peroksidasyon seviyesi ile H,0,, O,*" ve TOS miktarin1 énemli derecede azaltarak kuraklik stresine
kars1 koruma saglanmistir. Kuraklikla birlikte o ve B-pinen uygulamasi ile her iki varyetede de
osmoprotektan bilesiklerin ve oksidan madde miktar1 diiserken hassas varyetede GR, dayanikli
varyetede ise SOD, CAT ve APX aktiviteleri artig gostermistir. Ayrica her iki varyetede de ASA ve
TAS artig gosterirken, fenolik madde, flavonoid, karotenoid, GSH, prolin, indirgen seker ve toplam
karbohidrat miktarlar1 da genel olarak diisiis gostermistir. SDS-PAGE sonuglaria goére 50 kDa’luk bir
polipeptitte bant yogunlugu kuraklikla birlikte her iki varyetede de artis gostermistir. Ayrica bu bant
siddeti kurak sartlarda dayanikli varyetede 1 uM B-pinen uygulamasiyla artarken hassas varyetede
onemli bir degisiklige sebep olmamuistir.
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ABSTRACT
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EFFECTS of a and B-PINENE MONOTERPENES on DROUGHT TOLERANCE in
WHEAT (Triticum aestivum L.)
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Co-supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this study, the roles of a and B-pinene monoterpenes on plant drought tolerance were investigated
in two cultivars of wheat: drought sensitive Cumhuriyet-75 and drought resistant Karahan-99
(Triticum aestivum L.) under drought conditions. For this purpose, after 7 days of planting, 100 ml of
1 and 10 uM a and B-pinene solutions were applied exogenously to the leaf of the plants grown in
pots at the control conditions (25 to 18 °C and 75% of field capacity). The plants were subjected to
three day drought stress before harvesting at the wilting point at field capacity (30%). After
harvesting, the identical leaves from plants were sampled at day 18 and transported to the laboratory
to use as research material. The effects of o and -pinene monoterpenes on wheat plants that are under
the drought stress were evaluated by the following parameters: relative water content (RWC),
electrolyte leakage, lipid peroxidation (MDA) and reactive oxygen species (ROS) [hydrogen peroxide
(H,0,), superoxide anion (O,*"), hydroxyl radical (*OH) swept the activity total oxidant capacity
(TOS)], osmoprotectant by (proline, soluble protein, reducing sugar and total carbohydrates),
antioxidant compounds [carotenoids, phenolics, flavonoids, glutathione (GSH), ascorbic acid (AsA)
and total antioxidant capacity (TAS)], the amount of chlorophyll, antioxidant enzymes [catalase
(CAT), peroxidase (POX), superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and glutathione
reductase (GR)] activities and as SDS-PAGE profile of protein was also assessed by reference to
physiological and biochemical parameters. Drought stress caused an increase in electrolyte leakage,
MDA, ROSs (H,0,, O,* and TOS), antioxidant enzyme activities (CAT, POX, APX and GR),
osmoprotectant (proline, reducing sugar and total carbohydrate) and the antioxidant compound
(phenolics, flavonoids, carotenoids, GSH and TAS) levels while caused a decrease on the amount of
soluble protein and AsA on both varieties. Applications of 1 and 10 um of a and B-pinene decreased
the H,0,, O,* and TOS levels, lipid peroxidation and electrolyte leakage, which of all are known to
inecare under drought conditions, provided a significant protection against the drought stress. The
application of o and B-pinene decreased the amount of osmoprotectant compounds and oxidants
substance in both cultivars, whereas, GR level in sensitive cultivar and SOD, CAT and APX level in
resistant cultivar showed an increase. In addition, ASA and TAS increased in both varieties but the
amounts of phenolics, flavonoids, carotenoids, GSH, proline, reducing sugar and total carbohydrate
decreased in general. The results of SDS-PAGE showed that the band intensity of protein with 50 kDa
polypeptide increased in both varieties. In addition, the application of 1 uM [-pinene in under
conditions caused an increase in the band intensity of the protein in resistant cultivar; on the other
hand it did not cause a significant change in the sensitive cultivar.

2016, 202 pages

Keywords: Antioxidant system, drought stress, monoterpene, reactive oxygen species, pinene,
secondary metabolite, Triticum aestivum
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SIMGELER ve KISALTMALAR

: Mikrolitre

: Mikromolar

: 1-aminosiklopropan 1-karboksilat
: Askorbat peroksidaz

: Askorbik asit

: Bisinkonik asit

: Biyojenik ugucu organik bilesikler
: Katalaz

: Enzim {initesi

: Etilendiamin tetra asetik asit

: Glutatyon rediiktaz

: Glutatyon

:L-Glutatyon okside

: Kilo dalton

- Lipid peroksidasyon

: Malondialdehid

: Membran hasari

: Milimolar
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1. GIRIS

Bitkiler ekosistemin oldugu gibi insan yasami i¢inde ¢ok hayati bir role sahiptirler.
Bunun en belirgin nedeni insanlarin bitkilerden faydalanmasidir. Bitkiler insanlarin
gida, ahsap, kagit, lif ve ilag gibi ihtiyaglarinin kaynagidir. Ekosistemin oksijen ve
karbondioksit dengesinin korunmast ve buna bagli olarak yeryliziindeki sicaklik
kontroliiniin saglanmasinda da gorevlidirler. Ayrica erozyonu onleyerek, topragin
organik madde igerigini artirarak, canlilara barinma ve beslenme ortami temin ederek
ekosistemin devamliligini da saglarlar. Canli yasami i¢in bu kadar 6nemli olan
bitkiler ¢esitli ¢evresel faktorlerden de olumsuz etkilenir (Levitt, 1980; Mauseth,
1998; Ozcan vd., 2001).

Bitkiler yasadiklar1 ekolojik kosullar itibariyle farkli stres faktorleriyle
karsilagabilirler. Stres, biyotik ve abiyotik faktorlerin kendi metabolizmalarinda
gerceklesen biyokimyasal ve fizyolojik olaylarla farkli degisimleri meydana
getirmesi veya organizmada ciddi zararlara neden olan hasar olusturma kapasitesi
olarak tanimlanabilir (Levitt, 1980). Ayrica stres terimi, bliyiime, gelisme ve liretim
icin genetik potansiyelin ifadesini olumsuz sekilde etkileyen herhangi bir ¢evresel
faktorii veya bunlarin etkilesimlerini de igermektedir (Jones, 1984; Yildiz ve Terzi,
2007). Bitki fizyolojisinde “sifir stres” olarak adlandirilan fakat teorikte dogal
ortamda yasayan bitkiler i¢cin neredeyse imkansiz olan bir terim vardir. Ciinkii sifir
stres demek canlida higbir hasara ve iiriin kaybina neden olmayan optimum ortam
olarak bilinir (Hale ve Orcutt, 1987; Mutlu, 2009). Boyle bir ortamda ancak

laboratuvar veya sera kosullarinda saglanabilir.

Birbirleriyle ve farkli canlilarla etkilesim halinde olan bitkiler, aquatik alanlarda
dahil olmak tizere ¢ok cesitli ekolojik ortamlarda farkl streslere ve stres kosullarina
adapte olmuslardir. Bu durum bitkilerin dogal yayilisini dogrudan etkiler. Boylece
bitkiler maruz kaldiklar1 stres etmenlerine gore kendi biinyelerinde morfolojik,

anatomik ve fizyolojik olarak farkli metabolizmalara sahip olurlar. Stres, yabani bitki



tirlerinde adaptasyona sebep olurken, kiltiir bitkilerini ise olumsuz yonde

etkileyerek iiriin kayiplarina sebep olur.

Tarim sektoriinde iirtin kaybina neden olan en 6nemli sebep abiyotik streslerdir. Bu
stresler diinyada iiretilen bitkisel iirlinlerin neredeyse yarisin1 azaltarak tarim
ticaretinin gelecegini olumsuz yonde etkiler (Mahajan ve Tuteja, 2005; Chopra,
2007). Diinyadaki kullanilabilir alanlar stres etmeni olarak incelendiginde kuraklik
stresi kapladigi % 29’luk alan ile ilk siray1 alirken digerleri ise sirastyla % 20°lik ve
% 15’lik alanlar1 kaplayan mineral ve soguk stresleridir. (Blum 1986; Kalefetoglu ve

Ekmekei, 2005).

Kuraklik stresi; radyasyon, yiiksek sicaklik, yiiksek buharlagsma, donmus toprak,
toprak kurulugu veya tuzlu topraklarda suyun bagli olmasi durumlarinda gerceklesir
(Larcher, 2003). Kurakligin bitki tizerine etkileri, stresin siiresine, siddetine, strese
maruz kalan bitkinin genotipine ve diger stresler ile etkilesimlerine bagli olarak
degismektedir (Jiang ve Huang, 2001; Ozfidan, 2010). Bol yagis alan tropikal iklim
kusag1 ve kutup bolgeleri hari¢ diinyanin biitiin bolgelerinde kuraklik stresi bitkilerin

biiylimesi ve gelismesi igin biiyiik bir tehdittir.

Kuraklik stresinde meydana gelen morfolojik ve anatomik degisikliklerden ilki kok
gelisiminin  hizlanmast ve kokiin govdeye orant artmasidir. Kurak sartlarda
fotosentez yavaglar ve bunun sonucu olarak fide gelisimi zayiflar. Kisa siireli kurak
periyotlarda bile yaprak biiylimesi yavaglar. Kuraklik stresine bir tepki olarak bazi
bitkilerde yapraklarinin iizeri sik tiiylerle kaplanir. Bu tiiyler, alttaki hiicrelerin
sicakligin1 1-2 °C disiirerek, transprasyon hizini azaltir. Ayrica yaprak tizerinde
mumsu bir tabaka olusur, bu kiitikula tabakas1 giines 1sinlarin1 yansitarak sicakligin
etkisini azaltir ve bdylece transprasyon hizi azalir (Goksoy ve Turan, 1991; Kutlu,

2010).

Fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler degerlendirildiginde ise, 1) Kuraklik

stresine maruz kalan bitkiler, turgorlarin1 koruyabilmek i¢in, hiicreleri iginde



ozellikle glukoz, sakkaroz gibi ¢oziiniir sekerler ve malat gibi bazi organik ¢ozeltileri
biriktirmek suretiyle osmotik potansiyellerini diizenlemeye calisirlar (Cirak ve
Esendal, 2006; Kutlu, 2010). Kurakliga dayaniklilik mekanizmalarinin 6nemli bir
bileseni olan osmotik dengenin siirdiiriilmesinde anahtar rol oynayan prolin amino
asidi gibi bir¢cok bilesik hem osmotik konsantrasyonun disiiriilmesi ile turgor
basincini arttirarak stomalarin acilmasi, fotosentez ve biiylime gibi fizyolojik
fonksiyonlar iizerinde stresin etkilerinin siirlanmasini saglamakta  hem de
subselular bilesenlerin (membranlar ve proteinler gibi) yapisal biitlinliiklerinin
korunmasina ve serbest radikallerin uzaklastirilmasina yardim etmektedir (Chimenti
vd., 2002; Wu ve Xia, 2006; Kalefetoglu, 2006). 2) Kuraklik stresine ugrayan
bitkilerde stoma hiicrelerinde absisik asit (ABA) miktar1 artmakta, bunun sonucu
olarak suda ¢oziinmeyen nisasta olusmakta ve K' iyonu azalmaktadir. Boylece
osmotik basinci azalan stoma hiicreleri turgorunu kaybederek kapanmaktadir. Diger
bir mekanizma ise kuraklik aninda stoma hiicrelerindeki K* iyonlarmin komsu
hiicrelere ge¢cmesiyle osmotik basinci azalan stoma hiicreleri kapanir (Lang ve ark,
1994) 3) Kuraklik stresi ile proteinlerin pargalanmasi ve protein sentezinin azalmasi
meydana gelir. Proteinlerin parcalanmasiyla dokularda aminoasitler birikir, enzim
kayiplart ortaya ¢ikar, ABA artar ve en 6nemlisi amonyak (NHs;) gibi toksik bir
bilesik ortaya ¢ikar. NHj bitkide metabolik dengenin bozulmasina neden oldugu gibi,
suyun yukar1 dogru tasinmasina da engel olarak, iki yonlii zarar verir. Kuraklik stresi
ile olusan protein kayiplar1 Ribuloz Bifosfat Karboksilaz (Rubisco) enziminin
parcalanmasiyla baslar. Bu enzim, yapraklarin baglica ¢oziiniir proteini olup, CO;
fiksasyonunda anahtar bir enzimdir (Lang vd., 1994; Kutlu, 2010). 4) Kuraklik
stresiyle, NOs; halindeki azotun bitkiler igin yarayishh forma donistiiriilmesi
engellenir. Nitrat indirgenme aktivitesinin azalmasi, nitrat1 indirgeyen enzim olan
nitrat rediiktaz aktivitesinin azalmasiyla olur (Ruiz-Lozano ve Azcon, 1996). 5)
Kuraklik stresi altinda ABA ve etilen miktar1 artarken sitokininler, GA ve TAA
miktarlar1 azalmaktadir (Kutlu, 2010) 6) Kuraklik stresi ile toplam yaprak alam
azalmakta ve dolayisiyla fotosentez yavaslamaktadir. Kuraklik stresi altinda
fotosentezdeki ilk azalma stomalarin kapanmasit ve CO; absorbsiyonunun
azalmasiyla ortaya c¢ikar (Lima vd., 2002; Muller vd.,1996). Ayrica fotosentez

hizindaki azalma, su kaybi ile biyokimyasal reaksiyonlar sonucu Rubisco enzimi



azalmasiyla ve dolayisiyla CO, azaltmasiyla agiklanabilir (Begg ve Turner, 1976;
Kutlu, 2010). 7) Yapraklar kuraklik stresinin etkisiyle 6nemli derecede 1sinma
gosterirler. Yapragin zarar gormesini onlemek amaciyla gelen 1s1 yiikii dagitilmalidir.
Is1 yiikii, uzun dalga boylu 1sinlarin yayilmasi, yapragi cevreleyen havaya 1s1 kaybi
ve transprasyon sonucu olusan buharlasmaya bagli soguma ile dagitilir (Taiz ve
Zeiger, 2008). 8) Yapraklarda kuraklik kaynakli isinmanin artmasi fotosentetik

zarlarin kararliligin1 korumak i¢in izopren sentezini tetikler (Taiz ve Zeiger, 2008).

Bitkiler kuraklik stresi kosullarinda hayatta kalmak i¢in kurakliktan kaginma
(sakinma) ve kurakliga tolerans olmak iizere iki farkli strateji gelistirmislerdir
(Levitt, 1980; Jenks ve Hasegawa, 2005). Kurakliktan kagan genotipler yiiksek su
potansiyeline sahiptir veya kuraklik Oncesi yasam dongilerini tamamlarlar.
Toleransli genotipler ise su potansiyellerindeki herhangi bir degisimden
etkilenmezler (Levitt 1980).

Kurakhktan ka¢inma; su sikintisinda hayatta kalmak i¢cin ¢ok Onemli bir
adaptasyondur. Bitkinin ¢evreyle temasta olan yiizeylerindeki morfolojik ve
kimyasal yapidaki degisiklikler: Kiitikulanin gelismesi, fiziksel ve kimyasal destek
elemanlarinin gelismesi, stomalarin biiylikliigiiniin, dagiliminin ve yerlesiminin
degisimi, oransal su igeriginin artigi, kurakliga vejetatif ve vaskular dokularin
adaptasyonu, kurak ortamda lireme ve ddllenme stratejilerinin gelismesi, iiretken
hiicrelerin korunmasi, su ileten ksilemin trakeidlerinin ligninlesmesi ve benzeri
degisiklikler ile bitki yasami ve tiretkenligi korunur (Jenks ve Hasegawa, 2005;
Giizel, 2006).

Kuraklik toleransi; uzun siiren kuraklik periyotlarinda bitkiler su potansiyelindeki
azalmadan kagamazlar. Bu durumda devreye kuraklik toleransi girer. Kuraklik
toleranst uzun stireli kurakligin neden oldugu hasari1 sinirlandiran ve bitkilere
metabolizmalarin1 ~ siirdiirebilme imkan1 taniyan mekanizmalar1 igerir. Bu

mekanizmalar bes katagoride 6zetlenebilir. Bunlar; osmolitler, iyon uzaklastiricilar,



iyon tasiyicilari, hiicre zar1 diizenleyicileri ve antioksidan enzim sistemleridir

(Courtois vd., 2000).

Antioksidan sistemle denge halinde olan reaktif oksijen tiirleri (ROS), bir¢ok O,
kaynakli radikal i¢in kullanilan bir terimdir. Reaktif oksijen tiirleri normal kosullarda
metabolizmanin yan irlinleri olarak tiretilmektedir. Oksidatif stres abiyotik stresleri
takiben ikincil olarak olusabilmektedir (Sekil 1.1). ROS iiretimi ve hasari
mekanizmalar1 bitkilerde ortaktir. Bitkilerin antioksidan kapasiteleri ROS’lar
dengede tutarak ve hasar verici diizeye gelmelerini engeller (Kehrer, 2000).
Hiicrelerde bilinen baslica ROS’lar singlet oksijen (*O2), siiperoksit anyonu (O,"),
hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (*OH) olup normal kosullarda
hiicredeki diizeyleri siirekli denge halindedir (Sekil 1.1 ) (Halliwell ve Gutteridge,
1998). Kuraklik stresinde bitkilerin ROS’larla iliskisi kisaca 6zetlenecek olursa; ilk
olarak bitkiler stomalarimi kapatir. Boylece fotosentezin 6nemli asamalarindan olan
CO; fiksasyonu durma noktasina gelir. Bu durum NADPH™’larin tiikenmesine sebep
olur. Son olarak hiicre zar sistemlerindeki e- stabilitesi sekteye ugrayarak asir1 ROS
olusumuna neden olur. Bu durum hiicrelerde oksidatif strese neden olur. ROS’lar,
kloroplast, mitokondri, ER ve peroksizom gibi ¢esitli organellerde tiretilir (Sekil 1.2).
ROS iiretimi, metabolik olaylar sirasinda hiicrede heryerde mevcut olup bitkiler
onlarla basa ¢ikabilir. Ancak ROS iiretimi belirgin sekilde artarsa hiicrede 6nemli
hasarlar olusturabilir. ROS iiretiminin miktar1 ve tipleri hiicrenin farkh
bolmelerindeki farkli metabolik siireglere gore degisim gosterir (Mittler 2002;
Sairam ve Srivastava, 2002; Mittler vd., 2004). ROS iiretimi belli bir seviyenin
tizerine ¢ikmasi sonucu proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi hiicresel bilesenler
hasar goriirler. Bu molekiillerin hasar gérmesi hiicre i¢inde geri doniisii olmayan
zararlar olusturabilir (Sunkar vd., 2003). ROS’lar aktiviteleri, yarilanma omrii, etki
mesafesi, yaptig1 hasar ve siipiiren enzimleri bakimindan bazi farkliliklar gosterirler

(Cizelge 1.1).
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Sekil 1.1. Enerji transferi araciligiyla ROS’larin iiretimi (Vranova vd.,’den, 2002)

Siiperoksit (0,*) radikali tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. En biiyiikk kaynagi elektron transport
zirciridir (Halliwell ve Gutteridge, 1990; Halliwell, 1999; Parvaiz vd., 2010;
Yildiztugay, 2011). O,*- iiretimi, *OHve 'O, gibi ROS’larin daha fazla iiretilmesini
tetikler ve bu radikaller membran lipidlerinin peroksidasyonuna ve hiicresel zararlara
sebep olur (Elstner, 1987). Hidrojen peroksit (H,0,), asidik ortamda molekiiler
oksijenin ortamdan iki elektron almasi veya siiperoksitin bir elektron almasi sonucu
meydana gelir. H,O; serbest bir radikal olmadigi halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine
girer ve serbest radikaller igerisinde 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe ve Cu gibi gegis
metalleri varliginda siiperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve en zarar verici
serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak {iizere kolaylikla
déniisebilir (Malo ve Wilson, 2000). Singlet Oksijen (*O,), eslenmemis elektronu
olmadig1 i¢in radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Oksijenin yliksek enerjili
ve mutajenik formudur. Oksijenin eslesmemis elektronlarindan birinin verilen enerji
sonucu bulundugu orbitalden baska bir orbitale veya kendi spin yoniiniin tersine yer
degistirmesi sonucunda olusur (Cross vd., 1987; Ames ve ark,. 1993; Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Kayis 2010) Hidroksil radikali (*OH), hidrojen peroksitin gegis
metalleri varliginda indirgenmesi ile (Fenton Reaksiyonu), hidrojen peroksitin
stiperoksit radikali ile reaksiyonu (Haber-Weiss Reaksiyonu) ve suyun yliksek

enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda meydana gelir



(Cheeseman ve Slater, 1993; Halliwell, 1999; Song, 2004). Diger reaktif oksijen
tiirlerine kiyasla biyolojik sistemlere ¢ok daha fazla zarar verebilir (Betteridge, 2000;

Kayis, 2010).

Lipid peroksidasyonu, hiicre zari lipidlerinin serbest radikallerle (siiperoksit
anyonu, singlet oksijen, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali) etkilesmesi sonucu
ortaya ¢ikar ve sonugta hiicresel zarlarin bozulmasina yol acar. Bu peroksidasyonun
derecesi, hiicresel diizeyde stresin sebep oldugu hasarin hem Olgiiti hem de

yansimasi oldugu kabul edilmektedir (De Azevedo Neto vd., 2006; Cerig, 2011).

Cizelge 1.1 Reaktif oksijen tiirlerinin 6zellikleri

a Singlet Siiperoksit Hidrojen Hidroksil
Ozelli oksijen alr)1yonu peroksit radikali
Aktivitesi Yiiksek Orta Orta Cok yiiksek
Yarillanma
Smrii 1.5 us 2-4 us 1 us 1 den 0.01 s
Etki mesafesi 0.8 um 8 um - 0.5 um
Diger biyolojik DNA, proteinler,
molekiillere Kinonlar1 ve lipidler ile
uyarma gecis Tiyol grubu reaksiyona girer,
Yaptis1 hasar enerjilerini metallerini  enzimleri okside hiicre ve diger
plg transfer ederler (Fe* ve ederek onlar1 bilesenler olarak
ve fotosentetik Cu®) inaktiflestirir asir1 hiicre
mekanizmay1 indirgerler 6liimiine neden
hasara ugratirlar olabilir
Siipiiren CAT, SOD, Enzimatik
- CAT SOD APX, GPOX, .
enzim GR mekanizma yok
Enzimatik Tokoferol, GIuFatyon, . Glutatyon,
. .. peroksiredoksin, .
olmayan [-karoten, Askorbik asit askorbat askorbat, prolin,
antioksidan plastokinon flavonoié flavonoid

Yarilanma 6mrii ve Etki mesafesi — Pitzschke vd., (2006), De Carvalho (2008), Gill ve Tuteja
(2010); Yaptig1 hasar: Gill ve Tuteja (2010) ve Gechev vd., (2006); Siipiiren enzim / Enzimatik
olmayan antioksidant — Gechev vd., (2006); Ahmad vd., (2010)
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Sekil 1.2 Bitkisel hiicrelerde ROS’larin olusum yerleri ve siipiiriilme mekanizmalari
(Gechev vd.,’den, 2006).

Zararl reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu icin gereken yiiksek verimli
antioksidan savunma sistemleri tiim bitki hiicrelerinde bulunur (Seppénen ve
Fagerstedt, 2000). ROS’larn siipiiriilmesi, enzimatik ve enzimatik olmayan iKki
onemli savunma sistemi ile gergeklesir. ROS’larla miicadelede enzimatik savunma
mekanizmasinda baglica gorev alan enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), askorbat peroksidaz (APX), glutasyon rediiktaz (GR), monodehidroaskorbat
rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR), glutasyon peroksidaz
(GPX), peroksidaz (POD) ve glutasyon-S-transferaz (GST) enzimleridir. Enzimatik
olmayan savunma sisteminde ise askorbik asit (AA), glutatyon (GSH), fenolik
bilesikler, alkoloidler, aminoasitler ve o-tokoferoller gibi molekiillerdir (Asada,
1999; Hernandez-Nistal vd., 2002; Parvaiz, 2010; Yildiztugay, 2011). Siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi aerobik organizmalarin tiim hiicrelerinde bulunur ve Oy~
radikalinin H,0,’ye doniisiimiinii katalizler (Sekil 1.3C). ROS’nin enzimatik olarak
bertaraf edilme sistemindeki ilk zinciri olusturur (Meller, 2001). SOD antioksidan

savunma aginda ana goreve sahiptir. Artan SOD aktivitesi ile oksidatif stres



yiiziinden meydana gelen hasardan korunmanin artmasi birbirleriyle iliskilidir
(Hernandez-Nistal vd., 2002). Katalaz (CAT) enzimi, H,O,’i oksijen ve suya
dontistiiren tetramerik formda HEM prostatik grubu igceren enzimlerdendir ve hiicreyi
hidrojen peroksit birikiminin hasar verici etkilerinden korumaktadir (Corpas, 1998;
Chaudiere ve Ferrari-Iliou, 1999). Yiiksek molekiil agirligina sahip olan katalaz, bu
islemi hidrojen peroksitin yiiksek konsantrasyonunda H;O,’den iki elektronunu
kullanarak su ve oksijene indirgenmesini katalizleyerek yapar. Peroksidaz (POD),
SOD’un, O+~ radikallerini siipiirmesiyle ortaya c¢ikan H;O,’in kloroplastlarda
stiptirilmesinde rol oynayan Oonemli enzimlerden birisidir (Asada ve Takahashi,
1987). POD, H,0; ’yi kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik
bilesenlerin dehidrojenasyonunu katalizleyen (Bergmeyer ve Grabl, 1983) ve HEM
prostetik grubuna sahip bir proteindir (Banci, 1997; Kim vd., 2000). Glutatyon
rediiktaz (GR) bir flavo-protein oksidorediiktaz olup, hem prokaryotlarda hem de
Okaryotlarda oksitlenmis glutatyonun (GSSG) indirgenmis forma (GSH), NADPH-
bagimli donilistimiinii katalizler. GR, hiicre icerisinde baskin olarak kloroplastlarda,
az miktarda da mitokondri, sitoplazma ve peroksizomlarda yer alir (Edwards vd.,
1990; Creissen vd., 1994). Askorbat peroksidaz (APX), bitkilerde, alglerde,
Oglenada ve diger organizmalarda ROS’larin siipiiriilmesinde ve hiicrelerin
korunmasinda en onemli rolii oynayan enzimdir (Gill ve Tuteja, 2010). APX,
H,0,’in siipiiriilmesinde su-su dongiisii ve askorbat-glutatyon dongiisiinde gorev alir
ve elektron vericisi olarak askorbik asidi kullanir ve H,0O,’e karsi ilgisi oldukca

yiiksektir (Sekil 1.3.A ve B) (Willekens vd., 1997; Noctor ve Foyer, 1998).
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Sekil 1.3 Bitki hiicrelerindeki oksidatif sistem ile antioksidatif (enzimatik ve non-
enzimatik) sistem elamanlar1

Enzimatik olmayan antioksidan savunma sisteminde ise; Glutatyon (GSH), biitiin
canlt organizmalarda bulunan diisiik molekiiler agirlikli tiyol ihtiva eden bir bilesiktir
(Goziikara, 1997). GSH, hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek
konsantrasyonlarda bitkilerde ise 6zellikle yapraklarda milimolar konsantrasyonlarda
bulunan genel bir indirgeyicidir (Rennenberg ve Lamourex, 1990; Saglam, 2011).
GSH birgok farkli yolla antioksidan roliinii gerceklestirir ve GSH’1n antioksidan
fonksiyonunda, yapisinda bulunan sisteinin siilthidril grubu etkilidir. GSH’daki tiyol
grubunun oksitlenmesiyle olusan GSSG, antioksidan 6zelligini kaybeder (Foyer vd.,
1994; Creissen vd., 1996; Saglam, 2011). GSH, bitkilerde 6nemli bir siipiiriicii olup
102, H,O, ve *OH radikallerini siipiiriir ve hiicredeki bu radikallerin miktarinin

optimumda tutulmasini saglar (Smirnoff, 1993; Noctor ve Foyer, 1998). Askorbik
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asit, GSH gibi askorbik asit de suda ¢o6ziinebilen, farkli hiicre tiplerindeki
orgenallerde ve apoplastta bulunan 6nemli bir bilesiktir. Normal fizyolojik kosullar
altinda yaprak ve kloroplastlarda daha ¢ok indirgenmis formu mevcuttur (Smirnoff,
2000). Askorbik asit dogrudan siiperoksiti, hidroksil radikallerini ve tekli oksijeni
baskilar ayrica hidrojen peroksiti askorbat peroksidaz reaksiyonu yoluyla suya
indirger (Foyer vd., 1997; Tanyolag, 2012). Askorbat-glutatyon siklusu veya
Asada-Halliwell yolu olarak adlandirilan sistem enzimatik ve enzimatik olmayan
bilesenleri kullanarak ROS’larin toksikligine karsi koyar (Foyer ve Halliwell, 1976;
Nakano ve Asada, 1981). Bu sistemin en oOnemli o&zelliklerinden biri H,0,
inaktivasyonundan karbon fiksasyonu enzimlerini korumasidir. Bu 6zelliginin yani
sira. NADPH/NADP* oranini diisiirerek elektronlarin PS;’den molekiiler oksijene
verilme potansiyelini azaltir ve ROS olusumunu 6nler. Ayrica bu sistem bitkileri
oksijenin toksikliginden korumak i¢in gereklidir. Askorbat suda ¢oziinebilir
antioksidan bir bilesik oldugu icin aktiflesmis oksijenle sulu fazda bulunan diger
bilesenlerden daha kolay reaksiyona girer ve oksidatif hasardan makromolekiilleri
korur. Askorbat sadece biiyiik bir antioksidan bilesik olarak fonksiyon gérmeyip ayni
zamanda a-tokoferol ve karotenoid gibi membrana bagl antioksidanlar1 indirgenmis
formuna dontstiiriir (Horemans vd., 2000; Saglam, 2011). a-Tokoferol yagda
¢ozilinlir bir vitamin ve giiclii bir antioksidandir. Yiiksek biyolojik aktiviteye sahiptir
(Kog¢ ve Ustiin, 2008). Tokoferoller bitkinin tiim kisimlarinda bulunan
antioksidanlardandir ve ROS siipiiriiciisiidiirler (Kruk vd., 2005). Tokoferoller
ROS’nin o6zellikle singlet oksijen ve hidroksil radikalini etkisiz hale getiren
detoksifiye etme Ozelligine sahip antioksidatif bir fonksiyon tagimaktadirlar
(Serbinova ve Packer, 1994; Koc¢ ve Ustiin, 2008). Membranlardaki oksijen
radikallerinin ana temizleyicisi olan a-tokoferol, lipit peroksil radikallerini yikarak
lipit peroksidasyonun zincir reaksiyonlarini ilerlemesini 6nledigi i¢in zincir kirici bir
antioksidan olarak bilinmektedir (Blokhina vd., 2000). Karotenoidlerin absorbe
ettikleri yiiksek enerjili 15181 diisiik enerjiye gevirip klorofile aktarmaktan baska bir
diger gorevi de fotosentez sirasinda dogal olarak iiretilen 10, ve diger zararl1 serbest
radikalleri stipiirmesidir (Sieferman-Harms, 1987; Halliwell ve Gutteridge, 1998;
Collins, 2001). Antioksidan etkileri genellikle yapilarindaki konjuge ¢ift baglardan

kaynaklanan karotenoidler; peroksil, hidroksil ve siiperoksit radikalleri ile singlet
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oksijenin uzaklastirilmasinda ve lipitlerin peroksidatif yikimdan korunmasinda rol
almaktadir (Young ve Britton, 1993; Hirayama vd., 1994; Edge vd., 1997; Eryilmaz,
2007).

Enzimatik olmayan savunma sisteminde gorev alan ve sekonder metabolitler sinifi
icerisinde bulunan bir diger onemli grup ise fenolik bilesikler’dir. Bitkilerde
8000’den fazla fenolik bilesik grubu bulunmaktadir. Temel fenolik bilesik gruplari
basit fenoller, benzokininler, fenolik asitler, asetofenonlar, fenil asetik asitler,
hidrosinnamik asitler, fenilpropenler, kumarinler, antrakinonlar ve flavonoidlerdir.
Halkasal yapiya sahip olan fenolik bilesikler arasinda en 6nemli grup flavonidlerdir
(Lee vd., 2004). Baz1 fenolik bilesikler serbest radikalleri temizlemek igin ideal bir
kimyasal yapiya sahiptirler. Askorbik asit ve tokoferolden ¢ok daha etkili antioksidan
ozellik gosterirler. Antioksidan 6zellikleri; onlarin hidrojen ya da elektron vericisi
olarak yiiksek reaktivitelerinden, polifenollerden tiiremis radikalleri stabilize
edebilme yeteneklerinden, eslesmemis elektronlarin delokalize etme ve lipit
peroksidasyonunu onleyebilmelerinden ortaya ¢ikar (Rice-Evans, 1995; Blokhina,
2000; Bors vd., 2001).

Bitkilerin kuraklik toleransinda diger onemli unsurlardan biri de seker ve diger
¢ozlinen maddelerin kullanilmasint  gerektiren osmotik diizenleme ile su
potansiyelinin korunmasidir (Ingram ve Bartels, 1996). Biyokimyasal olaylarda
onarim mekanizmalari stresin yol agti1 zarar1 azaltabilir (Jenks ve Hasegawa, 2005).
Molekiiler ve fotosentetik seviyedeki degisiklikler kurakligin neden oldugu zarar
baskilayabilir (Cornic, 2000; Ozcan ve ark, 2001). Osmolitlerin birikimi genellikle
stoplazmadadir ve kuraklik stresi esnasinda turgor basmcinin siirdiiriilmesini
kolaylastirir. Bu durum stoma acgilmasi, fotosentez ve biliylimenin artirilmast gibi
fizyolojik olaylara katki saglar (Blum, 1996). Baz1 osmolitlerin DNA’y1 ROS’larin
yikicr etkilerinden koruyarak, serbest radikal temizleyici olarak fonksiyon gordiikleri
tespit edilmistir (Akashi vd., 2001; Matysik vd., 2002). indirgen ve ¢dziiniir sekerler,

prolin, betainler, trehaloz, K*, fruktanlar, osmotik ayarlama saglamak igin bitkiler
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sentezlenen osmolitlerdir (Hasegawa vd., 1984; Smirnoff, 1998; Sairam ve Tyagi
2004).

Abiyotik stresler sirasinda ¢oziinebilir sekerler (karbohidrat) osmotik ayarlamalarin
yanisira ROS sinyalizasyonunun diizenlenmesinde de rol almaktadir (Vinocur ve
Altman, 2005; Seki vd., 2007). Cozlinebilir sekerler oksidatif pentoz fosfat yolagi,
fotosentez ve mitokondriyal solunum gibi ROS siipiiriicii yolaklarda is gortirler
(Couée vd., 2006). Bu sekerlerden biri olan mannitoliin stres boyunca ozellikle
OH*’in neden oldugu fotooksidatif hasara karsi hiicreleri koruyabilecegi
bilinmektedir. Prolin, kuraklik, yiiksek tuzluluk, yiiksek sicaklik, donma, UV
radyasyonu ve agir metaller gibi cevresel streslere maruz kalan pek g¢ok bitkide
biriken 6nemli bir organik molekiildiir (Nanjo vd., 1999; Rabert vd., 2014; Kanbur
vd., 2016). Diger bir osmoprotektan ise amfoterik kuarterner amin olan Glisin betain
(GB), bitkilerde tuzluluk veya vyiiksek sicaklik gibi cesitli stres kosullarinda

¢Ozlinmiis madde olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Sakamoto ve Murata, 2002).

Bitkiler streslere karst miicadele etmesinde rol oynayan diger Onemli
mekanizmalardan biri ise sekonder metabolitlerdir. Sekonder metabolitler biiyiime
ve gelismeleri sirasinda bitkileri herbivor ve patojenlere karsi savunan, farkli stres
kosullarindan zarar gormeden atlatmasini saglayan hatta bazen bitkilerin biiyiime ve
gelismelerinde kilit rol oynayan hormon yapisinda olabilen bilesiklerdir (Taiz ve
Zeiger, 2008). Sekonder metabolitler bitkiler aleminde sinirlt dagilim gosterirler. Bu
ozellik bu bilesikleri primer metabolitlerden ayirir. Zira, sekonder metabolitlere cogu
kez sadece belli bir tiir ya da yakin tiirler arasinda rastlanirken, primer metabolitler

bitkiler aleminin tiim bireylerinde bulunur. (Taiz ve Zeiger, 2008).

Sekonder metabolitlerin biyosentezi ve lokalizasyonu: Bitkilerde sekonder
metabolitler, primer metabolizmanin karbohidrat, protein ve lipit yikim iiriinlerinden
sentez edilmektedir. Hidrofilik olanlar genellikle vakuolde depo edilirken lipofilik
olanlar recine kanali, latisifer, trikom ve kutikulada birikim gosterebilmektedir

(Harborne ve Williams, 2000). Sekonder metabolitler azotlu bilesikler, fenolik



14

bilesikler ve terpenler olmak iizere {i¢ ana gruba ayrilirlar. Azotlu ve fenolik

bilesikler eritroz-4-fosfat ile fosfoenol piriivatt kullanarak sikimik asit yolundan

sentezlenirken, terpenik bilesikler ise piriivat veya fosfogliseratt kullanarak

mevalonik asit ya da Metil eritriol fosfat yolundan sentezlenirler (Sekil 1.4).

€O,
Fotosentez

v

PRIMER KARBON METABOLIZMASI

N

Eritroz-4-fosfat Fosfoenol pirtvat Pirtvat 3-fosfogliserat
ll'll
¥
Trikarboksilik .
e Asetil Coh
asit donglsi
Alifatik aminoasitler
b
ikimik asit Mevalonik Mevalonik
? _ . MEP yolu
yolu asityolu asit yolu
b
Aromatik
aminoasitler i
Azotlu sekonder
drinler
h b
» | Fenolik Terpenler
» | bilesikler

SEKONDER KARBON METABOLIZMASI
Sekil 1.4 Sekonder metabolitlerin biyosentez yollar1 (Taiz ve Zeiger’den 2008)

Sekonder metabolitlerin stres kosullarinda ftiretimi igin artar (Ramakrishna ve

Ravishankar, 2011). Bitkiler, yasadiklar1 ¢evrelerde yasamlarinin her doneminde

biiylime ve geligsmelerini sinirlayict pek ¢cok olumsuz sartlara maruz kalarak strese

girebilirler. Son zamanlarda kuraklik stresinin etkisiyle bitkideki sekonder metabolit

seviyesini artirdigin1 gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir (Singh-Sangwan vd., 1994;
Nik vd., 2008; Nowak vd., 2010; Khorasaninejad vd., 2011; Farhoudi vd., 2014).
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Biyojenik ucucu organik bilesikler (BVOCSs), bitkilerin yaprak, ¢igek, kok, govde
gibi farkli kisimlarinda bulunurlar ve bitkinin 6zel yag hiicrelerinde, yag gegcitlerinde
veya salgi titylerinde depolanirlar (Sangwan vd., 2001). Ugucu yaglar bitkilerden
genel olarak ¢esitli damitma yontemleriyle elde edilirler (Tanker ve Tanker, 2003).
Bitkilerde biyojenik ugucu organik bilesikler % 0,001-25 oraninda bulunurken,
bitkinin kuru kisimlarinda yer alirlar. Tim lipofil ¢oziiciilerde (petrol eteri,
Kloroform, benzen, eter vs.) iyi ¢Oziiniirler. Buna karsin suda ¢ok az ¢oziiniirler
(1200 oraninda) ancak bu c¢oziinme bile kokularinin suya gegmelerine yeter.
Biyojenik ucucu organik bilesikler genel olarak renksiz veya acik sar1 renklidir.
(Tanker, 1976). Biyojenik ugucu organik bilesikler yag asidi veya trigliserit
yapisinda degildirler. Ancak 151tk ve hava karsisinda zamanla oksitlenir ve
recinelesirler. Yine sulu etanolde ¢oziinebilme 6zelligi bu yaglar1 sabit yaglardan
ayiran diger onemli bir farkliliktir (Ceylan, 1997). Biyojenik ugucu organik
bilesikler, bitkilerden elde edildiklerinde kimyasal olarak saf olmayip bir¢ok bilesen
icermektedirler. Bazen bir ucucu yag tiirlinde 100 ayr1 madde saptanabilmektedir
(Sotomayor vd., 2004; Sahin Basak, 2008). Her ugucu yag tasiyan bitkinin kendine
0zgli kokusu ve aromaterapik Ozellikleri o ugucu yagi olusturan maddelerin
kombinasyonu ve derisimlerine baglhidir (Carrapiso vd., 2002). Ugucu yag tasiyan
bitkiler, daha ¢ok sicak iklim bolgelerinde yetismektedir. Tropik ve subtropik
bolgelerde 1liman iklim kusaginin sicak bolgelerinde bulunmaktadir. Diinya
florasinda genis bir yayilisa sahip olan ugucu yag bitkilerinin sayis1 3000’den

fazladir ve 100 kadar familya ile temsil edilirler (Mammadov, 2014).

BVOCs’in rolleri: Bitkiler izoprenler, terpenler, alkanlar, alkenler, alkoller, esterler,
karboniller ve asitler gibi bir¢ok bilesigi i¢ine alan ugucu biyojenik organik ugucu
bilesikleri iiretirler (Kreuzwieser vd., 1999; Penuelas ve Llusia 2001). En yaygin
bulunan BVOCs izoprenoitlerdir. Bitki terpen konsantrasyonlari genellikle kuru
agirhgin yaklasik %1-2’sidir. Fakat bazi durumlarda bitkinin kuru agirliginin % 15-
20’sine kadar ulasabilir (Ross ve Sombrero 1991; Langenheim, 1994). Fakat
terpenleri depolamayan bitkiler bu maddeleri iirettikten hemen sonra yayarlar (Loreto

vd., 2001). Terpenleri depolayan bitkilerde bu maddelerin ana fonksiyonu
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patojenlere, herbivorlara ve yaralanmalara kars1 savunmadir. Depolamayan bitkilerde
izoprenoitlerin {iretimi oksidatif stresten kaginmak ve hiicre mebran hasarini
Onleyerek yiiksek sicaklikta fotosentez yapmaya yardim etmektir. Bu durum
termotoleransla baglantili olabilir (Pefiuelas ve Llusia 2002; Sharkey vd., 2001).
Ustelik bazi ¢alismalarda BVOCs’nin polinatér ve herbivor avcilar1 cezbederek
bitkilerin diger organizmalarla iletisimini sagladigi rapor edilmistir (Pefiuelas vd.,
1995; Penuelas ve Llusia 2003).

Ugucu yaglar bitkide 1s1 ayarlayici etki yaparak su kaybini 6nler (Mammadov, 2014).
Bu maddeler siddetli bir sekilde buharlagarak ugucu hale ge¢me o6zelliklerinden
dolay1 bitkiden 1s1 ¢eker ve boylece bitkinin dogal su dengesini korumasina yardim
ederek bitkiler lizerindeki stresi azaltirlar. Ugucu yaglar gilines radyasyonunun
olusturmus oldugu stresten bitkilerin korunmasi, gilindiiz vakti bitkilerin giines
sicakligina, gece ise serinlemeye adaptasyon gibi ¢ok onemli olaylar regiile ederler
(Mammadov, 2014). Ucucu yaglar birgok biyolojik aktiviteye sahip olup, bunlardan
bazilar1 antibakteriyel (Guenther, 1948; Deans ve Ritchie, 1987, Burt, 2004; Mourey
ve Canillac 2002; Cha vd., 2007;), antiviral (Bishop, 1995), antifungal (Pyun ve
Shin, 2006), antimitotik (Azzouz ve Bullermen 1982; Akgil ve Kivang 1988;
Jayashree ve Subramanyam 1999) antitoksijenik (Akgil vd., 1991; Ultee ve Smid
2001) ve antiparazitik (Pessoa vd., 2002; Pandey vd., 2000), inseksidisidal (Burt,
2004; Guenther, 1948; Mahmoud ve Croteau, 2002) antioksidan (Kim vd., 2004;
Singh vd., 2006) ozellikleridir (Kaya, 2007; Mammadov, 2014). Ugucu yaglarin
bilesiminde yer alan terpenik bilesiklerin, kimyasal yapilarindan dolay1 potansiyel
antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 bilinmektedir (Battino vd., 2002, Shyamala
vd., 2007). Ayrica bu bilesiklerin kimyasal yapilarindaki farkliliklardan dolay,
antioksidan aktiviteleri de oldukca degisiklik gdstermektedir (Wei ve Shibamoto,
2007; Sahin Basak, 2008).

Ucucu yaglarin en onemli kisimlar1 bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan
terpenik bilesikler ve bu bilesiklerin yiiksek homologlaridir. Monoterpenler 10

karbon atomu igerirken, bunlarin yiiksek homologlar1 olan seskuiterpenler 15,
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diterpenler 20, triterpenler 30, tetraterpenler 40, politerpenler ise 40’tan fazla karbon
atomu i¢ermektedirler. Tiim bu molekiillerin olusumundaki yapitasi ise 5 karbona
sahip izopren'dir ve buda hemiterpen olarak adlandirilir (Caldefie-Chezet, 2006; Taiz
ve Zeiger, 2008; Mammadov, 2014). Tim terpenler, izopentanin dallanmis karbon
iskeletine sahip bes karbonlu birimlerden olusurlar. Terpenler yiiksek sicakliklarda
bozunarak izoprenleri olusturduklari i¢in temel yapisal birimleri bazen izopren
birimleri olarak adlandirilirlar (Sekil 1.6) (Taiz ve Zeiger, 2008). izotopik olarak
isaretlenmis deneyler, izopren karbonunun fotosentez sonucu yeni {iretilen ara
maddelerden geldigini gostermistir (Delwiche ve Sharkey 1993; Karl vd., 2002;
Schnitzler vd., 2004). 3C isaretli izoprenler, izoprenlerin fotosentez ara iiriiniinden
baska bir karbon kaynagindan ¢ok diisiik bir yiizde ile sentezlendigini gosterir (Affek
ve Yakir, 2003). Muhtemel olan iiretimin ise kloroplast igine alinan sitosolik piriivata
glyceraldehyde-3-phosphate (GAP) ve 1-deoxy-D-xylulose-4-phosphate (DOXP)’in
katilmasiyla 1-deoxy- D-xylulose-4-phosphate/2-C-methylerythriol 5-phosphate
(DOXP/MEP) yolunda ilk ara iiriin olan plastidine meydana gelmesi sekliyle olandir.
Fakat fotosentez inhibe oldugunda bu alternatif karbon kaynaginin katkisi artar

(Lichtenthaler, 2007).

Fotosentezle ilgili olarak kuraklik stresinde izopren emisyonunun daha az yanit
vermesi izopren biyosentezine kloroplastik ve ekstra kloraplastik siireclerin
katkisinin degismesiyle alakali birka¢ ¢aligma vardir. Kaybedilen karbon kaynaginin
bir boliimi, kuraklik stresi ve sicaklik stresinde alternatif karbon kaynaklariin
lehinde % 40-60 oraninda artmistir (Fang vd., 1996; Funk vd., 2004; Pegoraro vd.,
2004a, 2004b; Brilli vd., 2007). Kuraklik stresinin siddetli olmast ve fotosentezi
sekteye ugratmasi alternatif karbon kaynaklarini tiikketerek izopren emisyonunun
azalmasma sebep olur (Pegoraro vd., 2004b). Nisastanin par¢alanmasi izopren
tiretimi i¢in alternatif bir karbon kaynagi olabilir (Schnitzler et al. 2004). DMAPP’in
konsantrasyonunun artmasi ve DOXP/MEP yolunun aktiflesmesiyle sicaklik ve
kurakliga bagli izopren emisyon artigi diizenlenir. Sert kurak kosullar altinda izopren
yaylliminin inhibisyonuna diisiik substrat igeriginin neden olabilicegi ileri

strilmistiir (Rosenstiel vd., 2002; Wolfertz vd., 2004). Lehning vd., (1999),
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kloroplast DMAPP konsantrasyonundaki degisikliklerin izopren olusumunu
etkiledigini vurgulamislardir. Fakat izoprenin DMAPP’a doniisiimiinii katalizleyen
izopren sentaz’in aktivitesi, izopren emisyonunun kurakliktan etkilenmedigi
zamanda inhibisyona ugrar (Silver ve Fall 1991; Brilli vd., 2007). Izopren sentaz
aktivitesinin inhibisyonu artan kuraklik stresinde izopren sentaz geni ekspresyonuna
sinyal kontrolii saglayabilir. Ayrica izopren sentaz protein konsantrasyonunun
azalmasina sebep olabilir (Brilli vd., 2007). Brilli ve ark. (2007) izopren sentaz geni
ekspresyonu ile protein konsantrasyonunun izopren salinim orani ve izopren sentaz
aktivitesiyle yakindan iligkili oldugunu belirterek izopren emisyonunun
posttranskripsiyonal seviyede kontrol edilebilecegini ifade etmislerdir. Benzer
caligmalarda tuz stresi altindaki Eucalyptus globulus yapraklarinda izopren
sentezinin arttig1i fakat fotosentezin olumsuz etkilendigi vurgulanmistir (Loreto ve

Delfine, 2000).

Terpenlerin biyosentezinde iki metabolik yol bulunur. Bu yollardan en iyi bilineni
olan mevalonik asit metabolik yolunda ii¢ asetil-CoA molekiilii adim adim birleserek
mevalonik asiti olusturur (Sekil 1.7). Bu alt1 karbonlu anahtar ara {iriin daha sonra
fosforile, dekarboksile ve dehidrate olarak izopentenil difosfat’t (IPP) meydana
getirir. IPP’nin terpenlerin aktiflesmis bes karbonlu yapi tasidir. Son yillarda IPP’nin
kloroplast ve diger plastitlerde ¢alisan ve bir seri farkli tepkime igeren metil eritrol
fosfat (MEP) adli yolla glikoliz veya fotosentetik karbon indirgenme dongiisiiniin ara
tiriinlerinden olusabilecegi anlasilmistir (Lichtenthaler, 1999). Tiim ayrintilar1 tam
olarak aydinlatilmamakla beraber burada gliseraldehit-3-fosfat ve piriivattan gelen
iki karbon atomunun birlesmesi sonucu IPP’ye doniisecek bir ara iirlin olusur (Sekil
1.5) (Taiz ve Zeiger, 2008). Terpenler halkali, diiz zincirli veya kismen halkali ve
kismen diiz zincirli bilesikler olabilirler. Yeryliziindeki en yaygin dogal {iriin grubu
olan terpenlerin tanimlanan sayisi1 giiniimiizde 30.000°1 gecmistir. Terpenler dogada
genellikle hidrokarbonlar, alkoller ve glikozidler, eterler, aldehitler, ketonlar
karboksilik asitler ve esterleri olarak gdzlenirler (Breitmaier, 2006; Mammadov,
2014).
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Sekil 1.5 Terpenlerin biyosentezi (Taiz ve Zeiger’den, 2008).

Baz1 6nemli terpenler, bitki biiyiime ve gelismesinde iyi bilinen islevlere sahiptirler
ve Dbu nedenle sekonder metabolitlerden ziyade primer metabolit olarak
degerlendirilirler. Ornegin bitkisel hormonlarin énemli bir grubu olan giberellinler
diterpendir ve bitkiye koruyucu ozellik verir. Ayrica diterpenlere bir diger 6rnek
olarak Kalmia angustifolia L. bitkisinden elde edilen grayanotoksin yapisindaki
kalmanol bilesigi kardioaktif 6zellik gostermesi nedeniyle ilgi ¢ekmistir (Hanson,
1984). Hiicre zarlarinin temel bilesenleri olan steroller triterpen tlirevleridir ve
fosfolipitlerle etkilesime girerek zar biitiinliigiinii saglarlar. Fotosentezde yardimci
pigment islevi goren ve fotosentetik dokular1 fotooksidasyondan koruyan kirmizi,

turuncu ve sar1 renkli karotenoidler tetraterpendir. Diger bir bitkisel hormon absisik
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asit, bir karotenoid onciiliin pargalanmasi sonucu olusan seskiterpendir. Dolikoller
olarak bilinen uzun zincirli politerpen alkoller hiicre ¢eperlerinde ve glikoprotein
sentezinde sekerlerin tasinmasinda islev gorirler. Klorofilin fitol yan zinciri
orneginde oldugu gibi, terpen tlrevi yan zincirler bazi molekiillerin zara
tutunmasinda yardimci olurlar. Sonug¢ olarak ¢esitli terpenler bitkilerde birincil
derecede Onemli rollere sahiptirler. Ancak bitkiler tarafindan iiretilen farkli terpen
yapilarin biiyiik ¢ogunlugu (monoterpenler) sekonder metabolitlerdir ve savunma

islevi gordiikleri varsayilmaktadir (Taiz ve Zeiger, 2008; Velikova, 2008).

Bitkilerde terpenlerin iiretimi hem biyotik hemde abiyotik sartlardan etkilenebilir
(Penuelas ve Llusia, 2003). En onemlileri, sicaklik (Tingey vd., 1980), 1s1k
(Banthorpe ve Njar, 1984), CO, konsantrasyonu (Pefiuelas ve Llusia, 1997), toprakta
mineral (Schonwitz vd., 1991) ve suyun fazlaligi (Kainulainen vd., 1992) gibi
abiyotik faktorlerdir. Sicaklik artigi, 1s1 alimmiyla enzimatik aktivitelerini artirip,
terpen buhar basincini yiikseltip salinim yollarinin direncini diisiirerek ¢ogu terpenin
salimim oranimi ve tiretimini maksimuma ¢ikarir (Tingey vd., 1991; Loreto vd., 1996;
Pefiuelas ve Llusia, 2001). Terpen konsantrasyonlarinin kuraklik durumunda
genellikle arttig1 bilinmektedir (Hodges ve Lorio 1975; Kainulainen vd., 1992; Llusia
ve Penuelas 1998; Turtola vd., 2003). Ancak terpen konsantrasyonlari su stresi
siddetli oldugunda azalabilir (Bertin ve Staudt 1996; Llusia ve Pefiuelas 1998). Bazi
literatiirlerde de gosterildigi tlizere, sicaklik ve kurakligin bitkilerde monoterpen
miktarina etkisi birka¢ raporda gosterilmistir (McKinnon vd., 1998; Turtola vd.,
2003; King vd., 2004; Rennenberg vd., 2006). Rennenberg vd., (2006), kuraklik ve
yiiksek sicakligin ugucu organik bilesik olusumuyla besin alinimi arasinda 6énemli bir
iliski oldugunu gosterdi. Fakat bu ii¢ faktor arasindaki iliskinin etkilerini inceleyen

calismalar oldukca azdir.

Terpenleri depolayabilen veya depolayamayan bitkilerde su stresinin monoterpen
konsantrasyonlarini artirdig1 birkag arastirmaci tarafindan belirlenmistir (Hodges ve
Lorio 1975; Gershenzon vd., 1978; Kainulainen vd., 1992; Llusia ve Pefuelas 1998;
Loreto vd., 2001; Delfine vd., 2005). Ayrica kuraklik kaynakli monoterpen
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konsantrasyonundaki artig terpen konsantrasyonlari ve nisbi su miktar1 arasindaki
ters orantiyla dogrulanmistir (Blanch vd., 2007). Ustelik kuraklik sartlarinda
yetistirilen bitkiler konrol bitkilerine nazaran bitki yiiksekligi ve govde cap1
acisindan daha kisadir. Kullanilan karbon bitki biiylimesi yerine monoterpenlerin
olusumuyla sonuglanmistir (Bradford ve Hsiao, 1982; Llusia ve Pefiuelas, 1998;
Penuelas ve Estiarte 1998). Giin ortasinda fotesentez oraninin ve stoma iletkenliginin
azaldig1 sicak akdeniz yazinin tipik kuraklik stresinde fotosentetik C fiksasyonunun
onemli bir kismi terpen iiretimi ve salimimi i¢in kullanilmaktadir (Yani vd., 1993;
Penuelas ve Llusia 1999; Vallat vd., 2005). Su stresinin oldugu yapraklarda
monoterpenlerin birikimi depo ya da savunma gibi ekolojik fonksiyonlara sahip
olabilir (Penuelas ve Estiarte 1998). Kuraklik, bitkilerde oksidatif strese neden
olurken bitkiler oksidatif stresin neden oldugu bu hasari monoterpenlerle azaltabilir.
Boylece, bu bilesiklerin depolanmasiyla bitkinin oksidatif streslere karsi olan
miicadelesi daha etkili olur. Bu nedenle, depolama kuraklik kosullarinda oksidatif
stres karsisinda bitkileri daha dayanikli kilar. Stres kosullar1 altinda terpenler gibi
sekonder bilesiklerin birikmesi bitkinin 1s1ktan gérecegi hasara kars1 korunmasinda

fotosolunumun yerini alabilir (Penuelas ve Llusia, 2002).

Enerji girigi Ist dagihimi

Uzun dalga

Y k tarafind
aprak tarafindan boylu isinim

sogurulan giines 15181

Soguk havaya
kondiiksiyon ve
konveksiyon
(algilanan i1s1 kaybi)

Su kaybi sonucu
buharlagsmaya bagh
soguma

Sekil 1.6 Yaprak tarafindan giines 1s181inin sogurulmasi ve dagilimi (Taiz ve
Zeiger’den 2008).
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Terpenlerin onciilii olan izoprenlerin sentezi kurakhk stresinde, yiiksek 151k ve
sicakliklarda fotosentetik zarlarin kararliligini saglar. Amerikan mesesi, kavak ve
kudzu gibi birgok bitki tiirti izopren salgilarlar. Kiiresel olarak, atmosfere birakilan
bu emisyonlarin yillik miktar1 5 x 10% gramdir. Bu gaz formundaki hidrokarbonlar
kozalakli agac¢larin olusturdugu ormanlardaki ¢cam kokusundan sorumlu molekiiller
olan a ve B-pinendir ve sicak gilinlerde orman istlerinde mavi bir pus olustururlar.
Izopren ve iliskili hidrokarbonlar atmosferin kimyasinda énemli rol oynadiklarindan,
atmosfer ile ilgili bilim insanlarinin ilgisini ¢ekmektedir. Yapraklardan izopren
emisyonlar1 fotosentezle asimile olan hidrokarbonun Onemli bir bdoliimiini
olustururlar. Ornegin 30 °C’de kavak ya da mese agacglarinda fotosentez ile fikse
edilen karbonun %?2’si izopren olarak yayilmaktadir (Sharkey, 1996). Giines
yapraklar1 gélge yapraklarindan daha c¢ok izopren sentezlerler. Bu sentez yaprak
sicakligi ve kuraklik stresiyle iliskilidir. Farkli deneysel bulgular, izoprenin yiiksek
sicakliklarda fotosentetik zarlarin kararliligini korudugunu gostermistir; 1) Bir
inhibitdr ile izopren emisyonunun engellenmesi bitkilerin yliksek sicakliktan zarar
gorme duyarliligmi artirir. Diger yandan izopren iiretemeyen bitkilere izopren
verilmesi 1s1 kararlili§1 saglar. 2) Izopren yayamayan mutant bitkiler, yabani bitkilere
gore, yiiksek sicakliklarda ¢ok daha kolay zarar goriirler. 3) Yaprak sicakligi

yiikseldiginde enzimatik olarak izopren hizla sentezlenir (Teiz ve Zeiger, 2008).

Izoprenlerin streslere toleransta termotolerans hipotezi: izoprenler yapraklardan
1518a bagli olarak yayilir ve fotosentezin karbon dongiisiinde direkt olarak kullanilir
(Delwiche ve Sharkey, 1993; Affek ve Yakir, 2003; Schnitzler vd., 2004; Ferrieri
vd., 2005). Bu acidan izoprenlerin yayilimi yapraklarda termal koruma sagladigina
isaret eder ve oOzellikle sicak ortamdaki bitkilerin yapragindaki fotosentezde iyi
bilinmemektedir. (Sharkey vd., 2008). Termotolerans hipotezi bitkiyi sicakligin
verdigi hasara karsi korunmasiyla iliskilidir ve bu hipotezle alakali bazi deneysel
calismalar mevcuttur. Bu c¢alismalarda  fosmidomycin’nin  izoprenlerin
biyosentezinde en Onemli yol olan metil eritrol fosfat (MEP)’1 (Schwender vd.,
1997), indirgeyen bir bilesik oldugu vurgulanmistir (Kuzuyama et al., 1998; Zeidler

vd., 1998). Boylece izopren yayma yetenegine sahip olan bitkilerin kisa siireli
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sicakliklara maruz birakilmast durumundaki tepkilerinin test edilmesinin miimkiin
olabilecegi bildirilmistir. Baz1 arastiricilar da bunu kanitlar nitelikte izopren yayma
kapasitesinde olan bitkilerin kisa siireli yiiksek sicakliklara dayaniklik gosterdiklerini
bildirmislerdir (Sharkey vd., 2001; Velikova ve Loreto, 2005).

Termal koruma saglamanin bir diger nedeninin de bu bilesiklerin ¢ift bag yapisina
(alken) sahip olmasidir. Izopren ve alkenler hiicre mebranlari icinde ¢dziinerek
yiiksek sicakliklarda sizintinin meydana gelmesine sebep olan su kanallarinin
olusmasini Onleyerek koruma saglayabilir. Cift baglarin biiylikligii izoprenlerin
yikksek sicaklikta hiicre zarindaki kanallarin  doldurulmasma izin vererek
mebranlardaki kacagin Onlenmesini saglayabilir. Izopren ve alkenler sicaklik
stresinde tilakoid zarlarindaki iki tabakali lipid yapilarin hasar gérmesini
engelleyebilir (Sekil 1.7) (Gounaris vd., 1984). Bazi monoterpenler de termal
koruma saglayabilir (Delfine vd., 2000; Pefiuelas ve Llusia, 2002; Copolovici vd.,
2005). Izoprenlerin mebran zar biitiinliigiinii koruma mekanizmasi kolesterol (Demel
vd., 1996) ve karotenoidlerinkine (Ourisson ve Nakatani, 1994; Havaux ve Tardy,
1996) benzer. Yapraklar riizgar arttifinda sogurlar, gilinesli durumlarda isinirlar.
Boyle durumlara karsi yapraklarin zar stabilitelerini saglamalar1 i¢in izoprenler
miktarlarini en uygun seviyede tutarlar (Singsaas ve Sharkey, 1998). Bdylece
izoprenler mebran zar biitiinliiglinii korumada hizli ve geri doniisiimlii bir fayda

saglarlar (Sharkey vd., 2001).

Termotolerans hipotezinde izoprenler yiiksek sicakliklarda bitkilerin fotosentezine
yardim eder (Sharkey ve Singsaas, 1995; Singsaas vd., 1997). Bazi mese tiirlerinde
monoterpenlerin termokoruma sagladigi bildirilmistir (Loreto vd., 1998; Delfine vd.,
2000; Singsaas, 2000). izoprenler tilakoid mebran yag asitlerinin ¢ift baglari ile
elektriksel olarak etkileserek ve rezonansla onlari stabilize edebilir. Monoterpenlerin
de izoprenlerle ayn1 mekanizmayla termal tolerans saglayabilir (Loreto vd., 1998;
Delfine vd., 2000). Son kanitlar gdstermistir ki tilakoid mebranlar orta dereceli

sicakliklarda protonlara gecirgen hale gelebilir ve bu da 45 °C’den daha yiiksek
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sicakliklarda fotosentezin inhibisyonuna sebep olabilir (Pastenes ve Horton, 1996;
Bukhov vd., 1999).

Izoprenlerin streslere toleransta antioksidan hipotezi: Bitki metabolizmasinda
izoprenin olumlu roliinii agiklamak i¢in bir baska hipotez de antioksidan hipotezdir
(Velikova, 2008). Izoprenler sadece oksidatif stres altinda iiretilen reaktif oksijen
tirlerini gidermek icin degil ayni zamanda zar yapisinin daha gicli ve
denatiirasyonlara daha az egimli hale gelmesi icin bitkiye stres aninda koruma
saglarlar. Temelde her ¢evresel faktor (yiiksek sicaklik ve 1sik, tuzluluk, kuraklik,
agir metal kirlenmesi gibi) bitki islevselligini degistirerek, yapraklarda oksidatif
hasara neden olabilir. Oksidatif strese 'O, *OH, H,0, ve O,* gibi radikallerin
miktariin artmast sebep olur (Mittler, 2002). ROS ayn1 zamanda normal
metabolizmanin {irlinli olarak da meydana gelir. Bitkiler ROS’lar1 detoksifiye etmek
icin enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalar
gelistirmislerdir (Noctor ve Foyer 1998). Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller
ROS igin en hassas hedefleridir (Grassmann vd., 2002). Lipid peroksidasyonunun
sonucu olarak mebran biitiinliigii zarar gorebilir. Ayrica zar proteinlerinin aktiviteleri
de olumsuz etkilenebilir. Fotokimyasal 6zellikleri ve islevsel organizasyonu da dahil
olmak tizere tilakoit mebranlardaki degisiklikler bazi ¢alismalarda vurgulanmistir
(Berry ve Bjorkman 1980; Bukhov vd., 1999; Schrader vd., 2004). Fakat oksidatif

stres ayn1 zamanda stres hasarlarini da igerir.

Izoprenlerin stres kosullar1 altinda singlet oksijen ve diger toksik ROS iiretimine
kars1 fotosentez mekanizmasini korumasi degerlendirilmistir. Yapraklarina Rose
Bengal kimyasali uygulayarak singlet oksijen olusumunun tetiklenmesiyle stres
olusturulan bir ¢aligmada, yapraklaria izopren uygulanmis Rhamnus alaternus ve
Myrtus communis bitkilerinin izopren yaymayan gen¢ yapraklari izopren
uygulanmamis yapraklarina oranla ¢ok daha az hasara ugramistir (Affek ve Yakir,
2002). Singlet oksijene karsi savunmada i¢sel izoprenin miktar1 Velikova vd., (2004)
tarafindan da dogrulanmustir. Izopren yayan Phragmites yapraklarinda orta derecede

singlet oksijen yogunlugunda fotosentez, hidrojen peroksit ve mebran biitiinliigiinti
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etkilenmezken izopren yaymayan yapraklarda ise fotosentezin azalmasinin yaninda
lipid peroksidasyon ve hidrojen peroksit de birikiminin arttig1 gézlenmistir (Velikova
vd., 2004). Singlet oksijene karsi koruma saglayan mekanizmada izoprenlerin bu
zararli ROS’larla dogrudan reaksiyonlara girerek etkili olabilecigi ileri siirtilmiistiir.
Bu varsayim izopren yayilimimin kontrollerine kiyasla stresli bitkilerde onemli
derecede diisiis gosterdigi gercegini destekler niteliktedir. Diisiik izopren
emisyonunun bitkinin singlet oksijeni azaltmak i¢in izopren tiikettigiyle agiklanmaya
calistlmustir. Izoprenlerin oksidatif stresi azaltti1 fikri yapilarindaki ¢ift baglardan
kaynaklandig1 bildirilmistir. Benzer sekilde bir terpen olan karotenoidlerde oldugu
gibi izopren molekiillerinde de konjuge ¢ift baglarin varlig1 kolay elektron ve enerji
transferiyle 1s1 dagilimina izin verebilir; bdylece izoprenler hiicrenin antioksidan
giiciinii  yiikseltebilir (Velikova, 2008). Izopren biyosentezinin kloroplasttaki
lokalizasyonu goz Oniinde bulunduruldugunda, izoprenlerin ROS siipiirme
yetenekleri oksidatif streslere karsi bitkinin korunmasini son derece 6nemli kilar

(Sekil 1.7) (Logan vd., 2000).

Izoprenlerin bitkileri gesitli streslere kars1 korumadasinda iki molekiiler mekanizma
iler1 stiriilmustiir. 1. Tilakoid mebranin stabilitesi kisa zincirli izopren molekiiliiniin
hidrofobik 06zelliklerine gore belirlenir ve bu da izoprenlerin lipid mebranina
tutunmasini saglar. Boylece iki tabakanin ayrigmasini onler. 2. ROS siiplirme ve
konjuge ¢ift baglarin sayesinde fazla enerjiyi indirgeme yetenegi elektron ve enerji

transferine izin verir (Velikova, 2008).
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Sekil 1.7 ROS’larin genel gosterimi (a) ve izoprenlerin streslere karsi koruyucu
mekanizmasi (b). (Velikova, 2008)

Monoterpenler iki izopren biriminden olusan on karbonlu aromatik bilesikleridir
(Taiz ve Zeiger, 2008). Lipofilik olduklar1 i¢in kolayca hiicre membranindan
gecebilirler (Miihlbauer vd., 2003). Monoterpenlerde otuz sekiz farkli iskelet tipine
rastlanmistir. Bunlarin ¢ogu diizenli tiptedir, yani iki izopren molekiilii ‘bas-kuyruk’
bag ile baghdir. Bircok monoterpenin dogada tek bir izomeri bulunur. Fakat ayni
bitkide iki izomerin bulunmasi haline sik¢a rastlanir. Monoterpenlerin en yaygin
kullanilanlar1  a-pinen ve B-pinen’dir. Cam agag¢larinda bulunurlar ve plastik
sanayinin hammaddesi, parfiimeri sanayinin ise baslangic maddesi olarak
kullanilirlar. Bunun yani sira monoterpenler antispazmotik, antibakteriyel, antifungal
ve hatta antikanser 6zellikleri nedeni ile halk ilaglarinda kullanilirlar (Manitto, 1981).
Monoterpenler genelde ugucu yaglarin yapisinda yer alan diizgiin terpenlerin,
diizensiz terpenlerin ve iridoitlerin yapisinda bulunurlar. Cogu serbest haldedir. Fakat
glikozidik formlarima da rastlanmaktadir. Glikozidik formlar1 aromali olup seftali,

liziim, kiraz, ahududu gibi bir¢ok meyvede bulunurlar. Dogada yaklasik 1500
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civarindadirlar ve 40 grupla temsil edilirler. Monoterpenlere bitkiler aleminde
ballibabagiller, camgiller, maydanozgiller, yilanyastigigiller, lohusaotugiller,
papatyagiller, turpgiller, turnagagasigiller, kazayagigiller, servigiller, bugdaygiller,
binbirdelikotugiller, defnegiller, mersingiller, kii¢iik hindistancevizigiller, salepgiller,
giilgiller, sedefotugiller, su servisigiller, kediotugiller, meneksegiller, zeytingiller ve

zencefilgiller familyalarinda oldukga sik rastlanirlar (Mammadov, 2014).

Bitkiler aleminde oldukc¢a yaygin bulunan monoterpenler onlardan elde edilen
kokulu karigimlar olan ugucu yaglarin baslica bilesenleridir (Gomes-Carneiro vd.,
1998). Bitkilerin bilesikleri olan monoterpenlerin bir¢ogu insanlarin besinlerinde
bulunmakta ya da birgogu besin olarak kullanilmaktadir (Elegbede vd., 2003).
Monoterpenlerin  biyolojik ve farmakolojik aktivitelerinden dolay1r tibbi
kullanimlarinin diginda, c¢esitli 6zel ve endiistriyel uygulamalari da bulunmaktadir.
Ornegin kimyasal sentezlerde ve kimya sanayinde sentez baslangic maddesi, aroma
ve koku kimyasali, gida katki maddesi, boya ve ¢oziicli, insekdisidal ve pestisit
olarak  kullanimi1 yaygindir. Terpenlerin  yenilenebilir hammadde olarak
petrokimyasallara alternatif kullanimlar1 da son yillarda tesvik edilmektedir

(Mammadov, 2014).

Monoterpenler yapilarina gore ti¢ grupta incelenirler; Asiklik monoterpenler: Diiz
zincir halindedir ve 3 ¢ift bag tasirlar. Optikge aktiflikleri yapilarinda tasidiklar
asimetrik karbon atomundan ileri gelmektedir. Monosiklik monoterpenler: Bir
halka ve iki cift bag tasirlar. Bisiklik monoterpenler: Iki halka ve bir ¢ift bag
tasirlar (Mammadov, 2014).
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Sekil 1.8 a-fenil katyonu iizerinden sentez olunan monoterpenler (Mammadov,
2014).

Giiniimiizde monoterpenlerin insekdisidal, antifungal, pestisidal ve herbisidal
etkileriyle ilgili ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Ancak monoterpenlerin kuraklik
stresine dayanikliliktaki rolleri ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
tezin temelini olusturan bir 6n ¢alismada aromatik bir bitki olan Nepeta meyeri’nin
farkli kuraklik sartlarinda yetistirildiginde esansiyel yag profilinde artis gosteren a-
pinen ve B-pinen’in kuraklik stresi toleransinda rol alabilecegibir hipotez olarak ileri

stirtilmustiir.

a-pinen, pinen’nin iki izomerinden biri olan terpenlerden organik bir bilesiktir. Bir
alkendir ve 4 elemanl reaktif bir halka igerir (Simonsen, 1957). a-pinen turpentinin
ana bilesenidir ve diger bir¢ok bitkinin yaprak ve ucucu yaglarinin bir iirtintidiir
(Yoo, 2000). a-Pinen dogada yaygin olarak bulunur ve kozalakli agaglarin esansiyel
yaglarinda bolca bulunur (Azizoglu, 2004). Giinlimiizde {iiretilen pine-oil’in %80-85

kadar1 a-pinenin seyreltik mineral asitlerle hidrasyonu ile elde edilen sentetik
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tiriindiir. Pine-oil antibakteriyel etkisi, camsi kokusu, kokusunun sabitligi ve diisiik
fiyat1 nedeniyle dezenfektanlar, temizleme maddeleri ve deterjanlarda genis olgiide
kullanilmaktadir a-pinen ayrica bazi dogal ve sentetik ugucu yaglarin ana bileseni
olan ve ¢igeksi kokusu ile parflimeride genis kullanima sahip linalool igeren ¢esitli
koku ve parfiimlerin bilesimlerinde bir ¢ikis maddesi olarak da kullanilir (Gil, 1999).
Yapilan arastirmalar sonucunda a-pinen tlirevlerinin antioksidan, antikansorejen,
antifungal Ozelliklerinin yanm1 sira bakteri ve bocek Oldiiriicii 6zellikte oldugu
gozlenmistir  (Mercier, 2009). a-pinenin toksik 0Ozelliklerinin tam olarak
incelenmemis olmasina ragmen, yliksek konsantrasyonlarda cilt, gozler, solunum
sistemi ve mukoza membranlarinda tahrip edici oldugu bilinmektedir (Lenga, 1988;
Benli Badakbas, 1990).

B-pinene; acik formiiliinde halkanin disinda yerlesmis bir ¢ift bag bulunur (Bonn ve
Moortgat, 2002). Bol miktarda bulunan monoterpenlerden bir tanesidir ve bisiklik
yapidadir. Yapilan arastirmalarda B-pinenin antifungal, antimikrobiyal, antiradikal,

antioksidant, antikarsinojen ve bocek oldiiriicii ozellikler gosterdigi bilinmektedir
(Mercier vd., 2009).

CH; CH,

d ~

H1C H,C
CHj CHj

alfa-pinen beta-pinen

Sekil 1.9 o ve B-pinen monoterpenlerinin temel yapisi
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Calisma materyali olan bugday (Triticum aestivum) tiim diinyada ve iilkemizde
tarimi en sik yapilan kiiltiir bitkileri arasindadir. Diinya genelinde bugday bitkisi; tek
yillik, vejetasyon siiresi 120-150 giin olan ve giinliik ortalama optimum sicaklik
istegi 20 °C civarinda bir C3 bitkisi olarak tanimlanmaktadir (Van den Boogard,
1995; Slafer vd., 1996; Sadras ve Calderini, 2009; Tatar, 2011). Diinyada tarimsal
faaliyetlerin baslangicinin 10.000 yi1l Oncesine kadar dayandigi bilinmektedir.
Ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.), dahil oldugu Cj bitkilerinin o dénemlerden
giiniimiize kalan, ekilis alanlar1 ve gida kaynaklari bakimindan baskin bitki tiirleri
olarak kabul edilmektedir (Evans, 1998; Araus vd., 2002). Bugday’in bu ¢aglarda ilk
olarak, bugiinkii Suriye, Tiirkiye’nin giineydogusu ve iran’m belirli kisimlarmi igine
alan Mezopotamya bdlgesinde yetistirilmeye baslandigi bilinmektedir. Giliniimiizde
diinya’nin farkli bolgelerine yayilmis ve farkli ¢evrelere uyum gostermis 20.000’in

tizerinde Triticum aestivum L. tiiriine ait ¢esit bulunmaktadir.

Literatiirde bir¢ok arastirmaci tarafindan da kuraklik kosullarinda bitkinin esansiyel
yag profilinde a-pinen ve B-pinen monoterpenlerinin arttigi rapor edilmistir. Fakat bu
monoterpen yapidaki iki kimyasalin kuraklik toleransindaki rolii heniiz
bilinmemektedir. Bu ¢alismanin amaci da; 1) Kuraklik sartlarda uygulanan bu
maddelerin (a-pinen ve [-pinen) bitkide stresli sartlar igin bitki tarafindan
olusturulmus antistres faktorii olup-olmadigini arastirmak. 2) Elde edilen bu
kimyasallarin  etki mekanizmas1 hassas-dayanikli varyetelerde fizyolojik ve
biyokimyasal olarak agiklamaya ¢alismak. 3) Kurakliga hassas bitkilere bu durumla
karsilagmadan Once yapilacak uygulamalarin, bitkiyi kurakligin zararindan

kurtarabilme veya en az zararla atlatilabilmesini saglamaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Literatiir incelendiginde kuraklik stresi altindaki uygulanan bitkilerde meydana gelen
fizyolojik ve biyokimyasal degisimleri igeren ¢ok sayida c¢alisma yapildigi
goriilmektedir. Bugdayin farkli gelisme donemlerinde kuraklik stresinin etkilerinin
incelendigi bir calismada, arastirilan 3 farkli bugday varyetesinde de oransal su

icerigi ve klorofil miktarinda diisiis gozlenmistir (Keyvan, 2010),

Zarei vd. (2007), 20 bugday c¢esidi ile iki farkli lokasyonda tek yetistirme doneminde
gerceklestirdikleri tarla caligmasinda, kurakliga dayaniklilik ile iliskili olabilecek
dolayli parametreler iizerinde ¢aligmiglardir. Kurakliga dayanikliligin, hiicre

membran stabilitesi ile yakindan iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Tatar ve Gevrek (2008), kontrollii kosullarda gergeklestirdikleri c¢alismada,
kurakligin bugdayin erken gelisme donemine ait fizyolojik ve biyokimyasal etkileri
tizerine incelemelerde bulunmuslardir. Kuraklik uygulamasi sonrasi birer hafta
araliklar ile 5 hafta boyunca gergeklestirdikleri dl¢timlerde yaprakta MDA igeriginin

yiikseldigi ve oransal su igeriginin diistiigiinii tespit etmislerdir.

Xiaogin vd. (2009), ekmeklik bugday c¢esidini 2 farkli kuraklik ortaminda
yetistirdikleri ¢aligmalarinda, stresin bugday fidelerinde kuru agirlikta diisiise neden

oldugunu bildirmislerdir.

Nikolaeva vd. (2010), 3 bugday ¢esidi ile gergeklestirdikleri arastirmada asamali
olarak uygulanan kurakligin yapraklarda membran stabilitesi, antioksidan aktivitesi
ve klorofil igerigi lizerine etkilerini degerlendirmislerdir. Yapraklarda klorofil
miktarinda kurakligin ilk evrelerinde degisim gdzlenmezken en son asamasinda
(uygulamadan 7 giin sonra) diislis gostermeye baglamistir. Kuraklik uygulamasi ile
membranlarda olusan zarar da stres uygulamasinin ilk asamalarinda Onemsiz
diizeydeyken, uygulamanin 7. Giinlinden itibaren % 16 artigla onemli diizeye

ulagmustir.
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Kuraklik stresine tepkileri farkli olan iki bugdaymn H»O; igeriginin incelendigi
calismalarda, kuraklik stresi ile birlikte igsel HyO, miktarinin arttigi vurgulanmastir.
Bu artisin hassas varytede daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sairam vd., 1998;
Sairam vd., 2001). Aym streste yetistirilen piring fidelerinde ise O,", MDA ve
klorofil igeriginin 6nemli dl¢iide arttigi bildirilmistir (Boo ve Jung, 1999; Sharma ve
Dubey, 2005).

Kurakliga dayanikliliklar1 farkli olan {i¢ bugday cesidiyle yiiriilen baska bir
calismada ise ¢iceklenme sonrasi uygulanan kurakligin membran stabilitesi, klorofil
ve karatenoid icerigi ile antioksidatif enzim aktiviteleri Tlzerine etkilerini
incelemisglerdir. Elde edilen sonuglari degerlendirdiklerinde kuraklik stresinin tiim
cesitlerde MDA miktarini arttirarak membran stabilitesinde hasara neden oldugunu,
ayni zamanda klorofil ve karatenoid igeriklerinde de diisiis belirlediklerini ifade
etmiglerdir. Dayanikli ¢esidin daha diisik MDA igerigi ile ve bununla baglantili
olarak da mebran hasarinin daha diisiik seviyede gerceklestigini bildirmislerdir.
Ayrica klorofil ve karatenoid igeriginin artigindan dolay1 dayanikli olarak belirtilen
cesidin daha yiliksek tolerans gosterdigini belirtmiglerdir. Antioksidan enzim
acisindan degerlendirildiginde ise kuraklik stresi ile artan APX, GR ve POD
aktivitelerinin dayanikli varyeteda hassas varyeteye gore daha yiiksek seviyede

gerceklestigi kaydedilmistir (Sairam ve Saxena, 2000).

Sanchez vd. (2010), kuraklik stresinin domateste, bitki gelisimi ve yaprak oransal su
iceriginin olumsuz etkiledigini, stres ile birlikte yaprak dokularinda MDA miktarinda
artis meydana geldigini bildirmislerdir. Arastiricilar, stres kosullarinda GR, APX ve
CAT enzim aktivitelerinin artig gosterdigini saptamislardir ve yaprak oransal su
igeriginin dayanikli g¢esitlerde daha yiiksek ¢iktigini ifade etmislerdir. Antioksidan

enzim aktivitesi ise duyarl ¢esitlerde yiiksek seviyede gergeklestigi vurgulanmustir.

Gegici olarak kuraklik stresine tabi tutulan bugdayda, antioksidan savunma sistemi
ve prolin akumiilasyonun bu strese dayanmikliliktaki rollerinin belirlendigi bir

aragtirmada; bugdayin generatif doneminde antioksidan koruma sisteminin kurakliga
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dayaniklilikta Onemli rol oynadigini, fide doneminde ise bodyle bir iligkinin
olasiliginin daha diisiik oldugu belirtilmistir. Arastiricilar prolin akumiilasyonunun
ve metabolik aktivitelerin elastikiyetinin dayaniklilik tizerinde etkili oldugu

sonucuna varmislardir (Simova-Stoilova vd., 2008).

Kuraklik stresinde yetistirilen piring fidelerinde AsA, GSH, a-tokoferol ve
karotenoid igeriginin énemli 6l¢tide arttig1 bildirilmistir (Boo ve Jung, 1999; Sharma
ve Dubey, 2005).

Johari-Pireivatlou vd. (2010), ciceklenme sonrasi kurakhigin 4 farkli bugday
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Uygulanan kuraklik stresi ile bitkilerde ortalama
% 25 verim kaybi gozlenirken stres kosullarinin bitkilerde toplam ¢dziinebilir

karbohidrat miktarinin artisina neden oldugu belirtilmistir.

Kuraklik stresi altindaki bitkilere uygulanan bazi antistres ajanlar1 yardimiyla
tolerans kazandirma ¢aligmalari da mevcuttur. He vd. (2009), H,0, ile 6n muamele
yapilan bugday tohumlarimin kurakliga dayanikliligimi aragtirmiglardir. H»O;
uygulanmis olan filizlerin kontrol grubuna gore daha diisiik gelisme gosterdigi ve
bunun nedeni ise i¢sel antioksidan sistemleri oldugu rapor edilmistir. Calismada bu
filizlerin yiiksek fotosentez oranina, yaprak alanina ve kuru agirliga sahip olduklar
saptanmistir. Bunun yaninda H,O; uygulamasinin, su kullanim verimliligini ve prolin
miktarin1 artirdigr belirtilmistir. H,O, 6n muamelesinin membran stabilitesini
gelistirdigi, membran hasar oraninda ve MDA igeriginde azalma sagladigi
belirtilmistir. Filizlerde, CAT ve APX gibi antioksidan enzimlerin ifadesinde artis
saptanmigtir. Calismanin ardindan H;O,’nin stres sartlar1 altinda antioksidan
enzimlerin aktivasyonunu tetikledigi boylece oksidatif hasarin hafifletildigi ve
kuraklik sartlar1 altinda filizlerin fizyolojik davraniglarini iyilestirdigi rapor

edilmistir.

SNP kullanarak digsal NO’nun osmotik stres uygulanmis bugday fidelerinde

oksidatif hasarin ve prolin birikiminin arastirildigi bir ¢alismada, bu stresin bugday
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yapraklarinda SOD ve CAT aktivitesinde azalmaya neden olurken siiperoksit anyonu
tiretiminde ise artis meyadana getirdigi saptanmistir. Bu durumun ise lipit
peroksidasyonunda artisa ve fotosentezde diisiise neden oldugu bildirilmistir. NO
uygulamasinin ise SOD ve CAT aktivitesi ile siiperoksit anyonu miktarini artirici,
lipit peroksidasyonunu inhibe edici etki yaptigt bildirilmistir. Osmotik stres altinda
uygulanan NO’nin yaprak su kaybinin azalmasina, oransal su ve prolin igeriginin ise
artmasina neden oldugu belirtilmistir. Sonug olarak NO’nun bugday yapraklarinda

osmotik stresin neden oldugu spesifik hasarlar1 engelledigi rapor edilmistir (Tan vd.,
2008)

Aldesuquy ve Ghanem, (2015) yaptiklar1 ¢alismada; kuraklik stresi kosullarinda
hassas ve dayanikli bugday varyetelerini yetistirmislerdir. Elektrolit sizinti, MDA,
fenolik bilesik ve flavonoid miktarindaki artisin hassas varyetede, APX ve POD
enzimlerinin aktivitelerindeki artigin ise dayanikli varyetede daha belirgin oldugunu
bildirmiglerdir. Caligmalarinda her iki varyeteye de ayr1 ayr1 ve kombin trehaloz-
salisilik asit uygulamalarmin lipid peroksidasyon seviyesini ve elektrolit sizinti
miktarin1 azalttigi kaydedilmistir. Ayrica bu uygulamalarm APX ve POD
enzimlerinin aktivitelerini de onemli 6l¢ilide diisiirdiigli ifade edilmistir. Bu diisiisiin
ise dayanikli varyetede daha fazla gergeklestigi belirlenmistir. Arastirmalarinin
sonucunda trehaloz-salisilik asit uygulamalarinin bugdayda kurakliga toleransta

onemli katki sagladigini tespit etmislerdir.

Fasulye bitkilerine ise su stresi altinda farkli salisilik asit dozlari uygulamasi
yapilmis, bitkiler ii¢ yaprakli doneme ulastiginda her ii¢ giinde bitkiler salisilik asit
0.025-0.1 mM dozlar1 dokuz giin uygulanmistir. Bitkiler solma noktasina ulasinca
uygulama kesilmistir. Etkili ve potansiyel kuantum verimi ve elektron tasima hizi
stres sirasinda ve sonrasinda Olgiilmiistiir. Prolin igerigi, SOD aktivitesi, ¢oziinen
protein igerigi ve kuru madde igerigi 24 saat sonra Ol¢iilmiis ve artan salisilik

dozlarinda bitkide toleransin artirildigi bildirilmistir (Neto ve Duares, 2006).
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Bitkilerde degisik amaclar igin {retilen sekonder metabolitlerin biyolojik
aktivitelerinin ortaya konmast amaciyla yapilmis birgok calisma vardir. Bu
caligmalarin bazilarinda a-pinen’nin kanserli dokular iizerinde antiprolifetatif (hiicre
cogalmasini 6nleme), apoptotik ve antimetastatik etkiye sahip oldugu vurgulanmistir

(Matsuo vd., 2011; Aydin vd., 2013)

Sieniawska vd. (2013), Mutellina purpurea bitkisinde izole ettikleri a-pinen
monoterpenini  Staphylococcus  epidermidis  bakterisine  0.625  mg/mL
konsantrasyonunda uygulamiglardir. Sonug¢ olarak 6nemli diizeyde antibakteriyel

tesir gosterdigini vurgulamislardir.

Porres-Martinez vd. (2015), Salvia lavandulifolia bitkisinden elde ettikleri a-pinen
monoterpenin  invitro  kosullarda  antioksidan  6zelligini  belirlemislerdir.
Caligmalarinda oa-pinen’in antioksidan igerigini 0.03 (mmol Trolox/mg) olarak

belirlemislerdir.

Gomes-Carneiro ve ark. (2005), (+)&(—)-o-pinene PB-myrcene ve o-terpinene
monoterpenlerini herhangi bir mutajenik etkisinin olup olmadigini gézlemlemek igin
Salmonella typhimurium bakterisine uygun konsantrasyonlarda uygulamislardir.

Mutajenik etki gozlememislerdir.

Adegoke vd. (2000), a-terpinen, (+)-limonen, a-pinen, 1,8-cineol olmak iizere 4
farkli monoterpenin gida bozulmalarina sebep olan bazi mayalar ve mikotoksijenik
kiifler tizerine antifungal aktivitesini incelemislerdir. Sonug olarak a-terpinen ve (+)-
limonen’nin daha etkili oldugunu tesbit etmislerdir. Liapi ve arkadaslarinin (2007),
Eucalyptus camaldulensis bitkisinin yapraklarindan elde ettikleri [-pinen
monoterpeninin antinosiseptif 6zelligini incelemislerdir. Bulgularinda neredeyse

morfine esdeger bir agriy1 dindirici bir etkisinin oldugunu belirtmislerdir.

Lu vd. (2002), Hyssopus officinalis bitkisinin kas gevsetici 6zelligini incelidikleri

caligmalarinda bu bitkinin major esansiyel yaglarin1 tesbit ettiklerinde
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isopinocamphone ve limonene ile Dirlikte beta-pinene’ninde  oldugunu

belirlemiglerdir.

Martins vd. (2001), Zingiberaceac familyasina ait {i¢ farkli tiiriin esansiyel yag
igerigini incelemislerdir. Bu ii¢ tiiriin hepsinde de B-pinen major esansiyel yag olarak
tesbit edilmistir. Ayrica esansiyel yag iceriklerinin Gram-pozitif ve Gram-negatif
bakterilere, ipliksi mantarlara ve mayalara kars1 antikmikrobiyal etkilerinin oldugu

belirlenmistir.

Lee vd. (2008), Pinus koraiensis bitkisinden elde ettikleri esansiyel yagi Gram-
pozitif, Gram-negatif bakteriler ve bazi mantarlar {izerinde Onemli Olgiide
antimikrobiyal etkilere sahip oldugunu belirlemigleridir. Esansiyel yag igerigi

incelendiginde B-pinene’nin major yaglardan biri oldugu goriilmektedir.

Schmidt vd., (2009), Mentha x piperita bitkisinin gii¢lii bir antioksidan etkiye sahip
olduklarini belirtmisler ve bunun yaninda bu bitkinin esansiyel yag kompozisyonunu

incelediklerinde B-pinen’nin major yaglardan biri oldugunu gostermislerdir.

Daise vd. (2008), Artemisia cinsine ait 7 farkli tiiriin hem esnsiyal yag kompozisyonu
hem de antioksidan ve antimikrobiyal etkilerini belirlemislerdir. Bu g¢alismadaki
Artemisia cana, A. frigida, A. longifolia ve A. ludoviciana tiirlerinin esansiyel yag

igerikleri incelendiginde beta-pinene’nin major yaglardan biri oldugu goriiliir.

Bektas vd. (2005), Salvia tomentosa bitkisinin antimikrobiyal ve antioksidan
etkilerini aragtirdiklar1 ¢aligmada B-pinene’nin major yaglardan biri oldugunu

gostermislerdir.

Mourey ve Canillac (2002), konifer agaclarin major esansiyal bileseni olan a ve
pinene, R- ve S-limonene, 1,8 cineole, borneol esansiyel yaglarmi insanlarda ve
hayvanlarda patojen olan Listeria monocytogenes bakterisi tizerine uyguladiklarinda

onemli Olgiide bakteriyi inhibe edici etkisini gozlemlemislerdir.
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Porres-Martinez vd. (2015), tibbi 6zelligiyle bilinen Salvia lavandulifolia bitkisinin
esansiyel yag komponentlerini tespit ettikten sonra major element olarak
belirledikleri a-pinene ve 1,8-cincole monoterpenlerini kanserli beyin doku hiicre
kiltliriine uygulamiglardir. Calismalarinda iki monoterpenin antiradikal ve hiicre
koruyucu etkisini ve SOD, CAT, POD ve GR aktivitelerini elektroforetik yontemle
belirlemislerdir. Sonug olarak a-pinene ve 1,8-cineole monoterpenlerinin kanserli
doku hiicrelerinde redoks diizenleyici olarak koruyucu etki sagladigini

vurgulamiglardir.

Sekonder metabolitler bircok biyolojik aktivitelerinin yaninda, bitkilerin stres
kosullarinin tistesinden gelmesinde ve onlarin ¢evre kosullarina adaptasyonunda ¢ok
onemli rol oynarlar. Cevre faktorlerinden olan sicaklik, nem, yiiksek 1s1k yogunlugu,
fazla su ve mineral streslerinde sekonder metabolitlerin iiretimi artis gosterir
(Ramakrishna ve Ravishankar, 2011). Farkli stres etmenleri ile bitkilerde meydana

gelen sekonder metabolit artisi ile ilgili baz1 ¢aligmalar incelendiginde;

Tuz stresi altinda yetistirilen; Grevillea tiirlerinde antosiyanin (Parida vd., 2005),
domates’de jasmonik asit (Pedrazani vd., 2003), biber’de toplam fenolik madde
(Navarro vd., 2006), Helianthus annuus’da poliamin (Mutlu ve Bozcuk, 2007),
Sesamum indicum’de GABA (Bor vd., 2009), Hordeum vulgare’de Flavonoids (Ali
ve Abbas, 2003), Cakile maritima’de polifenol (Ksouri vd., 2007), Datura
innoxia’de tropane alkaloidleri (Brachet ve Cosson, 1986), Glycine max’de

Trigonellin (Cho vd., 1999) miktarlarinda artis belirlenmistir.

Agir metal stresi altinda yetistirilen; Lithospermum’da sikonin (Mizukami vd.,
1977), Digitalis lanata’da digitalin (Ohlsson ve Berglund, 1989), Beta vulgaris’de
betalanin (Trejo-Tapia, 2001; Thimmaraju ve Ravishankar, 2004), arpa, kolzada
beyaz yulaf, bezelyede ve piringte putresin (Jacobsen vd., 1992; Weinstein vd., 1986;
Lin ve Kao, 1999), Lepidium sativum’da lepidin (Saba vd., 2000), Brugmansia

candida koklerinde tropane alkaloids, scopolamine ve hyoscyamine (Pitta-Alvarez
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vd., 2000), Taksus tiirlerinde taksol (Angelova ve Georgiev, 2006) miktarlarinda artis

gozlenmistir.

Soguk stresi altinda yetistirilen; clma agaglarinda klorojenik asit (Perez-llzarbe
vd., 1991), misirda antosiyanin (Christie vd., 1994), Pinus pinaster’de ig¢sel jasmonik
asit (Pedranzani ve ark., 2003), havug hiicre kiiltiirinde poliamin (Lei vd., 2004),
bugdayda putresin ve spermin (Nadeau vd., 1987), yoncada putresin (Nadeau vd.,
1987), Pringlea antiscorbutica’da agmatine ve putrescine (Hummel vd., 2004)

miktarlarinda artis kaydedilmistir.

Isik stresi altinda yetistirilen; Zingiber officinale kallus kiiltiiriinde gingerol ve
zingiberene (Anasori vd., 2008), tathh kiraz, Perilla frutescens, Melastoma
malabathricum, ¢ilek, havu¢ ve Centaurea cyanus’da antosiyanin (Arakawa vd.,
1985; Kakegawa vd., 1991; Arakawa vd., 1993; Sato vd., 1996; Narayan vd., 2005;
Chan vd., 2010), Digitalis purpurea’da digitoxin (Hagimori vd., 1982), Artemisia
annua’da artemisin (Liu vd., 2002), Taxus cuspidate’nin hiicre kiiltiiriinde taxol ve

baccatin Il (Fett-Neto vd., 1995) miktarlarinda artis tespit edilmistir.

UV-B 151k stresi altinda yetistirilen; arpa’da flavonoit (Liu ve ark., 1995), kabak’da
poliamin (Kramer vd., 1991), Picea abies, iliziim yapraklarin ve giimiis hus
agacinda flavonol (Fischbach vd., 1999; Tegelberg vd., 2004), Catharanthus
roseus’da vinblastine ve vincristine (Bernard vd., 2009), soya fasiilyesinde ve
bezelyede flavonoid (Shiozaki vd., 1999; Liang vd., 2006), saricam’da fotosentetik
pigment ve kondense tanen (Lavola vd., 2003) miktarlarinda artig bildirilmistir.

Mineral eksikligi stresi altinda yetistirilen; havucta ve iizimde antosiyanin
(Rajendra vd., 1992; Tuteja vd., 2007), domateste antosiyanidin ve quersetin-3-O-
glukosid (Bongue-Bartelsman ve Phillips, 1995), fasiilyede putresin (Zeid vd., 2009)

miktarlarinda artis belirlenmistir.
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Kuraklik stresi altindaki bitkilerde bazi1 sekonder metabolitlerin artisini gosteren
calismalar da vardir. Scrophularia ningpoensis’de glilozit (Wang vd., 2010),
Papaver somniferum’da morfin alkoloid (Szabo vd., 2003), soya fasiilyesinde
trigonellin (Cho vd., 2003), Brassica napus’da glukozinolat (Jensen vd., 1996),
Lupinus angustifolius’ta chinolizit alkaloit (Christiansen vd., 1997), cayda epikatesin
(Hernaendez vd., 2006), Hypericum brasiliense’de betulinik asit ve rutin (De Abreu
ve Mazzafera, 2005), bezelyede flavonoid ve antosiyanin (Larson, 1988; Noguees
vd., 1998), aygciceginde klorojenik asit (Del Moral, 1972), Salvia miltiorrhiza’da
rosmarinik asit (Liu ve ark., 2011), sogiit yapraklarinda flavonoid ve fenolik asit
(Larson, 1988), Echinea purpurea’da toplam fenonik igerik (Gray vd., 2003),
Thymus capitatus’da fenolik bilesikler (Delitala vd., 1986), Senecio longilobus’da
pyrrolizidin alkaloid (Briske ve Camp, 1982), Manihot esculenta, Triglochin
maritima ve Eucalyptus cladocalyx’da siyanojik glikozit (De Bruijn, 1973;
Okogbenin vd., 2003; Clawson ve Moran, 1937; Woodrow vd., 2002) kuraklik stresi

sirasinda artig1 goriilen sekonder metabolitlerdir.

Farkli stres faktorleri ile birlikte bitkilerde esansiyel yag iiretimi ile monoterpen
kompozisyonlarindaki artiglari gosteren c¢aligmalar oldukca fazladir. Tuz stresi
altinda yetistirilen; Coriandrum sativum’da octanal, 1,8-cineole, borneol, (E)-2-
nonenal, linalyl acetate, (E)-2-undecenal ve tetradecanal (Neffati ve Marzouk, 2008),
Salvia officinalis’de a-pinene, a-thujene ve camphene (Taarit vd., 2010), Origanum
majorana’da tricyclene, a-pinene, sabinene, a-phellandrene, a-terpinene, limonene,
1.8-cineole, terpinolene ve linalyl acetate (Baatour vd., 2012), Carthamus
tinctorius’da Z-3-hexenol, camphene, sabinene, B-pinene, myrcene, a-terpinene,
linalool, a-terpineol ve caryophyllene oxide (Harrathi vd., 2012), Nigella sativa’da
myrcene, a-phellandren, a-terpinene, limonene, y-terpinene (Bourgou vd., 2010),
Mentha x piperita’da myrcene, menthone, Mentha pulegium’da limonene, L-linalool,
p-menthone, p-menth-1-en-8-ol, (S)-(-), piperitone ve piperitenone,  Mentha
suaveolens’da sabinene, myrcene, trans-ocimene, L-menthone, 4-terpineol, p-menth-
1-en-8ol, (S)-(-)-, nerol, geranyl acetate ve germacrene D (Aziz vd., 2008)

miktarlarinda artig tespit edilmistir.
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Soguk stresi altinda yetistirilen; Origanum dictamnus’da p-cymene, cis-sabinene
hydrate, p-cymenene, borneol, p-cymen-8-ol, cumin aldehyde, thymoquinone ve
caryophyllene oxide (Lianopoulou ve Bosabalidis, 2014) miktarlarinda artis

bulunmustur.

Cevre Kkirliligine maruz kalmis; Pinus pinaster’de B-pinene, a-phellandrene, (E)-b-
ocimene, P—elemene, p—caryophyllene ve manool oxide (Dziri ve Hosni, 2012)

miktarlarinda artis belirlenmistir.

Patojen saldirisina maruz kalmis; Atractylodes lancea’da atractylone, hinesol, B-
eudesmol ve atractylodin (Ren ve Dai, 2012), Agir metal stresine maruz kalmis;
Salvia officinalis’de 1,8-cineole, camphor, borneol ve bornyl acetate (Stancheva vd.,

2010) esansiyel yag bilesenleri artis gdstermistir.

Kuraklik stresi altindaki bitkilerde bazi sekonder metabolitlerin artisin1 bildiren
calismalar da olduk¢a fazladir. Salvia officinalis’de thujone, cineole, camphor
(Novak vd., 2010), Parthenium argentatum’de y-Eudesmol, B-eudesmol, a-pinene,
sabinene, -pinene ve myrcene (Nik vd., 2008), Bunium persicum’de myrcene, 1.8-
cineole, y-terpinen-7-al, B-pinene ve p-cymene (Saeidnejad vd., 2013), Cymbopogon
nardus ve Cymbopogon pendulus’de de geraniol ve sitral (Singh-Sangwan vd.,
1994), Matricaria recutita’da estragole, B-pinene, a-pinene, caryophyllene ve
chamazulene (Farhoudi vd., 2014), Mentha piperita’da mentol ve pulegone
(Khorasaninejad vd., 2011), Frenk kimyonunda camphene, B-pinene, [-myrcene,
limonene, Y'-terpinene, (E)-p-ocimene, terpinolene, Z-3-hexenol, trans-limonene
oxyde, linalool, a-terpineol, carvone, a-Selinene, B-selinene ve citronellol (Laribi vd.,
2009) Cuminum cyminum’da ¢alismada camphene, -pinene, p-cymene, limonene,
Y-terpinene, trans-sabinene hydrate, trans-pinene hydrate, acetoxylinalool, o-
terpinolene, pulegone, cuminaldehyde ve p-menta-1,3-diene-7-al (Vazin, 2013),
Melissa officinalis’de toplam esansiyel yag miktar1 (Farahani vd., 2009), adacayinda
a-pinene camphene, B-pinene, (E)-B—ocimene, 1,8-cineole, a-thujone, B-thujone,

camphor, a—campholenal, linalool, terpinene-4-ol, a-terpineol, borneol, nerol, linalyl
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acetate, bornyl acetate, a-humulene, germacrene-D, B-elemene, viridiflorol, manool
(Bettaieb vd., 2009), maydanozda diiz yapraginda; a-pinene, B-pinene ve myristicin,
kivrik yapraginda; a-pinene, B-pinene, muyristicin, B-myrcene, a-phellandrene, p-
cymene, B-phellandrene, terpinolene+p-cymenene, 1,3,8-p-menthatriene, B-elemene,
turp kisminda; a-pinene, [-pinene, [-phellandrene, terpinolene+p-cymenene,
myristicin ve apiole, kok kisminda ise; a-pinene, B-pinene, 3-elemene, myristicin ve
apiole (Petropoulos vd., 2008), Ocimum basilicum’de camphene, sabinene, f—pinene,
linalool, camphore, eugenol, methyl-eugenol, Ocimum americanum’de 1,8-cineol,
camphore, linalool, farnesene, P—bisabolene, methyl-chavicol, eugenol (Khalid,
2006), Satureja hortensis’de o—thujene, a—pinene, B—pinene, myrcene, a-terpinene,
carvacrol ve bicyclogermacrene (Baher vd., 2002), Thymus zygis’da myrcene, o—
phellandrene, a-terpinene, Y-terpinene ve a-humulene (Sotomayor vd., 2004)

esansiyel yag bilesenleri artig gostermistir.

Kuraklik stresinde monoterpenlerin alt birimleri olan izoprenlerin yayiliminm
gosteren ¢aligmalar incelendiginde: Kuraklik stresi hem izopren yayilimini hemde
fotosentezi farkli bir sekilde etkiler (Velikova, 2008). Isopren emisyonu kuraklikta
yetistirildikten sonra yeniden sulanan bitkilerde siirekli 1yi sulanan bitkilere gore
daha fazla gergeklestigi tespit edilmistir (Fang vd., 1996). Quercus virginiana
tizerinde yiiriitiilen bir ¢aligmada ise 12 giinliik kuraklik periyodunun fotosentezde
onemli azalmalara sebep olmustur. Bu calismanin 8. gilinline kadar izopren
emisyonunda Onemli oranda degsiklik gozlenmezken 12. giiniin sonunda ciddi
kuraklik stresinde fotosentez olumsuz etkilendigi icin izopren sentezi de azalmistir
(Pegoraro vd., 2004a). Populus deltoides (Pegoraro vd., 2004b) ve Populus alba
(Brilli vd., 2007) tiirlerinde kuraklik stresinde izopren emisyonu fotosentezden daha
duyarlidir. Kisa siireli siddetli kuraklik izopren emisyonundan daha ¢ok fotosentzi
olumsuz etkiler (Sharkey ve Loreto 1993). Fotosentezin aksine kuraklik stresine
izopren emisyonunun cevabi stoma iletkenliginden bagimsizdir. Fakat buna ragmen
stoma iletkenliginin izopren emisyonunun sabit kaldig1 kurak periyotta biiytik 6lciide

azaldig1 da bildirilmistir (Fall ve Monson 1992; Fang vd., 1996). Sonug olarak stoma
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faktorii kuraklik durumunda izopren emisyonunu etkilemedigi bildirilmistir

(Pegoraro vd., 2004a; Brilli vd., 2007).

a ve B-pinen monoterpenlerinin dissal uygulamalarinin bitkiler tizerindeki etkilerinin
incelendigi ¢alismalar da mevcuttur. Bu arastirmalarda genellikle etken maddelerin
fitotoksik ozellikleri vurgulanmis olup g¢aligsmalarin ¢ogunda monoterpenler petri
ortamindaki tohumlara uygulanarak ¢imlenme {izerine etkisi ve kok gelisimi
parametreleri arastirilmistir. Bu ¢alismalardan bazilart incelendiginde; Singh vd.
(2006a) a-pinen monoterpeninin kiiltiir ve yabanci bitkilerindeki fitotoksik etkilerini
belirlemeyi amagladiklar1 ¢aligmalarinda; Cassia occidentalis, Amaranthus viridis,
Triticum aestivum, Pisum sativum ve Cicer arietinum bitkilerini 1-10 mg/ml™o-pinen
iceren kiiltiir ortaminda ¢imlenmeye birakmislardir. Fide haline gelen Cassia
occidentalis bitkisinin kok dokularinda, elektrolit sizinti, MDA, hidrojen peroksit,
prolin miktarlarinin yani sira bazi antioksidan enzimlerin (SOD, APX, GPX, CAT ve
GR) aktivitelerini belirlemislerdir. Sonug¢ olarak a-pinen’nin kok dokularinda ROS
birikiminden kaynaklanabilecegi hasarin bitkide biiylime ve ¢imlenmeyi olumsuz

etkiledigini vurgulamiglardir.

Areco vd. (2014) 0.16 mM a ve B-Pinen monoterpenlerinin enantiyomerlerinin (- ve
+) musirin  erken biiylime ve c¢imlenme evresinde etkisini gdzlemledikleri
calismalarinda; bazi biliylime parametreleri (kdk-koleoptil kuru agirlik ve uzunlugu),
ABA birikimi, toplam fenolik madde, klorofil ve feofitin miktarlarim
arastirmiglardir. Caligmalarinda kullanilan bu 4 pinen izomerinin farkl fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalar1 tetikleyerek bitkide ¢imlenmeyi ve fide biiylimesini

olumsuz etkiledigini ifade etmislerdir.

Chowhan vd. (2011) piring bitkisinin erken biiyime safhasinda  [-pinen
monoterpeninin ml basina 0.08-0.8 mg dozlarinin fitotoksik etkilerini arastirdiklari
caligmalarinda; koleoptil kuru agirligi-boy uzunlugu, kok dokularinda Klorofil,

protein ve karbohidrat igerigi ile peroksidaz aktivitesini incelemislerdir. Sonug olarak
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B-pinen’nin bitkinin erken biiyiime safhasinda bazi biyokimyasal siirecleri

degistirerek bitki biiylimesini olumsuz yonde etkiledigini tespit etmislerdir.

Chowhan vd. (2013) 0.02-0.8 mg/ml uyguladiklar1 B-pinen igeren kiiltiir ortaminda
¢imlenmeye biraktiklar1 Cassia occidentalis bitkisinde biiylimenin erken evrensinde
bitkide; bitki uzunlugu ve kuru agirlik, kok dokularinda lipid peroksidasyon seviyesi,
elektrolit sizinti, klorofil ve hidrojen peroksit miktari, POD aktivitesini
incelemislerdir. Sonu¢ olarak B-pinen’nin bitkide ¢imlenmeyi ve fide gelisimini

olumsuz etkiledigini rapor etmislerdir.

Chowhan vd. (2014), hidroponik sistemle yetistirdikleri bugday bitkisinin erken
biiyiime sathasinda 10-100 uM B-pinen monoterpenini farkli dozlarda uygulayarak
bitkide meydana gelen antioksidan mekanizmadaki degisimleri arastirdiklar:
calismalarinda; kok ve koleoptil uzunlugu, elektrolit sizinti, MDA, siiperoksit
anyonu, hidrojen peroksit miktarlarin1 ve bazi antioksidan enzim aktivitelerini
belirlemiglerdir. Doz artisina bagli olarak bugday koklerinde SOD, POD, APX, CAT
ve POD aktivitelerinde artisa neden olmustur. Ayrica elektrolit sizinti, MDA,
hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonu miktarinin B-pinen uygulamasi ile arttigini

bildirmislerdir.

Terpenlerin Onciilii olan izoprenlerin bitkilerde cesitli streslere karsi koruyucu
rollerinin arastirildigi ¢alismalar vardir. Bu arastirmalarda izoprenlern koruyucu

rolleri ROS siiplirme ve termokoruma hipotezleriyle agiklanmaya ¢aligilmistir.

Antioksidan hipotezine gore, bitkilerde dogal antioksidan olarak nitelendirilen
izoprenlerin olas1 fonksiyonlari g¢esitli c¢alismalarda ele alimmistir. Phragmites
australis yapraklarina yiiksek sicaklik uygulamasinda izopren yaymayan yapraklarda
izopren yayanlara gore hidrojen peroksit birikiminin daha fazla oldugu bildirilmis ve
yiiksek 1sikla miktarinin daha da arttigi vurgulanmistir. Yiiksek sicakliga maruz
kalan izopren yaymayan yapraklarda katalaz ve peroksidazin artis1 serbest oksijen

radikallerinin miktarinin artmasi olarak degerlendirilmistir. Isinin sebep oldugu lipid



44

peroksidasyon ve =zar hasarlar1 izopren yaymayan yapraklarda daha fazladir

(Velikova ve Loreto 2005).

Izopren emisyonunu inhibe eden fosmidomycin kimyasalinin uygulandig1 Platanus
orientalis bitkisinde yiiksek sicaklikta hidrojen peroksit ile birlikte zar hasarinin da
onemli dlgiide arttig bildirilmistir (Velikova vd., 2006). izopren yayan Phragmites
yapraklarina ozon stresi ile birlikte izopren emisyonunu engelleyen fosmidomycin
maddesinin uygulanmas1 hidrojen peroksit ve lipid peroksidasyonu artirdi.
Arastirmacilar izoprenlerin ROS’lar1 giderdigini ve zarlari denatiirasyondan

korudugunu vurgulamislardir (Loreto ve Velikova, 2001).

Pirnal mese yapraklarina izopren flimigasyonu gecikmeli de olasa yiiksek sicaklikta
antioksidan savunmada yanit olusturdugu bildirilerek izoprenlerin ROS
stiptirilmesinde kullanilabilecegi oOne siiriilmiistiir. Sicaklikla birlikte izopren
uygulanmig bitkilerde antioksidan savunma sistemine stresin ¢ok daha ileri boyuta
ulagsmasiyla ihtiyag duyuldugu vurgulanmistir (Pefiuelas vd., 2005). Baz
caligmalarda ozon stresiyle hasara ugrayan bitkilerde izoprenlerin oksidatif hasar
azaltip gii¢lii antioksidan etki gosterdigi bildirilmistir (Loreto vd., 2001; Loreto ve
Velikova, 2001; Velikova vd., 2005b).

Dogal bir metabolit olarak izopren yayan Tiiylii mese fidanlar1 ozon stresine maruz
kaldiklarinda fotokimyasal zarar1 en az hasarla atlatmiglar ve eski hallerine
donmislerdir (Velikova vd., 2005b). Ozon stresinde, bitki tarafindan izopren
yaylliminin azaltilmasi ROS ve zar peroksidasyonunun artisina sebep olmustur.
Izopren emisyonu ozon stresi uygulanmis bitki yapraklarinda yeniden sulamanin
ardindan ise kontrol bitkilerine kiyasla artis gostermistir. Biitiin bu arastirmacilarin
caligmalarindan elde edilen sonug ise, yiiksek izopren yayiliminin, 0zon stresine
maruz kalan ve yeniden sulanan yapraklarda ROS siipiiriilmesiyle mebran zar

biitlinliigiiniin korunmasina katkida bulundugunu bildirmislerdir (Velikova, 2008).
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Termotolerans hipotezine gore de izopren sentezleyen bitkilerin stres kosullarinda
avantaj saglamasi agisindan sikca tartigilir. Termotoleransa ilk kanit fotosistem II’de
klorofil fliioresans deneyi dayanir (Sharkey ve Singsaas, 1995). Bu deney
izoprenlerin sicaklikla iligkili oldugunu gostermistir. Bu deneyde yapraklar 45 °C’nin
altinda hasar géormemistir (Logan ve Monson, 1999). Bitkilerde farkli 1s1 tolerans
mekanizmas1 vardir (Sharkey ve Schrader, 2006) ve bunlarin birgogu tiim tiirlerde
bulunur. En 6nemli 6rnegi 1s1 sok proteinleri ve faktorleridir (Vierling, 1991; Nover

vd., 2001).

Sharkey vd. (2008), izopren yayabilen bir yapraga sicaklik stresinde fosmidomycin
uygulamasi bitkiyi hasara ugrattigini ifade ederek, fosmidomycin ile birlikte yapraga
digsal olarak izopren uygulamasinin ise bu hasari iyilestirdigini kaydetmislerdir.
Farkli bir caligmada da digsal izopren uygulamasinin izopren yayan bitkilerde

termokoruma sagladigi bildirilmistir (Sharkey vd., 2001).

Farkli terpen gruplarmin bitkiler {izerindeki etkileri bircok arastirmaci tarafindan
belirlenmistir. Fakat ugucu 6zellikte olan monoterpen bilesiklerinin digsal olarak
bitkilere uygulanip farkl streslere tolerans kazandirilmasi ile ilgili literatiirde heniiz
sadece bir ¢alisma (Mahajan vd., 2016) mevcuttur. Bu ¢alismada da petri ortaminda
krom stresine maruz birakilan Zea mays, Oryza sativa ve Triticum aestivum
bitkilerine 10 pM B-pinen uygulanarak bu strese karsi tolerans kazandirma
mekanizmasin1 aydinlatmaya arastirmiglardir. Arastirmacilar bu calismalarinda
tohumlarin ¢imlenme yiizdeleri, kok-koleoptil uzunlugu ve kuru agirliklari, klorofil
ve protein miktari, peroksidaz, polifenol oksidaz ve proteaz gibi enzimlerin
aktivitelerini belirlemislerdir. Sonug olarak erken biiyiime evresinde krom stresine
maruz kalan Zea mays, Oryza sativa ve Triticum aestivum bitkilerin [B-pinen

monoterpeni uygulamisyla bu hasarin indirgendigini tespit edilmistir.

Bitkiler kuraklik stresine c¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal yanit olustururlar.
Bunlardan diger 6nemli olanlar1 ise protein ekspresyonu, birikimi ve sentezidir

(Chen ve Tabaeizadeh, 1992; Cheng vd., 1993). Kuraklik stresinde yetistirilen
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bitkilerin protein profillerinde hem nicelik hem de nitelik olarak bazi degisiklikler
gozlenmistir (Riccardi vd., 1998). Kuraklik stresinde bazi proteinlerin sentezi
bitkinin bu strese tolerans kazandirmasiyla alakalidir (Bray, 1993; Han ve Kermode,
1996; Riccardi vd., 1998). Bitkiler kuraklik sitresine yanit olarak dehidrasyon
kaynakli protein ve ge¢ emriyogenez proteinlerini sentezlerler (Close ve Chandler,

1990).

Kuraklik stresinde baz1 proteinlerin  sentezi bitkinin bu strese tolerans
kazandirmasiyla alakalidir (Riccardi vd., 1998; Bray, 1993; Han ve Kermode, 1996).
Bitkiler kuraklik sitresine yanit olarak dehidrasyon kaynakli protein ve geg
emriyogenez proteinlerini sentezlerler (Close ve Chandler, 1990). Kuraklik stresi
altinda yetisen bitkilerde dehidrin proteinleri 9-200 kDa arasinda degisiklik gosterir
(Close, 1996). Kuraklik stresinde yetistirilen misirin elektroforetik ayriminda 50
proteinin bandinda artis, 23 proteinde azalis meydana gelirken 10 tane de yeni
protein bandinin meydana geldigi  bildirilmistir  (Riccardi vd., 1998).
Mohammadkhani ve Heidari (2008), kuraklik stresinde yetistirdikleri iki misir
varyetesinin elektroforetik ayrimin1 yapmislardir. Caligmalarinda hem dayanikli hem
de hassas varyetede 15, 17, 20, 27, 30, 37, 54 ve 59 KDa agirligindaki proteinlerde
artis belirlemislerdir. Khan ve ark., 2012 kuraklik stresinde yetistirdikleri iki farkli
bugday varyetesinin proteinlerini SDS-PAGE yontemiyle yiiriiterek belirlemislerdir.
Kuraklik ve kontrol grubunda 18, 25 ve 38 kDA agirligindaki proteinleri
belirlerlemislerdir. Kuraklikla birlikte ABA uygulamasinda 18 kDA agirhigindaki
protein belirlerken, SA uygulamasinda ise 45 kDA agirhiginda protein
belirlemislerdir. Calismalarinin sonucunda ABA ve SA uygulamalarmin kurakliga
tolerans1 artirdigii belirterek bunda bazi proteinlerin de etkisinin olabilecegini
vurgulamiglardir. Ullah vd. (2014) kuraklik stresinde yetistirdikleri iki farkli bugday
varyetesine mannnitol uygulayarak SDS-PAGE yontemiyle  protein tayini
yapmiglardir.sonus olarak 20 tane bant gozlemisledir. Fakat bant profilini
incelediklerinde iki varyete arasinda kaydadeger bir fark goremediklerini ifade
etmislerdir. Moradpour vd. (2014), 10 farkli bugday varyetesini kuraklik stresinde
yetistirerek SDS-PAGE yontemiyle bitki yaprak proteinlerinde bant profillerini
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gozlemislerdir. Calismalarinda 35 fakli bant belirlediklerini vurgulayarak bu
bantlarin genel itibariyel birbirine benzedigini ¢ok nadir de olsa bazi farkliliklarin
oldugunu kaydetmislerdir. Valifard vd. (2012), iki farkli bugday varyetesini kuraklik
stresinde yetistirerek bu bitkilerin strese verdikleri cevapt SDS-PAGE yontemiyle
elde edilen bantlara gore belirlemeye calismislardir. Caligmalarinda 175 Kda
agirhgindaki proteinin diger gruplara gore daha belirgin bant verdigini ve bu
varyetede ayrica diger gruplarda gozlenmeyen 33 ve 48 Kda agirliginda yeni
proteinin bantlarinin olustugunu vurgulamiglardir. Hassas varyetede ise bu bantlarin

gozlenmedigini ifade etmislerdir.

Literatiir incelendiginde de goriildiigii gibi monoterpenlerin digsal uygulamasi ile
bitkilerin strese toleransini artirmaya yonelik ¢alisma yok denecek kadar azdir.
Mevcut calismada ise saksi ortaminda 7 giinliik biiyiime evresinden sonra bitki
yapraklarina eksogen olarak atomizer yardimiyla 1-10 uM konsantrasyonda 100’er
ml a ve B-pinen monoterpenleri uygulanmistir. Uygulamadan sonra su kisitlamasina
ugratilan bugday fideleri 15. Giin istenilen tarla kapasitesi olan solma noktasina
erismislerdir. Bu andan itibaren {i¢ giin silire ile solma noktasindaki tarla
kapasitesinde bulunan bitkiler 18. Giin hasat edildi. Caligmada bitki biiylime
parametreleri olarak; RWC, fide basi kuru agirlik, klorofil igerigi ve klorofil a/b
oranina, reaktif oksijen tiirlerine (H,O,, O,", *OH ve TOS), antioksidatif stres
parametreleri olarak; antioksidan enzimlere (CAT, POD, SOD, APX, GR) ve
antioskidan madde olarak; toplam glutatyon, toplam askorbik asit, karotenoid igerigi,
toplam fenolik madde ve flovanoid, TAS ve osmoprotektanlar olarak; ¢oziiniir
protein, ¢oziiniir seker, indirgen seker ve prolin miktarlarina bakilmistir. Ayrica
kuraklik stresiyle birlikte uygulan monoterpenlerin koruyucu rollerini protein profili
olarak gorebilmek i¢in SDS-PAGE elektroferezi yapilmistir. Sonuglar bitki stres
fizyolojisi alaninda yapilan ¢alismalarda, sekonder metabolitlerin etki mekanizmasini

belirleme adina litaratiirde 6nemli bir boslugu gidermesi amaci tagimaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismada

yapilan biitiin deneyler

Erzincan iniversitesi bitki biyolojisi

laboratuvarinin imkanlar1 kullanilarak yapildi. Yapilan deneylerde kullanilan alet ve

cihazlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Deneylerde yararlanilan alet ve cihazlar

Cihaz Marka/Model Kullanilma gerekgesi
Buzdolab1 Argelik Orneklerin ve ¢ozeltilerin saklanmasi
Galgmah ST Wisd Lipid peroksidasyon aktivitesi 6l¢timiinde
su banyosu
Derin dondurucu Hotpoint Numunelerin ~ olglimler  asamasina  kadar
(-30 °C ve -86 °C) UPS1711 bozulmadan saklanmasi i¢in
E.Iektr(.)forez Bio-Rad SDS-PAGE ydntemi ile protein tayini
sistemi
Etliv Niive FN500 Bitki kurutma iglemlerinde
GC-MS Kurutulan bitki 6rneklerinin esansiyel yag analizi
Hassas terazi Axis Qozeltl - hazirlama ve numune kaldirma
islemlerinde
Iklim kabinleri JSR Bitkilerin yetistirilmesinde
Iyon . Hanna Elektrolit hasar ile donma hasar1 deneylerinde
konduktivimetre
Kaba terazi
(Maksimum 30 kg, Neck Saksilarin giinliik olarak sulama igleminde
1g hassasiyetli)
Manyetik Wisd Cozeltileri karigtirmada
karigtirici
Otomatik pipetler Iso-Lab Cozeltileri istenilen 6l¢tide aktarmada
pH metre Mettler-Toledo  Cozeltilerin pH ayarlanmasinda
Saf su cihazi GFL-2004 Saf su elde etmek igin
Sogutmali santrifiij Hettich Santrifiijleme deneylerinde
UV-visible Shimadzu Enzim gkthltelerlpln, !1p1d peroksidasyon miktari,
. ROS miktari, prolin miktari, askorbat ve glutatyon
spektrofotometre UVmini 1240 ) ot :
miktar1 6l¢iilmesinde
Isiticili ultrasonik 1so-Lab Bazi ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra daha homojen

su banyosu

karigmasi i¢in
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3.2. Kullanilan Bitki Materyalleri

Triticum aestivum L. (Ekmeklik bugday); bitkisinin kurakliga hassas (Cumhuriyet
75) ve dayanakli (Karahan 99) olmak {izere iki farkli bugday varyetesi kullanildi.
“Cumhuriyet 75” Pamukkale Tohumculuktan temin edilirken “Karahan 99” ise
Konya Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirligi’nden
temin edildi. Calismada yiiriitiilen biitiin fizyolojik ve biyokimyasal deneyler i¢in

numune olarak bitkinin sadece yapraklarindan yararlanildi.

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

3.3.1. a ve B-pinen cozeltileri

Kullanilan monoterpen bilesikler Sigma-Aldrich kimya sirketinden hazir olarak

temin edildi.

a. 10 uM a-pinen: 1,62 pL o-pinen’nin 10 mL etanol igerisinde ¢oziinmesi
saglandiktan sonra 1L saf suya tamamlanarak hazirlandi. Ciinkii monoterpenlerin
suda ¢oziinmesi yok denecek kadar azdir. Hazirlanan ¢ozeltinin bitkiye tutunmasinin

saglanmasi i¢in icerisine 1 mL Tween-20 atild1.

b. 1 uM a-pinen: Hazirlanmis olan 10 pM a-pinen ¢dzeltisinden 1/10 oraninda
seyreltildi. Eger ilk ¢ozeltiden hacim olarak 100 ml alindiysa, esit hacimde Tween-20

icermesi i¢in 1 L’ye tamamlanacak olan ¢ozelti igerisine 0,9 ml Tween-20 atildi.

c. 10 uM B-pinen: 1,6 pL pB-pinen’nin 10 mL etanol igerisinde ¢dziinmesi
saglandiktan sonra 1L saf suya tamamlanarak hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltinin

bitkiye tutunmasinin saglanmasi i¢in igerisine 1 mL Tween-20 atildu.

d. 1 uM B-pinen: Hazirlanmis olan 10 uM B-pinen ¢ozeltisinden 1/10 oraninda

seyreltildi. Eger ilk ¢6zeltiden hacim olarak 100 ml alindiysa, esit hacimde Tween-20
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icermesi i¢in 1 L’ye tamamlanacak olan ¢ozelti igerisine 0,9 ml Tween-20 atildi.
Biitiin ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra 1 gece galkalayicida calkalandi. Son olarak

bitkiye uygulamadan 6nce ise ultrasonik su banyosunda 10 dk bekletildi.

3.3.2. Enzimlerin homojenizasyon tamponu

50 mM Tris-HCI: 0,6055 g Tris-HC1 100 ml saf suda pH: 7,8 olacak sekilde
¢oziilerek hazirlandi. Hazirlanan bu ¢o6zeltiye 0,037 g EDTA (0,1 mM), 0,2 ml
Triton-X100 (0,2 %), 0,0174 g PMSF (1 mM), 0,0308 g DTT (2 mM) ilave edildi.
Elde edilen c¢ozelti enzimlerin homojenizasyon tamponudur. APX analizi i¢in
homojenizasyon tamponuna 5 mM (0,088 g) askorbat eklendi ve DTT yerine de %2
(w/v) PVPP (Polivinilpolipirolidon) kullanildi.

3.3.3. Peroksidaz aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler

a. 100 mM sodyum fosfat tamponu (Na;HPO., pH: 5,5): Peroksidaz aktivitesi
Olctimiinde kullanilan substrat tamponudur. 100 ml i¢in: 1,42 g NapHPO, alinarak 90
mL saf suda ¢oziildii ve pH: 5,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 100 mL' ye

tamamlanda.

b. Peroksidaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi: 54 pul guaikol ve 15
uL H,0; *dan (d=1.13 g/mol) 5 mM olacak sekilde yukarida belirtilen 100 mL 0,1 M
fosfat tamponu (pH: 5,5) i¢inde ¢oziilerek hazirlandu.

3.3.4. Katalaz aktivitesi ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler

a. 103.5 mM potasyum fosfat tamponu (KH,PO. pH: 7,5): Katalaz aktivitesi
Ol¢iimiinde kullanilan substrat tamponudur. 100 ml igin; 1,4 g KH,PO,4, 80 mL saf
suda ¢ozililmiis, 1 N NaOH ile pH: 7,5’¢ kadar titre edildi ve son hacim saf su ile 100

mL'ye tamamlandi.
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b. 40 mM H,0, cozeltisi: Katalaz aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilan substrat
¢ozeltisidir. 453 uL %30’luk H»,O, hacmi saf su ile 100 mL'ye tamamlanarak

hazirlandi.

3.3.5. Siiperoksit dismutaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan cozeltiler

a. 50 mM potasyum fosfat tamponu (K;HPO,, pH: 7,8): Siiperoksit dismutaz
aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan substrat tamponudur. 250 ml i¢in; 2,9 g K:HPO,4 200
mL saf suda ¢oziildiil N NaOH ile pH: 7,8’¢ kadar titre edildi ve son hacmi 250
mL’ye tamamlandi. Hazirlanan bu ¢6zelti igerisine sirasiyla 0,485 g metionin (13
mM), 0,015 g NBT (75 uM), 0,075 g EDTA (0,1 mM), 125 pL Triton X-100
(960,025) ilave edilerek ¢oziildi. Elde edilen ¢ozelti enzim dlgiimii igin gerekli olan

reaksiyon karigimidir.

b. 2 mM riboflavin; 1 L i¢in: 0.038 g riboflavin, 1 L saf suda ¢oziilerek hazirlandu.

3.3.6. Askorbat peroksidaz aktivitesi 6l¢ciimiinde kullanilan ¢ozeltiler

50 mM potasyum fosfat tamponu (KH2POy, pH: 7): Askorbat peroksidaz aktivitesi
6lctimiinde kullanilan substrat tamponudur. 100 ml i¢in; 0,68 gr KH,PO, 100 mI’de
¢oziiliinceye kadar karistirildi. Hazirlanan bu ¢6zelti igerisine 0,0088 g askorbik asit
(0,5 mM), 0,037 g EDTA (0,1 mM) ve 20,5 ul H,0, (2 mM H,0,) ilave edilerek

karistirilir. Elde edilen ¢6zelti enzim dl¢limii i¢in gerekli olan reaksiyon karigimidir.

3.3.7. Glutatyon rediiktaz aktivitesi 6l¢ciimiinde kullanilan ¢ozeltiler

a. 25 mM sodyum fosfat tamponu (Na;HPO,, pH: 7,8): Glutatyon rediiktaz aktivitesi
Olciimiinde kullanilan substrat tamponudur. 100 ml i¢in; 0,355 g Na;HPO4 100 ml’de
¢oziiliinceye kadar karistirildi. Hazirlanan bu ¢ozelti igerisine 0,0306 g GSSG (0,5
mM) ve 0,01 g NADPH (0,12 mM) ilave edilerek karistirildi. Elde edilen ¢ozelti

enzim Ol¢iimii i¢in gerekli olan reaksiyon karigimidir.
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3.3.8. Malondialdehid seviyesinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

a. %5’lik TCA (Trikloroasetik asit): Ekstraksiyan i¢in kullanilan bu ¢ozeltide, 100
mL’lik ¢ozelti igin; 5 g TCA saf su igerisinde 100 ml’ye tamamlandi. TCA tam

olarak ¢ozilinene kadar karistirilarak hazirlandi.

b. %20’lik TCA + %0,5’lik TBA (Tiobarbutirik asit): Lipid peroksidasyon
aktivitesinin reaksiyon ¢ozeltisidir. 20 g TCA saf su igerisinde 100 ml’ye
tamamlandiktan sonra tam olarak ¢Oziinene kadar karistinnldi. Daha sonra bu
¢ozeltinin igerisine 0,5 g TBA ilave edilir ve seffaf sarims1 renk olusuna kadar iyice

karigtirilarak hazirlandu.

3.3.9. Hidrojen peroksit (H,O,) miktarimin élgiimiinde kullanilan c¢ozeltiler

a. % 5’lik Ti(SOy), (Titanyum siilfat): % 20 lik Ti(SO,), soliisyonu 1/3 oraninda
seyreltidi.

b. % 19’luk NH,OH (Amonyum hidroksit): %26’lik amonyum hidroksit’den 18,27

ml alinip saf su ilave edilerek 25 ml’ye tamamlandi.

c. 2 M’lik H,SO,4 (Siilfirik asit): 20 mL %98’lik H,SO,4 80 mL saf su igerisine ilave

edilerek 100 mL’ ye tamamlandi.

d. Saf aseton: Homojenizasyon i¢in kullanildi.

3.3.10. Hidroksil radikali (*OH) siipiiriilme aktivitesinin belirlenmesinde
kullanilan ¢ozeltiler

a. 20 mM sodyum fosfat tamponu (NazHPO,, pH: 7): Hazirlanan bu ¢ozelti yaprak
numunelerini ekstrakte etmek i¢in gerekli olan homojenizasyon tamponudur. 100 ml
i¢in; 0,284 g Na;HPO,4 100 ml suda ¢oziilerek pH: 7’ye ayarlandi. Elde edilen ¢ozelti,
hidroksil radikalini belirlemek igin gerekli olan homojenizasyon tamponudur ve ayni

zamanda substrat tamponu i¢in de kullanildi.

b. 10 mM 2-deoxyribose: 0,1333 gr 2-deoxyribose 100 ml saf su i¢erisinde ¢oziildii.
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. 10 mM FeSO,4 (Demir siilfat): 0,2783 gr FeSO,4 100 ml saf su igerisinde ¢oziildii.
d. 10 mM EDTA: 0,3717 gr EDTA 100 ml saf su igerisinde ¢6ziildii.
e. 10 mM H,0;: 107,5 uL H,0, 100 ml saf su igerisinde ¢oziildii.

f. 50 mM NaOH + TCA (%2,8) ¢ozeltisi: 0,2 gr NaOH 95 ml saf su igerisinde
¢oziildii. Daha sonra 2,8 gr TCA ilave edilir ¢oziilene kadar karistirildiktan sonra

¢ozeltinin son hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

g. TBA (%1) ¢ozeltisi: 1 gr TBA 95 ml saf su igerisinde ¢oziilene kadar hafif 1sida

karistirildi. Cozeltinin son hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

3.3.11. Siiperoksit anyon radikali (O,") miktar1 belirlenmesinde kullamilan
cozeltiler

a. 65 mM Potasyum fosfat tamponu (K;HPO, pH: 7,8): 100 ml igin; 1,132 g K;HPO,4
90 mL saf su da ¢oziilir pH: 7,8’e ayarlandiktan sonra saf su ile 100 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi. Elde edilen ¢ozelti, Sliperoksit anyon radikalini belirlemek
icin gerekli olan homojenizasyon tamponudur ve ayni zamanda substrat tamponu

icen de kullanildi.

b. 10 mM Hydroxilamine: 100 ml igin; 0,069 g Hydroxilamine alindi 100 ml saf

suda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

c. 17 mM ABSA (Amonyum benzono siilfonik asit): 100 ml igin; 0,2944 g alind1 ve

100 ml saf suda ¢oziindiiriilerek hazirland.

d. 17 mM 1-Naftilamine: 100 ml igin; 0,243 g 1- Naftilamine alinmig 10 ml asetonda

¢oziildii ve son hacmi saf su ile 100 ml ye tamamlanarak hazirlandi.

3.3.12. Coziilebilir protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan ¢ézeltiler

a. Coomassie Brillant Blue G-250: 100 ml igin; 0,01 g Coomassie Reaktif G-

250’den alindi, 5 ml etanolde ¢oziildii. Uzerine 10 ml fosforik asit ilave edildi ve
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karigtirildi. Saf su ile tlizeri 100 ml’ye tamamlandi. Bu boyali ¢ozelti kurutma
kagidi ile huniden gegirildi. Bu islemden sonra boya kullanima hazir hale geldi.
b. Yapraklarda ¢oziilebilir protein miktarinin belirlenmesinde enzimler i¢in

hazirlanan homojenizasyon 6rnekleri kullanildi.

3.3.13. Prolin miktarmin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

a. %3 lik Siilfosalisilik asit (homojenizasyon tamponu): 3 g siilfosalisilik asit 100
ml saf suya tamamlanarak ¢6ziildi.

b. 6 M Fosforik asit: 40,45 ml fosforik asit saf su ile toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandi.

C. Asit Ninhidrin Hazirlanisi: 100 ml i¢in: 2,5 g ninhidrin 100 ml’lik behere
konuldu ve {izerine 60 ml glasiyal asetik asit eklenerek hafif 1sida karistirildi.

Bunun tizerine 40 ml fosforik asit ¢ozeltisi ¢ok yavas bir sekilde ilave edildi.

3.3.14. indirgen seker miktarmin belirlenmesinde kullanilan cozeltiler

a. %380’lik etil alkol (Homojenizasyon tamponu): 83,3 ml % 96°lik etil alkol saf su
ile 100 ml’ye tamamland.

b. A ¢ozeltisi: Ilk olarak % 5°lik NaOH hazirland1 (12,5 g NaOH 250 ml saf suda
¢oziildii). Daha sonra bu ¢ozeltiden bir behere 115 ml alinarak iizerine 3.572 g
2,4-a-dinitrofenol ilave edilir. Beher kaynar su banyosuna koyularak karistirild.
Bulaniklik tamamen kaybolunca, 1,25 g fenol ilave edildi.

C. B ¢ozeltisi: 50 g sodyum potasyum tartarat 250 ml saf suda ¢oziildii.

d. A g¢ozeltisi kaynar su banyosundan ¢ikartilip hemen, B ¢ozeltisi ile siiratle
karistirildi ve karigim saf suyla 500 ml’ye tamamlandi. Daha sonra elde edilen bu
karistm dinitrofenol ¢ozeltisi olarak indirgen seker miktarinin tayininde

kullanildi.



55

3.3.15. Toplam karbohidrat miktarimin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltiler

a. 2,5 N HCI (homojenizasyon tamponu): 100 ml i¢in 20,71 ml HCI alinir ve dikkatli
bir sekilde toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.

b. Anthron reagent: 100 ml soguk % 95’lik H,SOs’de 200 mg anthron ¢oziilerek
hazirlandi. Kullanmadan 6nce taze hazirlanmalidir ve soguk olmalidir.

c. Standart belirme;

Glukoz stok hazirlama: Glukoz 1 ml de 1 mg olacak sekilde hazirlandi. Ornek 30 ml
safsu da 30 mg glukoz ¢6ziindii.

Working stok hazirlama: Glukoz stogundan 10 ml alinir ve 100 ml saf suya
seyreltildi.

Anthron reagent hazirlama: 80 ml (%95lik) H,SO,4 alind1 ve tizerine 160 mg anthron
ilave edilip karigtirildi.

Standart Calismasi: Working reagentten sirasi ile 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1 ml alinip

total hacimleri 1ml olacak sekilde her biri safsu ile tamamlandi.

3.3.16.Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde kullanilan c¢ozeltiler

a. 0,125 mL Folin-Ciocalteu reaktifi saf olarak kullanildi.

b. % 80’lik etil alkol (Homojenizasyon tamponu): 83,3 ml % 96’lik etil alkol saf su
ile 100 mIl’ye tamamland.

c. % 7’lik NayCOs: 3,5 g Na;CO3 son hacim 50 ml olacak sekilde saf su igerisinde

¢oOzildii.

3.3.17. Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

a. % 80’lik etil alkol (Homojenizasyon tamponu): 83,3 ml % 96’1k etil alkol saf su
ile 100 ml’ye tamamland.

b. % 5’lik NaNO,: 2,5 g NaNO; son hacim 50 ml olacak sekilde saf su igerisinde
coziildil.

c. % 10’luk AICl3.6H,0: 5 g Aliiminyum klorit son hacim 50 ml olacak sekilde saf

su icerisinde ¢ozildii.
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1 M NaOH: 4 g NaOH 100 ml’ye tamamlanacak sekilde ¢oziildi.

3.3.18. Toplam glutatyon miktarimin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler

a.

%35 TCA (homojenizasyon tamponu): 10 gr TCA 150 ml saf suda ¢oziindiikten
sonra saf su ile son hacmi 200 ml’ye tamamlandi.

200 mM NaH,PO,4 pH: 7,5: 0,312 gr NaH,PO, 7 ml saf suda ¢ozilip pH:7,5’a
ayarlandi ve son hacmi saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

6 mM DTNB: 0,0753 gr DTNB 30 ml 100 mM sodyum fosfat tamponunda (pH:
6.8) cozildi.

3.3.19. Askorbik asit (total ASA) miktarinin belirlenmesinde kullamilan
cozeltiler

%5 TCA (homojenizasyon tamponu): 10 gr TCA 150 ml saf suda ¢6ziindiikten
sonra saf su ile son hacmi 200 ml’ye tamamlandi.

1.5 M Triethanolamine: 2,24 ml Triethanolamine saf su ile son hacmi 10 ml’ye
tamamlanarak hazirlandu.

150 mM KH,PO4 (pH: 7.4): 2,04 gr KH,PO, tartilarak 80 ml saf suda ¢oziildii.
pH: 7.4°e ayarlandiktan sonar hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

10 mM DTT: 0,008 gr L-Dithiothreitol tartilarak 5 ml saf suda ¢oziildii.

%0.5’lik N-Ethylmaleimide: 0,025 gr N-Ethylmaleimide 5 ml saf suda ¢6ziilerek
hazirlandi.

%10’luk TCA: 2,5 gr TCA bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonar son hacim saf
su ile 25 ml tamamlanarak hazirlandi.

%44°liik H3PO4: Bir miktar saf su lizerine 44 ml fosforik asit ilave edilmis ve son
hacim 100 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

%4°1lik 2.2°-dipyridyl: 0.4 gr 2.2°-dipyridylin, 10 ml %70’lik etanol igerisinde
cozlilmesiyle hazirlandi.

%3’liik FeCls: 0,3 gr FeCl; 10 ml saf suda ¢oziilerek elde edildi.
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3.3.20. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi’nde kullanilan ¢ozeltiler

a. 1.5 M Tris (pH: 8.8): 18,15 g tris 50 ml saf suda ¢oziilir. HCI ile pH 8,8 e

ayarlandi. Saf su ile 100 ml’ ye tamamlandi.

b. 0,5 M Tris (pH: 6,8): 3 g tris 40 ml saf suda ¢6ziildii. HCI ile pH 6.8 ¢ ayarlanda.

Saf su ile 50 ml’ ye tamamlandi.
C. % 10 SDS: 1g SDS son hacim 10 ml olacak sekilde saf suda ¢oziildii.

d. % 10 Amonyum persiilfat (polimerizasyon baslatic1): 0,05 g amonyum persiilfat
son hacim 500 pl olacak sekilde saf suda ¢oziildii.

e. Akrilamid/bis akrilamid ¢ozeltisi (% 30 akrilamid, % 2,7 bisakrilamid): 29,2 g
akrilamid 75 ml saf suda ¢o6ziildii, ¢ozeltiye 0,8 g bis katilip ¢oziiliidii. Son hacim

100 ml’ye tamamlandi.

f. % 0.1’lik brom timol mavisi: 0,1 g indikator boya, 16 ml 0.1 N NaOH igerisinde

¢oziildiikten sonra su ile hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

g. Numune tamponu (0,125 M Tris, % 4 SDS, % 20 gliserol, % 10 2-merkaptoetanol,
% 0.2 brom fenol mavisi pH: 6,8): 2.5 ml yiikleme jeli tamponu, 4 ml % 10 SDS, 2
ml gliserol, 1 ml 2-merkaptoetanol alinip son hacim 10 ml olacak sekilde saf su ile
tamamlandi, pH: 6,8’ e ayarlandi. Karisima 0,02 g brom fenol mavisi katilarak

karigtirildi.

h. Yiirtitme tamponu (0,025M Tris, 0,192 M glisin, % 0,1 SDS, pH: 6,8): 3 g Tris,
14,4 g glisin, 1 g SDS alindi. 900 ml saf suda ¢oziilerek pH 6,8’ e ayarlandi. Son

hacim 1000 ml’ye saf su ile tamamlandi.

J. Fixing ¢ozeltisi: 40 ml saf su tizerine 10 g TCA ilave edilerek iyice ¢oziildiikten

sonra, 50 ml izopropil alkoliin yavas yavas ilavesiyle 100 ml’ye tamamlandi.

k. Boyama ¢ozeltisi: 10 g TCA 58 ml saf suda iyice ¢6ziildiikten sonra iizerine 15 g
amonyum siilfat ilave edilerek bununda ¢oziinmesi saglandi ve daha sonra bu
karigimin iizerine 15 ml izopropil alkol konulduktan sonra seffaflasincaya kadar
manyetik karistiricida karistirildi. Daha sonra ayr1 bir beherde 6 ml fosforik asit

tizerine 0,6 g Coomassie G-250 eklenerek iyice ¢Oziilmiis lizerine daha Once
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hazirlanan ¢6zelti yavas yavas ilave edilerek karistirildi ve toplam hacim saf su ile

100 ml’ye tamamlandi.

I. Yikama ¢oOzeltisi: 100 ml asetik asit lizerine 500 ml metanol 400 saf su ilave

edilerek toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

M. Yigma jeli hazirlanmasi: 1 M’lik Tris-HCI (pH: 6,8)’den 630 pl, % 30’luk
akrilamid-% 0,8’lik bisakrilamid ’den 830 ul, %10’luk SDS ’den 50 pl, % 5’lik
TEMED ’den 5 pl ve saf sudan 3.4 ml alinarak karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis % 10’luk amonyum persiilfat (NH4),S,0g (PER)’den 50 ul ilave edildi.

n. Ayirma jeli hazirlanmasi: 2,03 ml 1M Tris-HCI (pH: 8,8), 3.2 ml % 30’luk
akrilamid, % 0,8’lik bisakrilamid, 80 pul % 10 SDS, 4 pl % 5’lik TEMED
(N,N,N’,N’-tetrametil etilen daimin) ve 2,61 ml su karistirildi. Bu karigimin iizerine
en son olarak 80 ul % 10’luk PER ilave edildi.

3.4. Yontemler

3.4.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi ve stres uygulamasi

Tarla kapasitesi ve tayini: Serbest drenaj sartlarinda bir topragin yergekimi
kuvvetine karsi tutabildigi su miktarina tarla kapasitesi denir. Tarla kapasitesi
bitkilerin istifade ettikleri suyun st sinir1 olarak kabul edilmektedir. % 100 tarla
kapasitesindeki toprak etiivde tamamen kurutulduktan sonra su emdirilip ve

higroskopik toprak partikiillerinin tamaminin su ile doyurulmasiyla elde edilmektedir

(Ilbas, 2004).

Bugday bitkisinin yetistirilecegi kotrol grubu sartlarimi belirlemek i¢in yapilan 6n
caligmada bu bitkinin yetistigi optimum tarla kapasitesinin % 75 oldugu belirlendi.
Bitkiye uygulanacak kuraklik sartlarini belirlemek amaciyla yapilan daimi solma
noktasinin belirlenmesi ¢aligsmasinda tarla kapasitesinin %30 (Siirekli solma noktasi)

oldugu tespit edildi (Sekil 3.1).
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Ekim tarihinden itibaren % 75 tarla kapasitesinde yetistirilen bitkiler 7 giin boyunca
bu sartlarda gelisimini siirdiirdii. Bitkilere 7. giiniin sonunda iki farklt monoterpen (o
ve B-pinen) uygulandi. Uygulamay1 takiben kuraklik stresine birakilacak bitkilere
solma noktasina erisene kadar su verme islemi sonlanirildi. Onikinci giiniin sonunda
kuraklik stresine girmeye baslayan bitkiler, 15. giin Solma noktasina erismislerdir. Ug
giin boyunca bu streste (% 30 tarla kapasitesi) kalan bitkiler 18 giiniin sonunda hasat
edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Bugdayn tarla kapasitesine bagli kuraklik stresi uygulama takvimini

Bugday bitkisine monoterpen muamelesi: Calismada kuraklik sartlarinda
yetistirilen bitkilere 2 farkli monoterpen uygulandi. Bu kimyasallarin uygulanacagi
konsantrasyonlar genis konsantrasyon aralikli bir 6n deneme yapildiktan sonra karar
verildi. Bitkilere 7. giin 100’er ml 1 uM’dan 1 M’a kadar a-pinen ve [B-pinen
monoterpenleri bir atomizer yardimiyla yapraktan piskiirtiilerek uygulandi. Hangi
konsantrasyonlarin daha uygun olduguna karar vermek i¢in elektrolit sizint1 ve MDA
miktarlarina bakildi. Bu deneylerin sonucunda ise 1 ve 10 pM uygulanilmasina
karar verildi. Bitkilerin yapraklarindan 6zdes 6zelliklerde numuneler tartilip derin
dondurucuya (-20 °C) kaldirilarak daha sonraki deneylerde kullanilds.
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3.4.2. Bityiime parametreleri

3.4.2.1. Fide basina diisen kuru agirhk miktari

Saksidan rastgele secilen 30 bitki fidesi 70 °C’de 72 saat bekletildikten sonra

aritmetik ortalamasi alinarak fide basi ortalama kuru agirliklar: (mg) belirlendi.

3.4.2.2. Yapraklarin bagil su icerikleri (RWC)

Yapraklardaki bagil su igeriklerini belirlemek igin her bir gruptaki bitkilerden 30
yaprak O6rnegi alinarak yas agirliklar: (Y.A.) 6l¢iildii. Yapraklar 6 saat boyunca diisiik
151k altinda deiyonize su icinde petrilerde bekletilerek turgor haline gelmeleri
saglanmistir. Turgorlu yapraklar kurulanarak turgorlu agirliklar: (T.A.) belirlenmis
ve bu yapraklar 72 saat boyunca 70 °C’de bekletilerek kuru agirhiklart (K.A.)
o6l¢iildii. Her bir gruba ait yaprak drneklerinin bagil su igerigi asagidaki formiile gore
% olarak hesaplandi (Smart ve Bingham, 1974).

Bagil Su icerigi = [(Y.A.-K.A)/(T.A.-K.A.)]x100

3.4.2.3. Yaprakta toplam klorofil miktarimn ve klorofil a/b belirlenmesi

0.5 g bitki numunesi 10 ml % 80’lik aseton ile homojenize edildi. Daha sonra 10.000
x g’de 10 dk. santrifiij edildi. Stipernatant kismi1 0,3 er ml alinir ve {izeri 3 ml’ye
asotonla tamamlandiktan sonra kiivete konur. Klorofil-a i¢in 663 nm’de, klorofil-b
icin 646 nm’de absorbans dl¢iimii yapildi. Kor olarak aseton kullanildi. Lichtenthaler
ve Wellburn (1983)’e gore total klorofil olarak okumasi yapildi. Asagidaki formiile

gore klorofil a,b ve toplam klorofil miktar1 belirlendi;

Klorofil a = 12,25 Ags3 — 2,55 Asus
Klorofil b= 20,31 A646 - 4,91 A663
Klorofil a + b= 17,76 Agss + 7,34 Ags3
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3.4.3. Zar sistemlerindeki hasarin belirlenmesi

3.4.3.1. Hiicre zarindaki elektrolit sizint1 miktarinin belirlenmesi

Bitkilerden homojen 6zellikteki yaprak pargalarindan 0,1 gr agirliginda saf sudan
gecirdikten sonra yaklasik 4 ml su alan ince cam tiiplere konularak bir giin boyunca
+4 °C’de bekletildi. Bu siiresinin sonunda tiiplerin igerisindeki saf suya gecen iyon
miktar1 (EC), elektrik kondiiktivimetresi ile 6l¢iildii. Dayanikli ve hassas bugdaylarin
her ikisi i¢in de 20 dk. kaynatma islemi yapildiktan sonra 4°C de 24 saat bekletilerek
olgiildii ve toplam hasar (EN) hesaplandi. Daha sonra %Hasar = (EC/EN)*100
formiilii ile yilizde hasar belirlendi (Griffith vd., 1992; Mutlu, 2009).

3.4.3.2. Yaprak dokularinda lipid peroksidasyon aktivitesi

0.5 g bitki numunesi alinarak 10 ml %5 lik TCA i¢inde homojenize edildikten sonra
elde edilen homojenat 10.000 x g°de 15 dakika santrifiij edildi. Tiipiin siipernatant
kismindan 2.4 ml alinarak tizerine 0.6 ml % 0.5 lik TBA ¢ozeltisi ilave edildi.
Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dk. inkiibe edilir ve reaksiyon tiiplerin buz
banyosuna alinmasiyla durduruldu. Kiremit kirmizisi rengindeki reaksiyon
karisiminin absorbans degeri spektrofotometre ile 532 nm ve daha sonra 600 nm
Olctildii. Lipit peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm ’de Olgililen absorbans
degerinden 600 nm ’de belirlenen degeri cikarildi ve 1 ml ¢ozeltideki MDA
(nmol/ml): [(A532-A600)/155000] X 10° formiilityle hesaplandi. Sonuglar MDA
(nmol/gram doku) seklinde verildi (Ananieva vd., 2002, Mutlu, 2009).

3.4.4. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

3.4.4.1. Antioksidan enzim homojenizasyonu

Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi igin 0,1 g yaprak 6rnegi ilk olarak sivi azotta

ezilerek toz haline getirildi. Bunun ardindan ekstraksiyon tamponunda homojenize
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edildi. Homojenizasyonun ardindan 6rnekler 14000 g'de 20 dk. santrifiij edildi. Bu
asamadan sonra elde edilen siipernatantlar enzim aktivitesi ve protein miktari

belirlenmesinde kullanildi.

3.4.4.4. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Siiperoksid dismutaz aktivitesi, nitro blue tetrazolium chloride (NBT)’un siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal olarak indirgenmesi
reaksiyonunun SOD enzimiyle engellenmesinin  spektrofotometrik  olarak
belirlenmesi esasina dayanir (Agarwal ve Pandey 2004; Yordanova vd., 2004).
Aktivite Ol¢imi icin spektrofotometre kiivetine riboflavin igermeyen reaksiyon
reaksiyon karisimindan 2.84 ml alindi ve {izerine 100 pL enzim ekstrakti pipetlendi.
Reaksiyon, tiipe riboflavin ¢ozeltisinden 60 pL pipetlenip karistirildiktan hemen
sonra, 375 pmol m? st siddetinde beyaz bir 151k kaynagi Oniine yerlestirmek
suretiyle baslatildi. Tiip, 151k kaynaginin karsisinda 10 dk. tutuldu ve reaksiyon 1s1gin
sondiiriilmesiyle durduruldu. 10 dk. igerisinde NBT’nin renk ac¢ilma yogunlugu 560
nm’de kore karst okundu. Kor; ayni islemin enzimsiz 6rnegidir. SOD igin 1 enzim
birimi; 151kla indirgenmenin % 50 engellenmesine neden olan protein miktar1 (mg)
olarak tanimlandigindan, sonuglar mg protein basina diisen enzim tnitesi (EU mg'l

Protein) olarak sunuldu (Mutlu, 2005; Erdal vd., 2015).

3.4.4.2. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Katalazin aktivite tayini i¢in kullanilan yontem; bu enzimin ortamdaki H,O,’nin O,
ve H;O’ya doniisiimiinii saglarken absorbansta yol agtigr azalmanin 240 nm’de
izlenmesi esasina dayanir (Havir ve Mchale, 1987). Reaksiyonda azalan H,O,
miktarint belirlemede kullanilacak olan H;O, standart grafigi onceden hazirlandi.
Bunun i¢in, 5 mM H,0; ¢ozeltisinden 3 mL'lik spektrofotometre tiipiine sirasiyla;
0.15, 0.3, 0.45, 0.6, 0.75, 0.9, 1.05, 1.2, 1.35 ve 1.5 mL konuldu. Tiipiin hacmi saf su
ile 1.5 mL'ye tamamlandi ve her tiipe 1.47 mL, 103.5 mM KH,PO4 ve 30 uL su ilave

edildi. Kiivet spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 240 nm’de absorbans azaligi
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kore karst okunmus ve standart grafik elde edildi (Sekil 3.2). Aktivite 6l¢timii i¢in
hazirlanan 103,5 mM KH;PO, tamponu ve 40 mM‘lik HyO, substrat ¢ozeltisi
kanistirllip 3 mL quartz kiivetine konulduktan sonra, 50 pL enzim ekstrakti ilave
edildi. 240 nm de 6l¢iildii. Olgiimlerde absorbansin dogrusal olarak azaldig: araliktan
dakika basina absorbans azalmasi hesaplandi. Bu ortalama absorbans degerleri,
standart grafik yardimiyla pmol cinsinden H,O, miktarina doniistiiriildii. 25 °C’de, 1
dakika icinde, absorbansi 1 umol azaltan enzim miktar1 1 enzim iinitesi olarak kabul
edildi ve sonuglar mg protein basina diisen enzim {initesi (EU mg™ Protein) olarak
sunuldu (Gong vd., 2001; Mutlu, 2005; Erdal vd., 2012).
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Sekil 3.2 Katalaz standart grafigi

3.4.4.3. Peroksidaz (POD) aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz aktivite tayini, guaikol ve H,O;’nin substrat oldugu reaksiyonun {iriinii
olan renkli tetra guaikol bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de
izlenmesi esasina dayanmaktadir (Yee vd., 2002). Aktivite Olglimii igin
spektrofotometre kiivetine; 0,1 M, NaH,PO, (pH: 5,5) ve 54 mM guaikol igeren
substrat ¢cozeltisinden 3 mL konulduktan sonra, iizerine 10 pL enzim ekstrakti ilave
edildi. 470 nm’de 5 dakika boyunca absorbans artis1 1 dakika araliklarla kaydedildi.

25 °C’de 1 dakikada, absorbansi 0.01 artiran enzim miktart 1 enzim iinitesi olarak
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kabul edildi ve sonuglar mg protein basma diisen enzim iinitesi (EU mg™ Protein)
olarak sunuldu (Genisel vd., 2013).

3.4.4.5. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi

APX aktivitesi Nakano and Asada (1981)’ya gore belirlendi. Askorbat okside
olurken, spektrofotometreden 290 nm’deki absorbanstaki azalma okundu ve
hesaplamalar askorbatin ekstinksiyon katsayist kullanilarak (2,8 mM -1 cm-1)
yapildi. Askorbatin oksidasyonu, enzim ekstraktinin katilmasiyla baslatildi ve
absorbanstaki azalma 3 dk boyunca takip edildi. Sonuglar mg protein basina diisen

enzim iinitesi (EU mg™ Protein) olarak sunuldu (Erdal vd., 2015).

3.4.4.6. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi

Yontem yiikseltgenmis glutatyonu indirgemek i¢in GR enzimi tarafindan oksitlenen
NADPH’in izlenmesine dayanir. Yani indirgeyici faktor olarak NADPH
kullanilmigtir. GR  aktivitesi Foyer and Halliwell (1976)'e goére belirlendi.
NADPH’in oksidasyonu 340 nm‘de 5 dakika boyunca azalmanin Olgiilmesiyle
Ol¢iildii. Oksitlenen NADPH miktar1 ekstinksiyon katsayisi 6.2 mM-1 cm-1
kullanilarak belirlendi. Enzimin, 1 mg total protein basina dakikada oksitledigi
NADPH miktar1, sonuglar mg protein basina diisen enzim iinitesi (EU mg'1 Protein)
olarak sunuldu (Erdal vd., 2015)

3.4.5. Enzimatik olmayan antioksidan madde miktarlarinin belirlenmesi

Taze doku orneklerinden 0.25 g alinip soguk bir havan igerisinde sivi azotla toz
haline gelinceye kadar homojenize edildi. Daha sonra iizerine soguk TCA (%5)
konularak iyice ekstrakte edildi. Ornekler tiiplere yerlestirilerek +4 °C 10000 rpm’de
20 dk santrifiij edildi. Siipernatant kismi alinarak glutatyon ve askorbik asit

miktarlar 6l¢iimlerinde kaynak olarak kullanildi.
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3.4.5.1. Toplam glutatyon miktarimin belirlenmesi

Total Glutatyon (GSH) miktarini belirlemek igin 200 mM NAH,PO4 (pH: 7.4)
tamponundan 160 pl alindi ve tizerine 20 ul 6 mM ditiobis (DTNB) ilave edildi.
Karisim tizerine 20 pl siipernatant konularak 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Orneklerin absorbans1 412 nm’de kére karsi okundu (Ellman, 1959). Standart grafigi
olusturmak i¢in stok GSH (1pg/ul) ¢ozeltisinden 0, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 pl
alinarak mikrosantrifiij tiiplerine aktarild1 ve tlizerleri %5°lik TCA ¢ozeltisiyle 100
ul’ye tamamlandi. Bu sekilde elde edilen seyreltilmis GSH ¢ozeltisinden (10 ng/ul)
tekrar 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ve 80 ul alind1 ve {izerleri tekrar %5’lik TCA
cozeltisiyle 100 pl’ye tamamlandi. Elde edilen yeni karisimlardan plaitlere 20 pl
alinarak tizerlerine 160 ul mM NAH,PO, (pH: 7.4) tamponundan ve 20 ul 6 mM
ditiobis (DTNB) ilave edildi. Karisim 15 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
412 nm’de Ol¢iim yapildi. GSH igerigi standart grafikten yararlanilarak gram
dokudaki ng cinsinden belirlendi (Sekil 3.4).

3.4.5.2. Askorbik asit miktarinin belirlenmesi

Askorbik asit igerigi Wu vd. (2009) tarafindan 6nerilen yonteme gore belirlendi. Elde
edilen stipernatanttan 400 pl alinarak tizerine 50 ul 1.5 M triethanolamine
konulmustur. Total AsA 6lglimiinde kullanilacak sirasiyla 150 mM KH,PO,’den 200
ul ve 10 mM DTT’den 100 pl konularak karistirildi. Bunun iizerine %0.5 N-
ethylmalemideden 100 ul konularak iyice ¢o6ziildii. Daha sonra sirastyla %10’luk
TCA’dan 400 pl, %44’lik H3zPOs’den 400 pl, %4’lik 2.2°-dipyridylden 400 pl
konularak vortexlendi. Son olarak tiiplere %3’liik FeCls ¢ozeltisinden 150 pnl
konularak tekrar vortexlendi. Tiipler 37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakilmis ve sonra
525 nm’deki absorbanslari kaydedilmdi (Meneguzzo et al. 1999). Koér numune
olarak her bir grubun homojenat katilmamis Ornekleri kullanildi. Hesaplama
amaciyla kullanilacak standart grafigin olusturulmasi i¢cin 100 mM askorbik asit
cozeltisinden 10 pl alinarak tizerine 990 pl saf su konularak iyice karistirildi. Daha

sonra elde edilen ¢ozeltiden 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 pl alinarak iizerleri saf su
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ile 100 pl’ye tamamlandi. Bu sekilde 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15 nmol askorbik asit
standart ¢ozeltileri elde edildi. Sonrasinda yukaridaki aktivite 6l¢iimii i¢in gegerli
prosediir islemi aynen uygulandi ve elde edilen karisimlar dnce 37 °C’de 60 dk

inkiibasyona birakild1 ve sonra 525 nm’deki absorbanslar1 alinarak standart grafigi

olusturuldu (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Askorbat ve glutatyon igerigini belirlemede kullanilan standart grafikler

3.4.5.3. Toplam karotenoid miktarinin belirlenmesi

Bitki numuneleri 0,5 gr tartildiktan sonra 10 ml % 80’lik aseton ile homojenize
edildi. Daha sonra 10.000 x g’de 10 dk. santrifiij edildi. Bu metod i¢in ayn1 zamanda
toplam klorofil miktariin da bilinmesi gerekir. Siipernatant kism1 0,3’er ml alinarak
lizeri asetonla 3 ml’ye tamamlanarak kiivetlere konur. Karotenoid i¢in 440 nm’de
absorbans alindi. Kor olarak aseton kullanildi. Lichtenthaler ve Wellburn (1983)’e
gore total klorofil olarak okumasi yapidi. Asagidaki formiile gore toplam karotenoid
miktart belirlendi. Karoten (Car) = 4,69 As40 — 0,267 Klorofil a+b

3.4.5.4. Toplam fenolik madde miktarimin belirlenmesi

Toplam fenolik madde igerigi Dewanto vd. (2002)’¢ gore yapilmistir. 1 g bitki
yapragi 10 ml % 80’lik etanol igerisinde (1:10 g/mL oraninda) homojenize edildi.

Homojenat ayrica hiicre igeriginin ¢oziicliye yliksek diizeyde gegmesi amaciyla bir
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saat ultrasonik su banyosunda bekletildi. Bu siire sonunda homojenat sogutmali
santrifiije 10 dk 10000 rpm’de santrifiij edildi. Bu amagla, 0.125 mL bitki yapragi
ekstrakt1 tizerine 0.125 mL Folin- Ciocalteu reaktifi ile 0.5 mL distile su ilave edilip
oda sicakliginda 6 dakika bekletildi. Daha sonra bu karigim tizerine 1.25 mL % 7’lik
Na,CO;3 eklenir ve toplam hacim 3 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanda.
Reaktif karigimi vortekslendi ve oda sicakliginda 90 dakika inkiibasyona birakildi.
Son olarak preparatin absorbanst 765 nm’de kore karst okundu. Toplam fenolik
miktar1, gallik asit standart egrisi kullanilarak hesaplandi. Sonug¢lar mg/g gallik asit
esdegeri taze agirlik olarak ifade edildi (Sekil 3.4).

3.4.5.5. Flavonoid miktarimin belirlenmesi

Flavonoid miktar1 Zhinsen vd., 1999°a gore belirlendi. Toplam fenolik madde icin
hazirlanan homojenat prosediiriiniin aynist uygulandi. 0.25 mL bitki ekstrakt: tizerine
1 ml saf su ilave edildikten sonra hafif¢e vortekslendi. Daha sonra 0. dakikada 100
puL %5’lik NaNO, ilave edildikten sonra hafifce karistirildi, 5. dakikada 150 pL
%10’luk AICl3.6H,0 ilave edildikten sonra hafifce karistirildi, 6. dakikada ise 0,5
mL NaOH (1M) eklenir ve yine hafifce karistiridiktan sonra son hacim 2,5 ml olacak
sekilde 1 ml saf su ile tamamlandi. Preparatin absorbans degeri kore kars1 510 nm’de
okundu. Flavonoit miktari, gallik asit standart egrisi kullanilarak hesapland: (Sekil
3.4).
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Sekil 3.4 Toplam fenolik madde ve flavonoid standart grafigi
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3.4.5.6. Total antioksidan kapasite tayini

Bu ydntem Erel (2004)’e gore yapildi. Olgiimii yapilacak numunedeki antioksidanlar
koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz ABTS formuna indirger. 660 nm
dalga boyundaki absorpsiyon degisimi, numune i¢inde mevcut toplam antioksidan
molekiill miktar1 ile ilgilidir. Reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan
zenginlestirici molekiiller ile oksidasyon reaksiyonu uzatilir. Asidik bir ortamda
demir iyonu kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Analiz bir E vitamini
analogu olan Trolox Equivalent olarak adlandirilan sabit bir antioksidan standart

soliisyonu ile kalibre edildi.

Total antioksidan aktivitesi Total Antioxidant Status (TAS) Assay Kit (Rel Assay
Diagnostics) kullanilarak tam otomatik yontemle dl¢iilmiistiir. Kit i¢eriginde bulunan
Reaktif 1 (Test Tamponu): 50 ml x1, Reaktif 2 (Renkli ABTS radikal soliisyonu): 10
mLx1 ve Standart 2 (1,0 mmol Trolox Equiv./L) Soliisyonu: 10 mL x1 (800 mM
H,O,Equiv./L) ile deiyonize su kullanildi.

Tam otomatik yontemle 6l¢iim igin Oncelikle giinliik standart soliisyon hazirlandi.
Olgiimii yapilacak siipernatan numune icine 500 puL Reaktif 1 ve 30 pL standart
soliisyondan eklenerek spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda ilk absorbans
degeri okundu. Daha sonra 75 pL Reaktif 2 eklenerek 10 dk oda sicakliginda inkiibe
edilip 660 nm dalga boyunda ikinci kez absorbans degeri okundu. Elde edilen
absorbans degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi (Altun Colak,

2013).

Sonu¢ = A Numune Absorbansi /A Standart 2 Absorbansi

A Numune Absorbansi = (Numunenin ikinci absorbansi- Numunenin birinci
absorbansi), A Standart 2 Absorbans1 = (Std 2’nin ikinci absorbansi - Std 2’nin

birinci absorbansi).
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3.4.6. Reaktif oksijen tiirlerinin miktarlarin belirlenmesi

3.4.6.1. Hidrojen peroksit miktarimin belirlenmesi

0.5 g doku 6rnegi s1v1 azotla toz haline gelinceye kadar havanda homojenize edildi.
Uzerine 5 ml soguk aseton (-20 °C) ilave edilerek tamamen pargalanincaya kadar
homojenize edildi. Homojenat 2 ml’lik ependorf tiiplere alinarak +4 °C’de 10000
rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Olusan siipernatanttan 1.5 ml alinarak {izerine once
0.15 ml %S5’1lik Ti(SOy4), daha sonra da 0.3 ml %19’luk NH4OH ilave edilerek
karistirildi. Cokelek meydana geldikten sonra karisim 9500 rpm’de 15 dk santrifiyj
edildi. Sipernatant kismi ayristirildiktan sonra geriye kalan pelet {izerine 2 M’lik
H.SO, ¢ozeltisinden 3 ml ilave edilerek vortekslendi. Pelet iyice ¢oziildiikten sonra
absorbansi 415 nm‘de olgiildii (Xu vd., 2006). Hesaplamalarda kullanilan standart
grafigi hazirlamak i¢in 3 mM’lik %35’lik H;0, stok ¢ozeltisi kullanidi. Stok
¢ozeltiden tiiplere sirastyla 3.6, 7.2, 10.8, 14.4, 18, 21.6, 25.2, 28.8, 32.4 ve 36 ng
H,O, iceren hacimler alinmis ve {izerleri aseton ile 1.5 ml’ye tamamlandi. Daha
sonra karigim ftizerine 0.15 ml %5’lik Ti(SO4), ve 0.3 ml %I19’luk NH;OH
eklenmistir. Tiip icerisinde ¢okelek olustuktan sonra +4 °C’de 9500 rpm’de 15 dk
daha santrifiij edildi. Stipernatant1 uzaklastirilan tiiplerdeki pelet 3 ml 2 M’lik H,SO4
ile ¢oziiliip absorbansi 415 nm’de kore karst okundu. Her bir absorbansa karsilik

gelen ng H,O; degerlerinden faydalanarak standart grafik olusturuldu (Sekil 3.5).

3.4.6.2. Siiperoksit anyonu miktarinin belirlenmesi

0.5 g yaprak dokusu 5 ml fosfat tamponunda homojenize edildi. Elde edilen karisim
+4 °C°de 8500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanttan 1 ml almarak
tizerine 10 mM hidroksilaminden 100 pl ve 65 mM fosfat tamponundan 900 pl ilave
edilerek karistirildi. Karisim 25 °C’de 20 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast elde edilen karisimin 1 ml alindi ve iizerine 1 ml 17 mM aminobenzen
stilfonik asit ile 1 ml 17 mM 1-naftilamin eklenerek tekrar oda sicakliginda 20 dk

inkiibasyona birakildi. Siire sonunda karisimin absorbanst 530 nm’de okunarak
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kaydedildi (Yildiztugay vd., 2014). Siiperoksit anyonu miktarin1 hesaplamak
amactyla sodyum nitrit (NaNO;) kullanilarak ayni1 yonteme gore hazirlanan standart
grafik kullanildi. Standart grafigin olusturulmasi amaciyla 50 pM NaNO,
¢oOzeltisinden 0, 2, 4, 6, 8 ve 10 ml alinarak {iizerleri saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.
Elde edilen karigimlardan 1 ml alinip tizerlerine 1 ml 17 mM aminobenzen siilfonik
asit ile 1 ml 17 mM 1-naftilamin eklenerek oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda karisimin absorbansi 530 nm’de okunarak kaydedildi (Sekil
3.5. Sonuglar NaNO; standart grafigine bakilarak pg/g doku olarak verildi (Liu vd.,
2010; Esim ve Atici, 2015).
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Sekil 3.5 Siiperoksit anyonu ve H,O; standart grafigi

3.4.6.3. Hidroksil radikali siipiiriilme aktivitesinin belirlenmesi

Bitki yapraklarindaki *OH radikali siipiiriilme aktivitelerinin belirlenmesi, Chung
vd., (1997)’larinin belirttigi yontemde kiigiik modifikasyonlar yapilarak tespit edildi.
Cozeltilerin tiimii analiz sliresince taze olarak hazirlandi. Fe™¥/askorbat/EDTA/H,0,
sisteminden tiretilen *OH radikallerine karsi deoksiriboz ve 6rnek arasindaki rekabet
*OH siipiirtiilme aktivitesinin belirlenmesi igin dl¢iildii. Reaksiyon karigimi 37 °C’de
2 saat inkiibe edildi. Test tiiplerine 0.75 ml % 2.8’lik TCA ve 0.75 ml % 1’lik TBA
eklenmis ve 20 dakika kaynatildi. Sogutma isleminden sonra karigimin, 520 nm
dalga boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. *OH siipiiriilme yetenegi hidroksil

radikali tarafindan 2-deoksiriboz oksidasyonunun inhibisyon orani olarak asagidaki
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formiile gore degerlendirildi. Hidroksil radikali siipiiriilme aktivitesi (%) = [(A¢—

A1)/Ag]*100 Ag = Koriin Absorbansi, Aj= Ornek Absorbansi

3.4.6.4. Toplam oksidan kapasitesi tayini

Olgiimii yapilacak numunede demir iyon selatér kompleksini demir iyonuna okside
eden oksidanlar bulunur. Reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan zenginlestirici
molekiiller ile oksidasyon reaksiyonu uzatilir. Asidik bir ortamda demir iyonu
kromojen ile renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak olciilebilen
renk yogunlugu, numune i¢inde mevcut toplam oksidan molekiil miktar ile ilgilidir.
Analiz hidrojen peroksit ile kalibre edilip alinan sonuglar litre basina diisen
mikromolar hidrojen peroksit (H,O, uM Equiv./L) cinsinden ifade edildi (Erel,
2005). Tam otamatik yontemle Ol¢iim i¢in Oncelikle giinliik standart soliisyon
hazirlandi. Stok Stabilize Standart Soliisyon (SSSS) deiyonize su ile 40 000 kat
sulandirilmistir. 50 pL SSSS soliisyonuna 10 mL deiyonize su ilave edilip
vortekslendi (Ilk seyreltme basamagi). Hazirlanan bu soliisyondan da 50 pL alinarak
10 mL deioyonize su ilave edilerek vortekslendi (ikinci seyreltme basamag).
Boylece final konsantrasyonu 20 pM H,0, olan soliisyon hazirlandi. Olgiimii
yapilacak slipernatan numune i¢ine 500 pL Reaktif 1 ve 75 pL hazirlanan standart
soliisyondan eklenerek spektrofotometrede 530nm dalga boyunda ilk absorbans
degeri okundu. Daha sonra 25 pL Reaktif 2 eklenerek 10dk oda sicakliginda ya da 5
dk 37 °C’de inkiibe edilip 530 nm dalga boyunda ikinci kez absorbans degeri
okundu. Elde edilen absorbans degerlerinin hesaplanmasi igin asagidaki formiil
kullanildi (Altun Colak, 2013).

(Sonug¢ = A Numune Abs.) / (A Stdrt 2 Abs.) X 20 (Stdrt 2 Degeri).

A Numune Absorbans1 = (Numunenin ikinci absorbansi-Numunenin birinci
absorbansi), A Standart 2 Absorbansi1 = (Std 2’nin ikinci absorbansi - Std 2’nin
birinci absorbansi) Standart 2 Degeri = 20 umol H,O, Equiv./L
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3.4.6.5. Oksidatif stres indeksinin belirlenmesi

Oksidatif stres indeksi (OSI), oksidatif stres derecesinin bir indikatdr parametresi
olup, total oksidan aktivitenin (TOS) total antioksidan aktiviteye (TAS) boliiniip 100
ile ¢arpilmasiyla hesaplandi (Altun Colak, 2013).

3.4.7. Yapraktaki osmoprotektan maddelerin miktarlari

3.4.7.1. Toplam karbohidrat miktarinin belirlenmesi (antron metodu)

Toplam karbohidrat miktari, Dische (1962)’in metoduna gore yapilmistir. Antron
reaktifi ile sekerlerin analizi su esasa dayanir; bitkisel drneklerden ekstrakte edilen
sekerler kuvvetli asidik ortamda 5 mol su kaybederek furfurallara doniisiir. Antron
reaktifi de kuvvetli asidik ortamda furfurallarla reaksiyon verecek sekilde molekiiler
diizenlenmeye ugrar. 0,1 gr doku 5 ml soguk HCI de homojenize edildi.
Homojenatlar 3 saat sicak su banyosunda kaynatildi ve soguk su banyosuna konuldu.
Tiipler satrifiij edildi. Bu islemden sonra siipernatanttan 1 ml alinidi iizerine 9 ml saf
su konuldu ve tekrar sanrifiij edildi. Ayn1 sekilde siipernatanttan yine 1 ml alind1 ve
tizerine 4 ml anthron reagent konuldu ve 630 nm de absorbans degisimleri okundu
(renkleri yesil olmalidir). Son olarak degisimler standart grafik ile belirlendi (Sekil
3.7). Ayni igslem toplam karbohidrat standardi i¢in de belirlenen ¢ozeltiler ile yapildi.

3.4.7.2. indirgen seker miktarinin belirlenmesi

Bu yontem Ross (1959)’a gore yapildi. 0.5 g yaprak numunesi 10 ml % 80 lik etanol
ile homojenize edildi. Homojenat 6000 rpm ’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernetant kismindan 1’er ml alinip, 3 ml dinitrofenol ¢6zeltisi ilave edilerek 6 dk.
95°C’ deki su banyosunda bekletildi. Bu siire sonunda 10 dk. buz banyosunda
sogutularak reaksiyonun durmasi saglandi. Daha sonra son hacmi 4’ er ml olan
tiplerdeki  numunelerin  absorbans Olgimii 625 nm dalga boyunda

spektrofotometrede yapildi. Kor olarak ise 1 ml etanol ve 3 ml dinitrofenol karigimi
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hazirlanarak yukardaki islem birebir yapildi. Koér karisimi ile spektrofotometre
sifirlanarak absorbans 6l¢limii gergeklestirildi. Standart grafigin hazirlanmasi igin de
igerisinde 0.0, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1 mg D(+) glikoz bulunan 1
ml’lik seri g¢ozeltiler hazirland1 ve yukarida bahsedilen islemler yapildi. Standart

cozeltiler ile onlarin absorbanslar1 kullanilarak hesaplandi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.6 Indirgen seker ve toplam karbohidrat standart grafikleri

3.4.7.3. Coziinebilir protein miktarmin belirlenmesi

Protein miktarmin belirlenmesi Bradford (1976) yontemi kullanilarak yapildi. Bu
yontemde bovin serum albuminin (BSA) farkli konsantrasyonlarinin 595 nm dalga
boyundaki absorbsiyon degerleri Olclilerek standart protein egrisi ¢izildi (Sekil 3.8)
ve total ¢dziinebilir protein miktarlar belirlenerek (mg protein g'K.A.) cinsinden
ifade edildi. Coomassie Brillant Blue G250 boyar maddesi ile proteinlerin
olusturdugu kompleks 595 nm 6l¢iildii. Protein konsantrasyonu enzim aktivitelerinin

hesaplanmasinda kullanildi (Saglam, 2011).
3.4.7.4. Prolin miktarmin belirlenmesi
Bates vd., (1973) tarafindan gelistirilen yonteme uygun olarak yapildi. Once 0.5 g

doku 6rnegi, sivi azotta toz haline getirildikten sonra {izerine %3’liik siilfosalisilik

asit ilave edilerek homojenize edildi. Homojenat 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
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Siipernatanttan 1 ml alinarak iizerine 1 ml glasiyel asetik asit ve 1 ml asit ninhidrin
konuldu ve tiipler 100 °C’de 1 saat inkiibasyona birakild. Siire sonunda tiipler buz
banyosuna alinarak reaksiyon durduruldu. Daha sonra tiiplerin iizerlerine 4 ml toluen
ilave edildi ve ornekler iyice vortekslendi. 15 dk sonra tiiplerde olusan pembemsi
renkli stvinin (iist faz) absorbansi 520 nm’de kore karst kaydedildi. Kor olarak toluen
kullanild1. Standart grafik i¢in 10 mg saf prolin 100 ml saf suda ¢6ziildii. Hazirlanan
bu stok ¢ozeltiden tiiplere sirasiyla 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 ve 200 pl
konuldu ve tiiplerin son hacimleri saf suyla 2 ml’ye tamamlandi. Daha sonra tiiplere
1 ml glasiyel asetik asit ve 1 ml asit ninhidrin ilave edildi. Tiipler 1 saat 100 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi her bir tiipe 4 ml toluen ilave edilerek
vortekslendi. Her bir tiipiin tist kisminda olusan pembe fazin absorbansi 520 nm’de
olgtildii. Prolin miktar1 hazirlanan standart grafikten yararlanilarak pg prolin/gr kuru

agirlik cinsinden hesapland: (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7 Prolin ve ¢oziiniir protein standart grafikleri

3.4.8. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Hazirlanan cam plakalar iizerine ayirma jeli 4.75 ml pipetlendi ve bunun {izerine jelin
istiiniin diiz olmas1 i¢in hemen 500 pl izopropil alkolden dokiildi. Ayirma jeli
katilagincaya kadar yaklasik 10 dk. beklendi. Hazirlanan yigma jeli ve ayirma jelinin
tizerine dokiiliip nemlendirilmis tarak yerlestirildikten sonra yigma jelinin
katilagsmasi beklendi. Yaklasik 20 dk. sonra tarak jelden dikkatli bir sekilde ¢ikarildi.
Hazirlanan plakalar dikkatli bir sekilde elektroforez tankina yerlestirildi. Protein

ornekleri ve numune yiikleme tamponu 2/1 oraninda homojen bir sekilde tiiplerde
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hazirlanip titre edildikten sonra, 3 dk. kaynar suda inkiibe edilmis ve oda sicakligina
kadar sogutuldu. Numuneler bir mikro enjektorle jelin kuyularina 30’ar pL yiiklendi.
Molekiil agiliklar1 bilinen standart proteinlerde numune yiikleme tamponu ile birlikte
yine ayni sekilde 2/1 oraninda ¢oziilerek 30 pL olacak sekilde numunelerle birlikte
jele yiiklendi. Tank kapagi kapatilarak elektroforez tankinin alt ve iist kismina
yeterince yiriitme tamponu konulmus ve elektrik baglantilar1 yapildi. Daha sonra
numuneler 80 voltta yiiriitiildii. Yiriime islemi bittiginde akim kesilerek jel, camlar
arasindan dikkatlice ¢ikarildi ve sabitleme ¢o6zeltisinde 30 dk. calkalandi. Bunu
takiben, jel boyama ¢ozeltisinde 2-5 saat tekrar ¢alkalandi ve boyama ¢ozeltisinden
alinarak protein bantlar iyice goriiliinceye kadar yikama ¢ozeltisinde yikandi. Son
olarak jel goriintilleme cihazi ile kaydedildi (Laemmli, 1970; Mutlu, 2009; Erdal vd.,
2015).

3.4.9. istatistik analiz

Calismada sunulan veriler, her bir gruptan ii¢ farkli 6rnek ve her bir 6rnekten 3
paralel (tekrar) yapildiktan sonra elde edilen 9 degerin ortalamasidir. Sonuglarin
karsilastirilmasi, SPSS 19.0 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile yapilmis ve istatistik anlamlar, 0.05 hata seviyesinde Duncan’in ¢oklu

karsilastirma Testi kullanilarak belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. o ve p-Pinen Monoterpenlerinin In-vitro Ortamda Total Antioksidan (TAS)
Kapasitelerinin Belirlenmesi

Yiriitiilmiis olan antioksidan enzim, reakrif oksijen tiirleri, antioksidan bilesik ve
osmoprotektan deneylerinin ardindan, kuraklikla birlikte o ve [-pinen
uygulamalarinin genel itibari ile osmoprotektan, antioksidan enzim ve maddelerin
genel itibari ile azalmasi calismada kullanilan bu monoterpenlerin antioksidan
0zellige sahip olabilecegi fikrini uyandirmistir. Bu fikri desteklemek amaciyla a ve
B-pinen monoterpenlerinin 1-100 uM konsantrasyonlarinin invitro kosullarda toplam
antioksidan  kapasitesi  belirlenmistir. ~ Sonuglar ~ Sekil ~ 4.1°deki  gibi
degerlendirildiginde her iki monoterpende de konsantrasyon arttik¢a antioksidan

kapasitenin de arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.1 a ve B-pinen monoterpenlerinin TAS miktar1 degerleri
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4.2. Kuraklik Stresinin Bugdayda Biiyiime Parametreleri Uzerine Etkileri

4.2.1. Kuru agirhk

Bugdayin kuraklifa dayanikli ve hassas varyetesinde kurakhk stresi uygulamasi
kuru agirlik miktarimi disiirdiigii (P<0.05) goriilmiistiir. Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2
ayritili incelendiginde kontrole gore dayanikli ve hassas varyetede diisiis meydana
gelmistir. Hassas varyetedeki bu diisiis % 22.9 oraninda olurken dayanikli varyetede

ise % 6.6 oraninda olmustur.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal a-pinen uygulamasiyla kuru agirlik
miktarinda hassas varyetenin iki grubunda da artig olurken dayanikli varyetede ise bir
grupta artig belirlenmistir. Dayanikli varyetenin diger konsantrasyonunda anlamli bir
fark yoktur. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarina ise a-pinen
uygulamast kuru agirlik miktarinda her iki varyetede de kendi kontrollerine gore
(P<0.05) artis saglamistir. Bu artislar incelendiginde hassas varyetede 1 ve 10
uM’lik a-pinen uygulamalarinda kontroliine gore sirasiyla % 19.1 ve 33.1, dayanikli

varyetede ise % 14.1 ve 13.6 oraninda oldugu gortiliir.

Kontrol kosullaridaki bitkilere digsal B-pinen uygulamasiyla kuru agirlik miktarinda
hassas varyetenin tiim grubunda, dayamikli varyetenin ise bir grupta artis
belirlenmigtir. Diger grubunda ise diislis goriilmiistiir. Kuraklik stresine maruz kalmis
bitki yapraklarinda B-pinen uygulamasi kuru agirlik miktarinda her iki varyetede de
kendi kontrollerine gore (P<0.05) artis saglanmustir. Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10
uM’lik B-pinen uygulamalarinda kontroliine gore fide bas1 kuru agirlik miktarindaki
bu artis sirastyla % 45.8 ve 10.9 oraninda meydana gelirken dayanikli varyetede ise

% 28.1 ve 22.1 oraninda belirlenmistir.
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Cizelge 4.1 Kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayamikli bugday
varyetesinde ortalama fide kuru agirligi (mg.fide ™) iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
88,1+345 67,9+134° 118+123% 1104+ 1,34°
a-pinen 1 97,3+250% 809+023° 127+254° 126,0+ 3,543
10 948+ 1,64° 904+243% 115+1,98" 1254 2,98°

881+134° 679+123% 1182+245° 1184+ 489"
B-pinen 1 953+3,76° 99,0+3,76° 137,6+1,91% 1414+ 598
10 97,4+300% 753+574° 979+127° 1348+465

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilastirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.2 Kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli bugday
varyetesinde ortalama fide kuru agirhg (mg.fide™) iizerine etkisi
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4.2.2. Bagil su miktari sonuclari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ve a ve B-pinen uygulamasi ile elde edilen bagil su miktar1 sonuglari
Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3’de sunulmustur. Kurakliga dayanikli ve hassas bugday
varyetelerinin her ikisinde de kurakhik stresi uygulamasi bagil su miktarini kontrole
gore biiyilk oranda (P<0.05) disiirmiistiir. Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3 ayrintili
incelendiginde kontrole gdre bu diisiis hassas varyetede % 42.1 oraninda olurken

dayanikli varyetede ise % 26.4 olarak goriilmektedir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere digsal a-pinen uygulamasiyla bagil su miktarinda
her iki varyetede de anlimli degisikliklere neden olmamistir. Kuraklik stresine maruz
kalmis bitki yapraklarinda ise a-pinen uygulamasi bagil su miktarinda dayanikli ve
hassas varyetede birer grupta artis saglamistir. Ornegin, hassas varyetede 10 pM’lik
a-pinen uygulamasinda kontroliine gore bagil su miktarinda % 5.1 oraninda artis, 1
uM’lik a-Pinen uygulamasinda % 13.5 oraninda diisis meydana gelirken dayanikli
varyetede ise 10 uM’lik a-Pinen uygulamalarinda % 5.5 oraninda diistis, 1 uM’lik a-

pinen uygulamasinda ise % 6.1 oraninda artis meydana gelmistir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasiyla bagil su
miktarinda hassas varyetede bir grupta artis olurken, dayanikli varyetede iki grupta
da artis belirlenmistir. Fakat bu artislar istatistiksel agidan anlamli degildir. Kuraklik
stresindeki bitki yapraklarinda ise B-pinen uygulamasi bagil su miktarinda hassas
varyetede bir dayamikli varyetede ise iki grupta artis saglamistir. Dayanikli
varyetedeki 1 puM’lik p-Pinen uygulamalari haricindeki biitiin konsantrasyonlarda
anlaml sayilabilecek bir farklilik kaydedilmemistir. Dayanikli varyetenin 1 pM’lik

B-Pinen uygulamasinda ise % 8.5 oraninda artis gergeklesmistir.
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Cizelge 4.2 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde % bagil su miktart (RWC) iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

96,6453 550+1,54° 9564565 70,4+ 3,54°

a-pinen 1 055+344% 4834345 958+4,24° 74,7+ 644°

10 925+281% 588+256° 97,6+245 66,5143

96,6+ 453" 559+154° 956+565 70,4+ 3,54°

B-pinen 1 96,8+ 1.46% 56,7+1,88° 97,8+2,60° 76,4 +752°
10 96,4+1.77°  537+1,05° 986+247° 72,9+511%

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.

| o0 uM ol uM B10 uM
150
a-pinene
—_ a a a aad
§ 100 H~ _:[_ a T I
=]
= ] c 2
M c
i m
O 1 1 1
B-pinene
a a a q @ @
100 T I _I_

3 ] c b be

Z b by H

Eﬂ i H]

m

0 1 1 1
Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
A Hassas varyete A A Dayanikli varyete A

Sekil 4.3 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde % bagil su miktar1 (RWC) iizerine etkisi
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4.2.3. Toplam klorofil miktari sonuglari

Kurakliga dayanikli bugday varyetesinde kurakhk stresi uygulamasi ile toplam
klorofil miktar1 kontrole gore hassas varyetede (P<0.05) diislis gosterirken dayanikli
varyetede ise artis belirlenmistir. Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4 ayrintili incelendiginde
hassas varyetede kontrole gore bu diisiis %8.5 oraninda olurken, dayanikli

varyetedeki ise istatistiki agidan anlaml1 bir degisim yoktur.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal a-pinen uygulamasi toplam klorofil
miktarinda dayanikli ve hassas varyetenin her ikisinde de anlamli bir farka neden
olmamustir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda digsal olarak a-pinen
uygulamasi toplam klorofil miktarinda hassas varyetenin bir grubunda, dayanikli
varyetenin ise iki grubunda da diisiise neden olmustur. Ornegin, hassas varyetede 10
UM o-pinen uygulamalartyla toplam klorofil miktarinda % 18.1 oraninda diisiis
gozlenirken, 1 pM o-pinen uygulamasinda ise, Onemli derecede degisiklik
belirlenmemistir. Dayanikli varyetede ise 1 ve 10 uM oa-pinen uygulamalarinda

strastyla % 33.1 ve 19.1 oraninda diisiis tespit edilmistir.

Kontrol kosullarinda yetistirilen bitkilere digsal p-pinen uygulamasi toplam klorofil
miktarinda hassas varyetede 10 uM B -Pinen uygulamasinda diisiis belirlenirken, 1
uM konsantrasyonunda anlamli bir degisiklik goézlenmeistir. Dayanikli varyetede ise
1 uM oa-pinen uygulamasinda artig goriiliirken, 10 pM konsantrasyonunda diisiis
tespit edilmistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda [-pinen
uygulamast toplam klorofil miktarinda hassas varyetenin iki grubunda artig
saglarken, dayanikli varyetenin ise iki konsantrasyonunda da diislise neden olmustur.
Ornegin, hassas varyetede 1 uM B-pinen uygulamalariyla toplam klorofil miktar1 %
18.7 oraninda artis gosterirken, 10 uM konsantrasyonda 6nemli farkliliga neden
olmamistir. Dayanikli varyetede ise 1 ve 10 uM B-Pinen uygulamalarinda sirasiyla %

19.2 ve 18.5 oraninda diisiis goriilmiistiir.
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Cizelge 4.3 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam klorofil (mg.g*Kuru agirlik) iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(nM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

856003 783+001° 999+0.12% 10,0+0,03°

a-pinen 1 833007 820+0,04° 100+0,07° 6,72+0,03°
10 8,90+0,02% 641+001° 9,63+0,03" 812+0,02b

856+003" 7,83+015 9,09+0,12° 10,0+0,03°

B-pinen 1 858+003" 930+001° 11,0£005% 812=0,04
10 775+0,03° 7.85+0,04° 9,06+0,04° 818+0,03"

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem

seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.4 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam klorofil (mg.g'lKuru agirlik) tizerine etkisi
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4.2.4. Klorofil a/b Sonuclar:

Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetesinde kuraklik stresi uygulamasi ile
klorofil a/b kontrole gore (P<0.05) artis belirlenmistir. Cizelge 4.4 ve Sekil 4.5
ayrintili incelendiginde her iki varyetedeki bu artis istatistiki manada anlamli kabul

edilmemistir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere digsal a-pinen uygulamasi1 klorofil a/b oraninda
dayanikli ve hassas varyetenin her iki grubunda da anlamli degisiklikler yoktur.
Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda o-pinen uygulamasi klorofil
a/b’de hassas varyetenin bir grubunda artisa neden olurken, dayanikli varyetenin ise
iki grubunda da diisiis saglamistir. Hassas varyetede bu diislisler 6nemsiz kabul
edilirken, dayanikli varyetede ise 1 ve 10 pM a-pinen uygulamalarinda sirasiyla %

7.7 ve 6.7 oraninda ger¢eklesmistir.

Kontrol sartlarinda biiyiitillen bitkilere digsal B-pinen uygulamasi Klorofil a/b
oraninda her iki varyete de a-pinen uygulamasinda oldugu gibi degisimler
onemsizdir. Kuraklik stresindeki bitki yapraklarinda B-pinen uygulamasi klorofil
a/b’de hassas varyetenin bir grubunda, dayanikli varyetenin ise iki grubunda da
diisiis saglamistir. Dayanikli varyetedeki 10 pM B-pinen uygulamasi haricindeki tiim
konsantrasyonlarda anlamli kabul edilecek farkliliklar tespit edilmemistir. Dayanikli
varyetedeki 10 pM B-pinen uygulamasinda ise kontroliine gore 6.3 oraninda diisiis

gorilmiistiir.
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Cizelge 4.4 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde klorofil a/b {lizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(nM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

258+0,03" 260+0,15 254+0,08" 2,66+0.21°

a-pinen 1 260003 2,65+0,04° 266+0,09° 246+0.10°
10 268+053° 258+0,07° 259+0,05° 248+ 0,05

258+0,03%° 260+0,15" 2,54+0,08" 2,66+0.21°

B-pinen 1 2,61+0,03° 267+0,17° 2,554+0,08°  2,63+0,07°
10 260+0,04° 259+0,02° 255+0,09° 249+ 0,05

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gegerli olmak kaydiyla, ayni varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.5 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarmin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde klorofil a/b iizerine etkisi
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4.3. Kuraklik Stresinin Zar Biitiinliigiine Etkisi

4.3.1. Elektrolit sizint1 miktari sonuglar:

Bugdayin kurakliga dayamikli (Karahan-99) ve hassas (Cumhuriyet-75)
varyetelerinden kuraklik stresi ile birlikte a ve f-Pinen uygulamasindan elde edilen
% membran hasarina bagh elektrolit sizint1 seviyesi sonuglar1 Cizelge 4.5 ve Sekil
4.6’de sunulmustur. Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetelerinin her ikisinde
de kurakhk stresi uygulamasi elektrolit sizint1 seviyesini kontrole gore biiyiik
oranda (P<0.05) artirmistir. Bu artis hassas varyetede % 534 oraninda olurken

dayanikli varyetede ise % 140 olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal e-pinen uygulamasiyla elektrolit
sizinti seviyesinde hassas varyetede artis olurken dayanikli varyetede ise disiis
belirlenmistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise dissal olarak o-
pinen uygulamasi elektrolit sizinti seviyesinde her iki varyetede de kendi
kontrollerine (kuraklik kontrol) gore 6nemli derecede (P<0.05) diisiis saglamistir.
Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10 uM’Iik o-pinen uygulamalarinda kontroliine gore
elektrolit sizint1 seviyesindeki bu diisiis sirasiyla %60 ve 74.3 oraninda meydana
gelirken dayanikli varyetede ise %30.8 ve 48.5 oraninda belirlenmistir.

Kontrol sartlarindaki bitkilere B-pinen uygulamasiyla elektrolit sizint1 seviyesinde
dayanikli ve hassas varyetenin ise iki grubunda da disiis saglanmistir. Kuraklik
stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda dissal olarak B-pinen uygulamasi elektrolit
sizint1 seviyesinde her iki varyetede de kendi kontrollerine gére 6nemli derecede
(P<0.05) diistis saglamistir. Elektrolit sizint1 seviyesindeki bu diislis kontroliine gore
hassas varyetede 1 ve 10 uM’lik B-Pinen uygulamalarinda sirasiyla % 39.3 ve 54.1
oraninda meydana gelirken dayanikli varyetede ise % 53.8 ve 36.6 oraninda

gozlenmistir.
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Cizelge 4.5 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikh

bugday varyetesinde elektrolit sizint1 (%) lizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

357+007° 227+056 7,20+045° 17,3+0,39°

a-pinen 1 7,71+0,52°  9,09+0,58” 510+021° 12.0+1,07°
10 6,38+030" 583+054" 483+0,14° 891+1,26°

3570070 227+056° 720+045% 17,3+0,39°

B-pinen 1 351+0,63"° 138=1,01"° 568+059  7,990,72°
10 3124045 104+020° 639+051° 11.0+0,64°

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem

seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.6 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli

bugday varyetesinde elektrolit sizint1 (%) lizerine etkisi
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4.3.2. Lipid peroksidasyon seviyesi sonuglari

Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetelerine kuraklik stresi ve o ve -Pinen
uygulamasi ile elde edilen membran hasarina bagli lipid peroksidasyon seviyesi
sonuglart Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7°de sunulmustur. Kurakliga dayanikli ve hassas
bugday varyetelerinin her ikisinde de kurakhk stresi uygulamasi lipid
peroksidasyon seviyesini kontrole gore biiyiik oranda (P<0.05) artirmistir. Bu artig
hassas varyetede %69 oraninda olurken dayanikli varyetede ise %70 olarak

goriilmektedir.

Kontrol sartlarindaki bitkilere dissal a-pinen uygulamasiyla lipid peroksidasyon
seviyesinde hassas varyetenin 10 puM’lik konsantrasyonunda diisiis gozlenirken
dayanikli varyete de dahil diger biitiin gruplarda anlamli bir farka sebebiyet
vermemistir. Kuraklik stresine maruz kalmig bitki yapraklarinda ise o-pinen
uygulamasi lipid peroksidasyon seviyesinde her iki varyetede de kendi kontrollerine
gore (P<0.05) diisiis saglamistir. Ornegin, Hassas varyetede 1 uM’lik uygulamada
herhangi bir degisiklik gozlenmezken 10 uM’lik o-pinen uygulamasinda % 31.6
oraninda diislis meydana gelmistir. Dayanikli varyetedeki diisiis de sirasiyla % 16.1

ve 16.8 olarak belirlenmistir.

Kontrol sartlarinda Dbiiyiitiilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasiyla lipid
peroksidasyon seviyesinde yine a-pinen uygulamasinda oldugu gibi hassas
varyetenin 10 pM’lik konsantrasyonunda diisiis gozlenirken dayanikli varyete de
dahil diger biitlin gruplarda anlamli bir farka sebebiyet vermemistir. Kuraklik
stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise B-pinen uygulamasi lipid peroksidasyon
seviyesinde her iki varyetede de kendi kontrollerine gore énemli derecede (P<0.05)
diisiis  saglamigtir. Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10 uM’lik pB-pinen
uygulamalarinda kontroliine gore lipid peroksidasyon seviyesindeki bu diisiis
sirastyla % 17.7 ve 21 oraninda meydana gelirken dayanikli varyetede ise % 23 ve

19.1 oraninda belirlenmistir.



88

Cizelge 4.6 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikh
bugday varyetesinde lipid peroksidasyon seviyesi (nmol.g™ Kuru agirlik) iizerine
etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

9,93+0,14° 168+0,11° 715+0,16° 12,2+0,13°

a-pinen 1 9,85+0,05° 164+007° 750+026° 10,2+0,12°
10 837+0,14° 115+0,17° 7,05£0,07C 10,2+0,07"

993+0,14° 16,8+0,11% 7,15+0,16° 12,2+0,13°

B-pinen 1 9,38+026° 138+009° 7,28+007° 941+0,10°
10 836=0,100 133+008" 7,02+0,06° 9,89+ 0,03

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gecerli olmak kaydiyla, aym varyete icerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.7 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde lipid peroksidasyon seviyesi (nmol.g'1 Kuru agirlik) {izerine
etkisi
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4.4, Kurakhk Stresinin ROS’lar Uzerine Etkisi

4.4.1. Toplam oksidan kapasite (TOS) sonuglari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ve a ve B-pinen uygulamasi ile elde edilen TOS miktar1 sonuglari
Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8’de sunulmustur. Kurakliga hassas bugday varyetesinde
kuraklik stresi uygulamasi TOS miktarin1 kontrole gore biiylik oranda (P<0.05)
azaltirken, dayanikli varyetede ise tam tersi bir durum s6z konusudur. Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.8 ayrintili incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu diisiis % 21.4

oraninda olurken dayanikli varyetedeki artis ise % 5.5 olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biyiitiilen bitkilere digsal a-pinen uygulamasiyla TOS
miktarinda hassas varyetenin her iki grubunda diisiis, dayanikli varyetede ise artis
meydana gelmistir. Kuraklik stresi etkisindeki bitki yapraklari ise digsal olarak -
pinen uygulamasiyla TOS miktarinda her iki varyetede de hassas varyetedeki 1 uM
a-pinen uygulamasi haricinde her iki varyetede de kendi kontrollerine gore (P<0.05)
diisiis saglamistir. Ornegin, hassas varyetedeki bu diisiis 10 uM’lik uygulamada %
28.7 oraninda go6zlenirken, dayanikli varyetede ise 1 ve 10 uM a-pinen

uygulamalarinda sirasiyla % 24.7 ve 35.2 oraninda tespit edilmistir.

Kontrol sartlarindaki bitkilere digsal B-pinen uygulamasiyla TOS miktarinda hassas
varyetenin her iki grubunda da diisiis gerceklesirken dayanikli varyetede ise
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklige neden olmamistir. Kuraklik stresine maruz
kalmis bitki yapraklarinda ise B-pinen uygulamasi dayanikli varyetenin 10 uM’lik
uygulamasinda herhangi bir degisiklige sebep olmazken hasssas varyetede dahil
diger biitiin konsantrasyonlarda diisiis saglamistir. Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10
uM’lik B-pinen uygulamalarinda kontroliine gore TOS miktar1 sirasiyla % 21.3 ve
27.8 oraninda diislis meydana gelirken dayanikli varyetenin 1 uM uygulamasinda %

22.2 oraninda diisiis tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam oksidan kapasite (umol.g™ Kuru agirlik) iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

0,85+007° 067+0,06 080+007" 0,84+ 0,02

a-pinen 1 0,67+0,05° 0,68+0,03° 088+005  0,63+0,03°
10 0,76+0,02° 047+0,04% 083+007® 054005

0,85+0,07° 067+006° 080+007° 084002

B-pinen 1 0,80+0,02° 052+0,00° 083+0,02° 0,65+0,04°
10 0,78+0,02° 048+0,05° 083+0,02" 0,83 +0,08

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem

seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.8 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikl
bugday varyetesinde toplam oksidan kapasite (umol.g™ Kuru agirlik) iizerine etkisi
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4.4.2. Hidrojen peroksit miktar: sonuclari

Kurakliga dayanikliliklar1 farkli bugday varyetelerinden kuraklik stresi ve o ve f-
pinen uygulamasi ile elde edilen H,O, miktar1 sonuglar1 Cizelge 4.8 ve Sekil 4.9°de
sunulmustur. Kurakliga dayanikli (Karahan-99) varyetede kurakhk stresi
uygulamasi ile kontrole gore diismesine sebep olurken hassas varyetede
(Cumhuriyet-75) ise artis saglamistir (P<0.05). Cizelge 4.8 ve Sekil 4.9 ayrintili
incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu diisiis % 13 oraninda olurken

dayanikli varyetedeki artis ise % 19 olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal a-pinen wuygulamasiyla H,0;
miktarinda hassas varyetede diisiis olurken dayanikli varyetede artis belirlenmistir.
Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise a-pinen uygulamasi H,O,
miktarinda kendi kontroliine gore her iki varyetede de dnemli derecede (P<0.05)
diistis saglamistir. Bu diisiis hassas varyetede 1 ve 10 uM’lik a-pinen
uygulamalarinda sirasiyla % 13 ve 27 oraninda meydana gelirken dayanikli

varyetede ise % 38 ve 33 oraninda oldugu belirlenmistir.

Kontrol sartlarinda yetistirilen bitkilere digsal p-pinen uygulamasi H,O, miktarinda
hassas varyetede diisiis, dayanikli varyetede artis meydana getirmistir. Kuraklik
stresine ugramis bitki yapraklarinda ise B-pinen uygulamasi H,O, miktarinda kendi
kontroliine gore her iki varyetede de onemli derecede (P<0.05) diisiis saglamstir.
Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10 uM’lik B-Pinen uygulamalarinda kontroliine gore
H20, miktarindaki bu diisiis sirastyla % 13 ve 11 oraninda meydana gelirken

dayanikli varyetede % 31 ve 12 oraninda belirlenmistir.
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Cizelge 4.8 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde hidrojen peroksit (ng.g™* Kuru agirlik) miktari iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
47,7+047° 413+076° 568+097° 68,0+287
a-pinen 1 388+ 1,02° 358+0,15° 6214056 41,9+031°
10 441+054° 29940750 623+032b 451+ 029"
477047 413+076° 568+097° 680=287
B-pinen 1 458+ 125" 360+109° 582+039" 465+031°

10 408+0,77°  368+034° 57,0£099° 593+0,29"
*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.9 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde Hidrojen peroksit (ng.g'1 Kuru agirlik) miktari tizerine etkisi
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4.4.3. Hidroksil radikali (*OH) siipiiriilme aktivitesi sonuclari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ve a ve B-pinen uygulamasi ile elde edilen hidroksil radikali
stipiiriilme aktivitesi sonuglar1 Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10’de sunulmustur. Kurakliga
dayanikli ve hassas ¢esitlerin ikisinde de *OH siipiiriilme aktivitesi kontrole gore
kuraklik uygulamasiyla artis gostermistir (P<0.05). Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10
ayrmtili incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu artis % 11.8 oraninda

olurken dayanikli varyetede ise %13.9 olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitillen bitkilere digsal a-pinen uygulamasiyla hidroksil
radikali stipliriilme aktivitesinde hassas varyetede diisiis olurken dayanikli varyetede
ise artis belirlenmistir. Fakat bu diisiis ve artislar istatisliksel olarak Onemsizdir.
Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda digsal olarak o ve [B-pinen
uygulamasi hidroksil radikali siipiiriilme aktivitesi her iki varyetede de kendi
kontrollerine (kuraklik kontrol) gore (P<0.05) artis saglamistir. Yine kontrol

gruplarindaki sonuglarda vurgulandig: gibi bu farkliliklar da anlamli degildir.

Kontrol ve kurak kosullarinda yetistirilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasiyla
*OH siipiiriilme aktivitesinde her iki varyetenin tiim gruplarinda kendi kontrollerine
gore artiglar tesbit edilmistir. Yine a-pinen uygulamalarinda oldugu gibi bu artislar
da istatiksel olarak anlamli kabul edilmemistir. Bu sonuglarin ardindan a-pinen ve p-
pinen uygulamalarinin hidroksil radikali siipiiriilme aktivitesine katkisinin olmadig:

sOylenebilir.
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Cizelge 4.9 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde % Hidroksil radikali siipiiriilme (*OH) aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon Dayanikli varyete Hassas varyete
(nM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

70,9058 794+022° 684+056  77,9+0,13%

a-pinen 1 69,4+0,11° 822+027% 69,3+025"  784+0,54°
10 70,0+086° 820+028° 69,7+051° 79.1+0,19%

70,0+058° 794+022° 684+056 77,9+0,13

B-pinen 1 7254025 81,7+0,18 699+047° 798027
10 712+035° 818+040° 692+059° 78,5 +0,42%

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.10 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde % Hidroksil radikali stipiiriilme (*OH) aktivitesi lizerine etkisi
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4.4.4. Siiperoksit anyonu (O,°") miktar: sonuglari

Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetelerinin her ikisinde de kurakhk stresi
uygulamasi siiperoksit anyonu miktarmni kontrole gore biiyiikk oranda (P<0.05)
artirmistir. Cizelge 4.10 ve Sekil 4.11 ayrintili incelendiginde kontrole gore bu artis
hassas varyetede %50.2 oraninda olurken dayanikli varyetede ise %23.2 olarak

goriilmektedir.

Kontrol kosullarinda  biiyiitiilen  bitkilere dissal o@-pinen uygulamasiyla
O*"miktarinda hassas varyetenin tamaminda diisiise neden olurken, dayanikli
varyetede istatisliksel olarak anlamli bir farklilik géstermemistir. Kuraklik stresine
maruz kalmig bitki yapraklarinda ise o-pinen uygulamasi Oz miktart her iki
varyetede de (hassas varyeteye 10 uM a-pinen uygulamasi hari¢) kendi kontrollerine
gore tiim gruplarda 6nemli derecede (P<0.05) diisiis saglamistir. Bu diisiiser
degerlendirildiginde hassas varyetede 1 ve 10 pM’lik o-pinen uygulamalarinda
sirastyla % 40.1 ve 25.7, dayanikli varyetede ise % 17.6 oraninda meydana geldigi

goriilmiistiir.

Kontrol sartlarinda yetistirilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasi O,¢ miktarinda
hassas varyetenin 1 pM uygulamasinda artis meydana getirirken, 10 pM
uygulamasinda degisiklige neden olmamustir. Dayanikli varyetede iki grupta da
diisiis saglamistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda [-pinen
uygulamasi O,°"miktar1 dayanikli ve hassas varyetede kendi kontroliine gore tiim
gruplarda (P<0.05) diisiis meydana getirmistir. Bu diisiis hassas varyetede 1 ve 10
uM’lik B-pinen uygulamalarinda sirasiyla % 3.4 ve 27.4, dayanikli varyetede ise %
15.4 ve 15.5 oraninda gergeklesmistir.
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Cizelge 4.10 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde siiperoksit anyonu (0,") (ug.g™* Kuru agirlik) iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

468+0,07° 703+004% 557+007° 6,86+0.20°

a-pinen 1 421+004%  420+006° 560005  565=005
10 425+003" 522+002° 548+004° 6,69 0,08

468+007° 7,03+046° 557+007° 6,86 0,20°

B-pinen 1 492+003" 679+047% 537+004° 580+0,06

10 456+036° 510+018° 4,93+004° 579+006"
*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.11 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikh
bugday varyetesinde siiperoksit anyonu (0,") (ug.g™* Kuru agirlik) iizerine etkisi
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4.4.5. Oksisdatif stres indeksi (OST) miktar1 sonuclar

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ve a ve B-pinen uygulamasi ile elde edilen OSI sonuglar1 Cizelge 4.11
ve Sekil 4.12°de sunulmustur. Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetesinde
kuraklik stresi uygulamasi ile OSI kontrole gére biiyiik oranda (P<0.05) azalmustir.
Cizelge 4.11 ve Sekil 4.12 ayrintili incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu
diisiis % 41.9 oraninda olurken dayanikli varyetedeki artis ise % 10.3 olarak

goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere dissal a-pinen uygulamasi OSI degerinde
hassas varyetede diisiis, dayanikli varyetede artis meydana getirmistir. Kuraklik
stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise o-pinen uygulamasi OSI degerinde
dayanikli ve hassas varyetede kendi kontroliine gore (P<0.05) diislis saglamistir.
Hassas varyetede 1 uM’lik uygulamasindaki bu diisiis anlamli kabul edilmezken, 10
uM uygulamasinda % 28.7 olarak tespit edilmistir. Dayanikli varyetedeki diistisler de
1 ve 10 puM a-Pinen uygulamalarinda sirasiyla % 21 ve 31 oraninda oraninda

belirlenmistir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal p-pinen uygulamasi OSI degerinde
hassas varyetede azalig, dayanikli varyetede ise artis meydana getirmistir. Kuraklik
stresli bitki yapraklarinda digsal olarak B-Pinen uygulamasi OSI degerlerinde her iki
varyetede de kendi kontroliine gore (P<0.05) diislis saglamistir. Dayanikli varyetede
10 uM’lik uygulamasindaki bu diisis anlamli kabul edilmezken, 1 pM
uygulamasinda % 21.2 olarak tespit edilmistir. Hassas varyetedeki diisiiglerin ise

strastyla % 22.1 ve 31.9 oraninda oldugu goriiliir.
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Cizelge 4.11 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde % oksidatif stres indeksi (OSI) iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

17,640,170 102+011° 145+016° 13,0+041°

a-pinen 1 121+0,14° 98+010° 165+025°  10,3+04°
10 122+009° 73+017" 178+055  9,0+0,13"

176+0,17% 102+011° 145+016° 13,0+0,41°

B-pinen 1 150+0,04°  80+008" 153024 10,2+ 0,09°
10 150+017°  7,0+023%  162+036° 12,7+0,03°

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.12 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde % oksidatif stres indeksi (OSI) iizerine etkisi
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4.5. Kurakhk Stresinin Antioksidan Enzimler Uzerine Etkisi

4.5.1. Siiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi sonuglari

Kurakliga dayanikli (Karahan-99) ve hassas bugday (Cumhuriyet-75) varyetesinde
kurakhk stresi uygulamasi ile SOD aktivitesi kontrole gore (P<0.05) disiis
gostermistir. Cizelge 4.12 ve Sekil 4.13 ayrintili incelendiginde hassas varyetede
kontrole gore bu diisiis % 46.7 oraninda olurken dayanikli varyetede ise % 29.2

olarak goriilmektedir.

Kontrol kosullarinda yetistirilen bitkilere digsal o-pinen uygulamasi1 SOD
aktivitesinde hassas varyetenin bir grubunda artis meydana getiriken, dayanikli
varyete de dahil olmak {izere diger biitiin gruplarda diisiise neden olmustur. Kuraklik
stresindeki bitki yapraklarinda ise a-pinen uygulamasi SOD aktivitesinde hassas
varyetede kendi kontrollerine gore (P<0.05) 10 uM’lik uygulamada artis saglarken
diger grupta istatiksel anlamda herhangi bir farka sebep olmamistir. Dayanikli

varyetede her iki grupta da meydana gelen artis 6nemli diizeyde gergceklesmemistir.

Kontrol sartlarindaki bitkilere digsal g-pinen uygulamasi SOD aktivitesinde hassas
varyetede artis ve dayanikli varyetede ise 6nemli diizeyde diisiis meydana getirmistir.
Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise o-pinen uygulamasi SOD
aktivitesinde hassas varyetede kendi kontrollerine gore (P<0.05) diisiis, dayanikli
varyetede ise artis meydana getirmistir. Ornegin, hassas varyetedeki 1 ve 10 uM p-
pinen uygulamasinda SOD aktivitesinde sirasiyla % 5.7 ve 33.2 oraninda diisiis
meydana gelirken, dayanikli varyetede % 22.1 ve 5.6 oraninda artig belirlenmistir.
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Cizelge 4.12 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikhi
bugday varyetesinde siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi aktivitesi lizerine etkisi

(U.mg™* Protein)

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

709+157® 37,7+040° 761+246° 538+092°

a-pinen 1 76,3+1,85° 37,1+038" 71,1+1,05" 54,7+0,76°
10 64,4+109" 485+056° 67,7124 543+0,98°

709+1,57° 37,7+040° 761+246° 538+0,92°

B-pinen 1 86,6=291° 356+0,38° 453+085° 65,7046
10 770+183° 252+056° 439+226° 56,9 +0,09°

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gecerli olmak kaydiyla, aym varyete icerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.13 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi aktivitesi lizerine etkisi

(U.mg*Protein)
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4.5.2. Katalaz (CAT) aktivitesi sonuclar:

Karahan-99 (Dayanikli) ve Cumhuriyet-75 (Hassas) bugday varyetelerinde kurakhk
stresi uygulamasi ile CAT aktivitesi kontrole gore onemli 6lgiide (P<0.05) artis
gostermistir. Cizelge 4.13 ve Sekil 4.14 ayrintili incelendiginde hassas varyetede
kontrole gore bu artis % 19.5 oraninda olurken dayanikli varyetedeki artis ise % 9.6

olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarindaki bitkilere dissal a-pinen uygulamasi CAT aktivitesinde hassas
varyetenin tamaminda diisise neden olurken, dayanikli varyetede ise istatistiki
manada anlamli degisiklikler gostermemistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki
yapraklarinda o-Pinen uygulamasi CAT aktivitesinde hassas varyetede kendi
kontroliine goére diistis (P<0.05), dayanikli varyetede ise artis meydana getirmistir.
Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10 uM’lik a-Pinen uygulamalarinda kontroliine gore
CAT aktivitesi sirastyla % 21.1 ve 25.7 oraninda diisiis, dayanikli varyetede ise 1 ve
10 pM a-Pinen uygulamalarinda sirasiyla % 6.1 ve 24.6 oraninda artis meydana

gelmigtir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal -pinen uygulamasi CAT aktivitesinde
hassas varyetenin 1 uM B-Pinen uygulamasinda artis, 10 uM uygulamasinda diisiis
meydana gelirken, dayanikli varyetede ise 1 uM B-Pinen uygulamasinda artis, 10 uM
uygulamasinda anlamli bir faklilik goériilmemistir. Kuraklik stresine maruz kalmig
bitki yapraklarinda B-Pinen uygulamasi CAT aktivitesinde kendi kontrollerine gore
hassas varyetede diisiis, dayanikli vareyete ise artis meydana getirmistir. Ornegin,
hassas varyetede 1 ve 10 puM’lik B-Pinen uygulamalarinda kontroliine gére CAT
aktivitesi sirastyla % 19.8 ve 22.7 oraninda diisiis meydana gelirken dayanikli
varyetede ise 1 uM B-Pinen uygulamasi % 22.8 oraninda artiga neden olurken 10 uM

uygulamasi 6nemli derecede bir artisa neden olmamustir.
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Cizelge 4.13 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikhi
bugday varyetesinde katalaz (CAT) enzimi aktivitesi iizerine etkisi (U.mg™Protein)

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(nM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

675+093°  80,6+176  601+234° 659+086°C

a-pinen 1 593+082°  636+228° 6204194  700+279°
10 60,8+083° 599+127° 61,0+058°  821+0,76°

6754093  806+176° 601+2345 659+086°

B-pinen 1 75,1+ 1,29a 64,7 + 0,65C 71,0 £ 0,55b 80,9 + 0,95&1
10 620+1165  623+148°  615+05° 6794124

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem

seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.14 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikhi
bugday varyetesinde katalaz (CAT) enzimi aktivitesi iizerine etkisi (U.mg Protein)
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4.5.3. Peroksidaz (POD) aktivitesi sonuclari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ve a-Pinen ve B-pinen uygulamasi ile elde edilen POD aktivitesi
sonuglart Cizelge 4.14 ve Sekil 4.15’de sunulmustur. Kurakliga dayanikli ve hassas
bugday varyetesinde kuraklk stresi uygulamasi ile POD aktivitesi kontrole gore
onemli Ol¢lide (P<0.05) artis gostermistir. Cizelge 4.14 ve Sekil 4.15 ayrintili
incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu artis % 65.5 oraninda olurken

dayanikli varyetedeki artis ise % 36.9 olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal a-pinen uygulamasi POD aktivitesinde
hassas varyetede artisa, dayanikli varyetede ise diisiise neden olmustur. Kuraklik
stresindeki bitki yapraklarinda a-Pinen uygulamasi POD aktivitesinde dayanikli ve
hassas varyetede kendi kontrollerine gore tim gruplarda diisise (P<0.05) neden
olmustur. Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10 pM’lik a-Pinen uygulamalarinda
kontroliine gore POD aktivitesi sirasiyla % 18.9 ve 10.6 oraninda diisiis meydana
gelirken, dayanikli varyetedeki diisiisler istatistiki manada anlamli kabul

edilmemistir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere dissal B-pinen uygulamasi1 POD aktivitesinde hassas
varyetenin tamaminda artisa neden olurken, dayanikli varyetede 10 uM’lik B-pinen
uygulamas1 6nemli derecede degisiklik meydana getirmezken 1 uM’lik B-pinen
uygulamasi diisiise neden olmustur. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki
yapraklarinda B-Pinen uygulamasi POD aktivitesinde dayanikli ve hassas varyetede
kendi kontrollerine gore tiim gruplarda diisiise (P<0.05) neden olmustur. Bu diisler
incelendiginde hassas varyetede 1 ve 10 uM’lik B-Pinen uygulamalarinda kontroliine
gore POD aktivitesi sirastyla % 11.7 ve 11.9, dayanikli varyetede ise % 15 ve 23

oraninda gerceklesmistir.
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Cizelge 4.14 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde peroksidaz (POD) enzimi aktivitesi iizerine etkisi (U.mg™
Protein)

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

2224+19,7° 3682+21,7° 2498+4238° 3421+ 384°

a-pinen 1 2510+583%  2085+149° 2124+340° 3360+6,.21°
10 2525+39.8% 3203+112° 2114+114° 3280+ 153

2224+19,7° 3682+21,7° 2498+428° 3421 +384°

B-pinen 1 2086+22,1° 3252+299° 2113+29,6" 2891 + 284
10 2623+ 17,60 3244+271° 2524+178° 2632948

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gecerli olmak kaydiyla, aym varyete icerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.15 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde peroksidaz (POD) enzimi aktivitesi iizerine etkisi (U.mg'1
Protein)
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4.5.4. Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi sonuglari

Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetesinde kuraklik stresi uygulamasi ile
GR aktivitesi kontrole gore 6nemli 6lgiide (P<0.05) artis gostermistir. Cizelge 4.15
ve Sekil 4.16 ayrintili incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu artis % 16.2

oraninda olurken dayanikli varyetedeki artis ise % 14.4 olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal a-pinen uygulamasi GR aktivitesinde
hassas varyetede istatistiksel olarak anlamli farka neden olmazken, dayanikli
varyetede 1 uM o-Pinen uygulamasinda artis, 10 uM a-Pinen uygulamasinda diisiis
meydana getirmistir. Kuraklik stresindeki bitki yapraklarinda o-Pinen uygulamasi
GR aktivitesinde hassas varyetede kendi kontroliine gore artis (P<0.05) saglarken,
dayanikli varyetede ise Onemli goriilir diizeyde degisklik gergeklestirmemistir.
Dayanikli varyetedeki bu artis ise 1 ve 10 uM’lik o-Pinen uygulamalarinda

kontroliine gore % 9.8 ve 8.9 oraninda meydana gelmistir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere digsal B-pinen uygulamasi GR aktivitesinde her iki
varyetede de anlamli degisikliklere neden olmamistir. Kuraklik stresine maruz
kalmig bitki yapraklarinda B-Pinen uygulamasi GR aktivitesinde hassas varyetede
kendi kontroliine gore tiim grupta, dayanikli varyetede ise bir grupta artig saglamistir.
Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10 uM’lik B-Pinen uygulamalarinda kontroliine gore
GR aktivitesi sirastyla % 9.4 ve 13.5 oraninda artis meydana gelmistir. Dayanikli
varyetede ise 1 uM B-Pinen uygulamasinda % 6.6 oraninda artis gergeklesirken 10

uM uygulamasinda ise istatistiki olarak 6enmli bir fark gézlenmemistir.
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Cizelge 4.15 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde glutatyon rediiktaz (GR) enzimi aktivitesi iizerine etkisi (U.mg™
Protein)

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikl1 varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

139+023% 161+020° 1324044 151+0.24°

a-pinen 1 143+058 17,7+043% 145+080° 14,9+ 0,58
10 133+030% 17,6+037% 124+038° 14,4+0,65"

139+023° 161+020° 132+044° 151+0,24%

B-pinen 1 139+028° 17,7+021° 136+057° 16,1 +0,66°
10 130+040° 183+022° 135:047° 14,6042

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gegerli olmak kaydiyla, aym1 varyete icerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.16 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde glutatyon rediiktaz (GR) enzimi aktivitesi iizerine etkisi (U.mg'1
Protein)
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4.5.5. Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesi sonuclari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ile birlikte a ve B-Pinen uygulamasindan elde edilen APX aktivitesi
sonuglart Cizelge 4.16 ve Sekil 4.17°de sunulmustur. Kurakliga dayanikli ve hassas
bugday varyetesinde kurakhk stresi uygulamasi ile APX aktivitesi kontrole gore
onemli Ol¢lide (P<0.05) artis gostermistir. Cizelge 4.16 ve Sekil 4.17 ayrintili
incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu artis % 148.2 oraninda olurken

dayanikli varyetedeki artis ise % 120.2 olarak goriilmektedir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere dissal a-pinen uygulamasi APX aktivitesinde
hassas varyetede diisiis, dayanikli varyetede ise onemli diizeyde artis meydana
getirmistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda digsal olarak a-Pinen
uygulamasi1 APX aktivitesinde hassas varyetede kendi kontrollerine gore diisiise
(P<0.05) neden olurken dayanikli varyetede ise artis meydana getirmistir. Ornegin,
hassas varyetede 1 ve 10 uM’lik o-Pinen uygulamalarinda kontroliine gére APX
aktivitesinde sirastyla % 23.4 ve 55.5 oraninda diisiis meydana gelirken, dayanikli

varyetede ise % 14.5 ve 30.8 oraninda artis belirlenmistir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasi hassas varyetede
1 uM’lik B-Pinen uygulamasinda artis, 10 pM uygulamasinda diisiis meydana
gelirken dayanikli varyetenin ise tim gruplarinda istatistiksel anlamda farklilik tespit
edilmemistir. Kuraklik stresindeki bitki yapraklarinda B-pinen uygulamasi APX
aktivitesinde hassas varyetede kendi kontrollerine gore tiim grubunda, dayanikli
varyetenin ise bir grubunda diisiise neden olmustur. Ornegin, hassas varyetede 1 ve
10 uM’lik B-Pinen uygulamalarinda kontroliine gére APX aktivitesi sirastyla % 44
ve 26 oraninda diisiis meydana gelirken dayanikli varyetede ise 10 uM B-Pinen
uygulamalarinda % 5.2 oraninda artis, 1 pM B-Pinen uygulamasinda ise % 18.9

oraninda diisiis belirlenmistir.
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Cizelge 4.16 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikhi
bugday varyetesinde askorbat peroksidaz (APX) enzimi aktivitesi lizerine etkisi
(U.mg*Protein)

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikl1 varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

435+007° 108+023" 417+035  9,17+049°

a-pinen 1 384+011° 826+027° 695+048° 105015
10 3,95+0,17° 4,80+0,09° 541+026° 12,0+0,37°

4,35+0,07° 10,8+0,23" 4,17+0,35° 9,17 +0,49°%

B-pinen 1 487+014%  604+012° 398+087° 7,44+031°
10 283+010  7,98+040° 443+017° 9,66+ 0,34°

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gecerli olmak kaydiyla, aym varyete icerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.17 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde askorbat peroksidaz (APX) enzimi aktivitesi iizerine etkisi
(U.mg*Protein)
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4.6. Kuraklik Stresinin Antioksidan Bilesikler Uzerine Etkisi

4.6.1. Toplam antioksidan kapasite (TAS) sonuglari

Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetelerinin her ikisinde de kurakhk stresi
uygulamasinin TAS miktaria etkisi incelendiginde kontrole goére biiylik oranda
(P<0.05) arttig1 tespit edilmistir. Cizelge 4.17 ve Sekil 4.18 ayrintili incelendiginde
kontrole gore bu artis hassas varyetede % 35.4 oraninda olurken dayanikli varyetede

ise % 17.6 olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitilen bitkilere dissal o-pinen uygulamasiyla TAS
miktarinda hassas varyetede artis, dayanikli varyetede diisiis meydana getirmistir.
Kuraklik stresine maruz kalmig bitki yapraklarinda ise o-pinen uygulamasi TAS
miktarinda hassas varyetede kendi kontroline gore (P<0.05) artig, dayanikli
varyetede diisiise neden olmustur. Hassas varyetede 1 uM’lik  a-Pinen
uygulamasinda % 6.5 oraninda artis gozlenirken 10 pM uygulamada farklilik
gozlenmemistir. Dayanikli varyetede 10 uM’da % 6.1 oraninda diisiis olurken 1 uM

uygulamasinda anlamli bir fark goriilmemistir.

Kontrol sartlarinda biiyiitilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasiyla TAS
miktarinda hassas varyetede artis, dayanikli varyetede ise diisiis meydana getirmistir.
Fakat dayanikli varyetedeki bu diisiisler istatistik olarak oOnemsizdir. Kuraklik
stresine maruz kalmig bitki yapraklarinda ise B-pinen uygulamas: TAS miktarinda
hassas varyetedeki 10 pM’lik B-pinen uygulamasi haricindeki biitiin gruplarda
(dayanikli  varyete dahil) anlamli  farkliliklara neden olmamistir. Bu

konsantrasyondaki artis ise % 5.9 olarak kaydedilmistir.
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Cizelge 4.17 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam antioksidan kapasite (TAS) (umol.g K A) iizerineetkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

480+009° 650+005 549+001° 646+ 0,04

a-pinen 1 552+0,02° 6,93+0,03 533+0,65 6,15+ 0,01
10 519+0,02° 651+005 4,67+012° 6,060,086

480+0,09° 650+005 549+001° 6,46+ 0,04°

B-pinen 1 536+0,05° 657+002° 543+004° 6,38+0,02°
10 520+0,10° 688+002% 514+013° 6,51+0,02°

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.18 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde Toplam antioksidan kapasite (TAS) (umol.g'lKuru agirhk)
lizerine etkisi
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4.6.2. Toplam fenolik bilesik miktarinin sonuglari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ve o ve B-Pinen uygulamasi ile elde edilen toplam fenolik bilesik
miktar1 sonuglar1 Cizelge 4.18 ve Sekil 4.19°de sunulmustur. Kurakliga dayanikli ve
hassas bugday varyetesinde kurakhk stresi uygulamasi ile fenolik bilesik
miktarinda miktar1 kontrole gore (P<0.05) artis gostermistir. Cizelge 4.18 ve Sekil
4.19 ayrmtili incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu artis % 8.8 oraninda

olurken dayanikl varyetedeki artis % 25.2 oraninda goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere digsal a-pinen uygulamasi toplam fenolik
bilesik miktarinda dayanikli ve hassas varyetede biitiin gruplarda artis saglamustir.
Fakat bu artiglar anlamli kabul edilmemistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki
yapraklarinda ise a-pinen uygulamasi toplam fenolik bilesik miktarinda dayanikli ve
hassas varyetede biitiin gruplarda diisiise neden olmustur. Bu diislisler hassas
varyetede 1 ve 10 puM a-Pinen uygulamalarinda sirasiyla % 17.8 ve 24.5 oraninda,

dayanikli varyetede ise % 16.5 ve 11.3 oraninda gergeklesmistir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere digsal B-pinen uygulamasi toplam fenolik bilesik
miktarinda hassas varyetenin 10 uM B-Pinen uygulamasinda diislise neden olurken 1
uM uygulamasinda anlamli degisiklige neden olmamistir. Dayanikli varyetede ise
arttg saglamigtir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda [-pinen
uygulamasi toplam fenolik bilesik miktarinda dayanikli ve hassas varyetede biitiin
gruplarda diisiise neden olmustur. Ornegin, hassas varyetede 10 pM B-pinen
uygulamasindaki toplam fenolik bilesik miktar1 %14.5 oraninda diisiis gosterirken, 1
uM B-Pinen uygulamasinda istatiksel olarak o6nemli degisiklie neden olmamuistir.
Dayanikli varyetede ise 1 ve 10 pM B-Pinen uygulamalarinda sirasiyla % 14.2 ve

9.4 oraninda diislis goriilmiistiir.
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Cizelge 4.18 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikhi
bugday varyetesinde toplam fenolik bilesik (ug.g ' Kuru agirlik) miktari iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

780+129°  849+175"  851+503° 1066 +7,06°

a-pinen 1 805+ 142"  698+10,6° 927+183° 890913
10 824+631% 641+699° 892+260"  945+570°

780+ 12,9 849+175° 851+503° 1066+ 7,06°

B-pinen 1 814+143"  842+879% 932:129°° 915+537"
10 737+11,4° 726+148° 914+882°  965+23,0"

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gegerli olmak kaydiyla, ayni varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.19 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam fenolik bilesik (p g.g'lKuru agirlik) miktar1 lizerine etkisi
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4.6.3. Flavonoid miktar: él¢iim sonuclar:

Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetelerinin her ikisinde de kurakhk stresi
uygulamasimin flavonoid miktara etkisi incelendiginde kontrole gore dayanikli
varyetede artis belirlenirken hassas varyetede ise anlamli bir degisiklik olmamustir.
Cizelge 4.19 ve Sekil 4.20 ayrintili incelendiginde dayanikli varyetedeki artis ise %

28.6 oraninda goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere dissal a-pinen uygulamasi flavonoid
miktarinda dayanikli ve hassas varyetede artis saglamistir. Fakat bu artiglar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde Onemsiz kabul edilmektedir. Kuraklik
stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise a-pinen uygulamasi flavonoid
miktarinda dayanikli ve hassas varyetede tiim gruplarda diislise neden olmustur. Bu
diigiisler incelendiginde, hassas varyetede 1 ve 10 uM a-pinen uygulamalariyla
sirasiyla % 15.7 ve 17.6, dayanikli varyetede ise ise % 15.2 ve 14.4 oraninda

gerceklestigi goriiliir.

Kontrol kosullarinda yetistirilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasi flavonoid
miktarinda hassas varyetede bir grupta, dayanikli varyetede ise biitiin gruplarda artis
saglamistir. Dayanikli varyetedeki bu artis ise 6nemsiz seviyededir. Kuraklik stresine
maruz kalmis bitki yapraklarinda ise f-pinen uygulamasi flavonoid miktarinda hassas
varyetede artis saglarken, dayamkli varyetede ise diisiise neden olmustur. Ornegin,
hassas varyetede 10 uM f-pinen uygulamasindaki bu artig anlamli bulunmazken, 1
uM B-Pinen uygulamasinda % 11.6 oraninda gergeklesmistir. Dayanikli varyetede
ise 1 ve 10 uM B-Pinen uygulamalarinda sirasiyla % 17.2 ve 11.7 oraninda diisiis

gorilmiistiir.
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Cizelge 4.19 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde flavonoid (ug.g Kuru agirlik) miktari iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

433+7,66° 416+377°  403+241°  519+6,76°

a-pinen 1 442+11,6°  351+201° 419+138"  440+284°
10 443+586°  343+340°  409+229" 444+ 4,04

433+7,66° 416+377° 403+241° 519+676°

B-pinen 1 442+105"  465+538°  454+118°  429+1,79"
10 374+819° 422+103° 424+:697° 458+128"

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gegerli olmak kaydiyla, ayni varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.20 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde flavonoid (pg.g'lKuru agirlik) miktar lizerine etkisi
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4.6.4. Toplam karotenoid miktarinin sonuglari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresiyle birlikte a ve B-Pinen uygulamasi ile elde edilen toplam karotenoid
miktar1 sonuglar1 Cizelge 4.20 ve Sekil 4.21°de sunulmustur. Her iki varyetede de
kuraklik stresi uygulamasi ile toplam karotenoid miktar1 kontrole gore (P<0.05)
onemli decede artiglar gostermistir. Cizelge 4.20 ve Sekil 4.21 ayrintih
incelendiginde hassas varyetede kontrole gére bu artis % 133 oraninda olurken

dayanikli varyetede ise % 124 oraninda goriilmektedir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere dissal a-pinen uygulamasi toplam karotenoid
miktarinda hassas varyetede iki, dayanikli varyetede ise bir grupta artis meydana
getirmistir. Fakat meydana gelen bu artis ve azalislarin hicbiri istatistiki olarak
anlamli kabul edilmemistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise a-
pinen uygulamasi toplam karotenoid miktarinda hassas varyetenin bir grubunda,
dayanikli varyetenin ise tiim grubunda diisiise neden olmustur. Ornegin, hassas
varyetede 10 uM o-pinen uygulamalariyla toplam karotenoid miktarinda % 16.2
oraninda diislis gozlenitken 1 pM uygulamasinda Onemli sayilir degisiklik
olusturmamustir. Dayanikli varyetede 1 ve 10 uM a-pinen uygulamalarinda sirasiyla

% 33.1 ve 16 oraninda diigiis goriilmiistiir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere dissal B-pinen uygulamasi toplam karotenoid
miktarinda hassas varyetede anlamli farka neden olmamistir. Dayanikli varyetenin 10
uM B-pinen uygulamasinda diisiis goriliirken diger konsantrasyonunda onemli
sayilabilecek degisiklik olusturmamistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki
yapraklarinda B-pinen uygulamasi toplam karotenoid miktarinda hassas varyetede
art1s, dayanikli varyetede ise diisiis meydana getirmistir. Ornegin, hassas varyetede
10 uM B-pinen uygulamalariyla toplam karotenoid miktarinda % 21.9 oraninda artis
gosterirken, diger konsantrasyonda ise anlamli farka neden olmamustir. Dayanikli
varyetede ise 1 ve 10 uM B-Pinen uygulamalarinda sirastyla % 18.8 ve 21.2 oraninda

diisiis goriilmiistiir.
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Cizelge 4.20 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikhi
bugday varyetesinde toplam karotenoid (mgg™Kuru agirlik) miktar: iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(uM) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

142+0,04° 3324005 163+017° 3,66+0,21°

a-pinen 1 147+012° 335+020° 158+0,02° 245+0,20°
10 152+021° 278+007° 165+007° 3,07=0,20°

142+0,04° 3324005 163+017° 3,66+ 0,21°

B-pinen 1 147+012°  404+010° 1,72+005° 297+0,33
10 1,39+0,04° 341+015° 146+010° 2,88+042°

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem

seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.21 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam karotenoid (mg g'lKuru agirlik) miktar tizerine etkisi
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4.6.5. Toplam glutayon miktarinin sonuglari

Toplam glutatyon miktar1 incelendiginde; her iki varyetede de kurakhk stresi
uygulamasi ile toplam glutatyon miktar1 kontrole gore (P<0.05) artmistir. Cizelge
4.21 ve Sekil 4.22 ayrintili incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu artis %

13.8 oraninda olurken dayanikli varyetede ise % 39.5 oraninda goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitiilen bitkilere dissal a-pinen uygulamasi toplam glutatyon
miktarinda her iki varyetede de artis saglamistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki
yapraklarinda ise a-pinen uygulamasi toplam glutatyon miktarinda her iki varyetenin
tiim gruplarinda diisiise neden olmustur. Bu diisiisler incelendiginde hassas varyetede
1 ve 10 uM a-pinen uygulamalariyla sirasiyla % 10.2 ve 20 dayanikli varyetede ise
% 18.5 ve 5.5 oraninda gercgeklestigi gortiliir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere digsal B-pinen uygulamasi toplam glutatyon
miktarinda hassas varyetenin 10 uM konsantrasyonunda artis, 1 uM B-Pinen
uygulamasinda  diisiis  gerceklestirmistir.  Dayanikli  varyetenin  biitiin
konsantrasyonlarinda artts meydana getirmistir. Kuraklik stresindeki bitki
yapraklarinda B-Pinen uygulamasi toplam glutatyon miktarinda her iki varyetenin
tiim gruplarinda diisiise neden olmustur. Hassas varyetedeki bu diisiis 1 ve 10 uM -
pinen uygulamalariyla toplam glutatyon miktarinda sirasiyla % 21 ve 5.9 oraninda
gerceklesmistir. Dayanikli varyetede ise 10 uM B-pinen uygulamalarinda % 36.7
oraninda diisiis gozlenirken 1 pM B-Pinen konsantrasyonunda istatistiki manada

onemli bir farka neden olmamuistir.
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Cizelge 4.21 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikhi
bugday varyetesinde toplam glutatyon (GSH) (ng.g™'Kuru agirlik) miktar: iizerine

etkisi
Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

183+2,77° 208+181%°  267+1,99°  372+4,76°
a-pinen 1 108+1,92®°  187+146° 327+375° 303+0,87"
10 108 +3,62"  167+1,38°  317+443°  351+1,16%
183+2,77° 208+181%° 267199 372+476
B-pinen 1 201+3,66° 165+106° 324+228"  368+1,13°
10 89,0+1,18" 196+138° 209+168°  235+1,75°

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gecerli olmak kaydiyla, aym varyete icerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.22 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam glutatyon (GSH) (ng.g'lKuru agirlik) miktar1 lizerine
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4.6.6. Toplam askorbik asit (toplam AsA) miktarinin sonuclari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresiyle birlikte o ve B-Pinen uygulamalarindan elde edilen toplam AsA
miktar1 sonuglar1 Cizelge 4.22 ve Sekil 4.23’de sunulmustur. Her iki varyetede de
kuraklik stresi uygulamasi ile toplam AsA miktar1 kontrole gore (P<0.05) disiis
gostermistir. Cizelge 4.23 ve Sekil 4.24 ayrintili incelendiginde hassas varyetede
kontrole gore bu diigiis % 9 oraninda olurken dayanikli varyetedeki ise % 12.7

oraninda goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda biiyiitillen bitkilere dissal e-pinen uygulamasi toplam AsA
miktarinda hassas varyetedeki 1 uM o-pinen uygulamasinda % 8.1 oraninda artis
gozlenirken, dayanikli varyetedeki 10 pM o-pinen uygulamasinda % 10.3 oraninda
diisiis gozlenmistir. Bunun disindaki biitiin konsantrasyonlarda ise anlamli bir fark
gozlenmemistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise a-pinen
uygulamasi toplam AsA miktarinda hassas varyetede diisiis, dayanikli varyetede ise
artts meydana getirmistir. Ornegin, hassas varyetede 10 uM a-pinen uygulamasinda
% 9.6 oraninda diisiis, dayanikli varyetede 10 pM konsantrasyonunda % 21 oraninda
artis meydana gelmistir. Diger gruplarda ise istatistiki acidan anlamli bir degisiklik

kaydedilmemistir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere dissal B-pinen uygulamasi toplam AsA miktarinda
hassas varyetenin 1 uM B-Pinen uygulamasinda artis, 10 uM uygulamasinda diisiis
meydana getirmistir. Dayanikli varyetenin ise tamaminda artis gézlenmistir.
Kuraklik stresindeki bitki yapraklarinda B-pinen uygulamasi toplam AsA miktarinda
her iki varyetenin de tiim gruplarinda artis saglamistir. Bu artis degerlendirildiginde
hassas varyetede 1 ve 10 uM B-pinen konsantrasyonlarinda sirasiyla % 6.3 ve 11.7,

dayanikli varyetede ise % 30.2 ve 17 oraninda gergeklesmistir.
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Cizelge 4.22 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam askorbik asit (AsA) (ng.g*Kuru agirlik) miktar: iizerine
etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

248+219°  226+201° 260+568°  227+297°

a-pinen 1 268 +4,75° 216+1,93"° 272+106°  231+2,02°
10 2524361  204+365 234+579°  275+911°

248+2190%  226+201° 260+568° 227+ 297

B-pinen 1 267+6,12°  240+410° 273+523"  296+873°
10 101 +248° 2524206 2874257 266+ 734"

*Ayni siitundaki her bir madde i¢in gecerli olmak kaydiyla, aym varyete icerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.23 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam askorbik asit (AsA) (ng.g'lKuru agirlik) miktari tizerine
etkisi
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4.7. Kuraklik Stresinin Osmoprotektan ve Osmolitler Uzerine Etkisi

4.7.1. Coziinebilir protein miktarinin sonuglari

Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetesinde kuraklik stresi uygulamasi ile
¢oziinebilir protein miktar1 kontrole gore degisiklik Cizelge 4.23 ve Sekil 4.24°de
gosterilmistir.  Sonuglar degerlendirildiginde kurakhk stresiye birlikte hassas
varyetede ¢oziinebilir protein miktart % 25.8 oraninda diislis gosterirken dayanikli

varyetede ise ise istatistiki acidan anlaml bir fark gézlenmemistir.

Kontrol kosullarinda biiyiitiilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasi ¢oziinebilir
protein miktarinda hassas varyetede diisiise, dayanikli varyetede ise artisa neden
olmustur. Fakat hassas varyetedeki bu diistisler anlamli kabul edilmemistir. Kuraklik
stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda o-pinen uygulamasi ¢oziinebilir protein
miktarinda hassas varyetede kendi kontrollerine gore bir grupta artis saglarken
(P<0.05) dayanikl varyetede ise tamaminda diisiise neden olmustur. Ornegin, hassas
ve dayanikli varyetenin 10 ile 1 uM’lik a-pinen uygulamalarinda kontrollerine gore
¢ozilinebilir protein miktar1 sirastyla % 11.5 ve 8.8 oraninda diisiis gosterirken diger

konsantrasyonlarda ise anlamli bir degisiklik kaydedilmemistir.

Kontrol sartlarinda yetistirlen bitkilere digsal P-pinen uygulamasi c¢oziinebilir
protein miktarinda hassas varyetede diislise, dayanikli varyetede ise artisa neden
olmustur. Kuraklik stresindeki bitki yapraklarina B-pinen uygulamasi ¢oziinebilir
protein miktarinda kendi kontrollerine gére dayanikli ve hassas varyetenin birer
grubunda artis (P<0.05) saglamistir. Ornegin, hassas varyetede 10 uM’lik o-pinen
uygulamasinda % 5.4 oraninda artis gozlenirken, dayanikli varyetede ise 1 uM
konsantrasyonunda kontroliine gére % 8.3 diisiis meydana gelmistir. Diger gruplarda

ise istatistiki manada anlamli bir fark kaydedilmemistir.
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Cizelge 4.23 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde ¢oziiniir protein (mg.g ‘Kuru agirhik) miktari iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

437+0,04° 324+002° 365+000° 3,62+0,04°

a-pinen 1 412+004° 328+001° 446+005  3,30+0,04°
10 4354003 286+001° 450+003° 349+003"

437+0,04° 324+002° 365+009° 362+0,04°

B-pinen 1 361+0,05° 324+001° 4,13+0,05  3,32+0,02°
10 412+0,03° 341+002° 3974005 368+0,02°

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.24 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde ¢0ziiniir protein (mg.g'lKuru agirlik) miktar lizerine etkisi
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4.7.2. Prolin miktariin sonuglari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ve a ve B-pinen uygulamasi ile elde edilen prolin miktar1 sonuglari
Cizelge 4.24 ve Sekil 4.25’de sunulmustur. Kurakliga dayanikli ve hassas bugday
varyetesinde kuraklik stresi uygulamasi ile prolin miktarinda miktar1 kontrole gore
(P<0.05) ¢ok ciddi oranda artis gostermistir. Cizelge 4.24 ve Sekil 4.25 ayrintili
incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu artis yaklasik 10 kat olurken

dayanikli varyetedeki artis ise 22 kat olarak goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda yetistirilen bitkilere digsal a-pinen uygulamasi prolin miktarinda
hassas varyetede 1 uM a-Pinen uygulamasinda artis, 10 uM uygulamasinda ise diisiis
meydana getirmistir. Dayanikli varytede anlamli bir farka neden olmamistir.
Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda o-Pinen uygulamasi prolin
miktarinda dayanikli ve hassas varyetede genellikle diisiise neden olmustur. Ornegin,
hassas varyetede 10 uM a-pinen uygulamalariyla prolin miktarinda % 24.7 oraninda
diigis meydana gelirken, 1 puM o-pinen uygulamasinda istatistiki olarak fark
gozlenmemistir. Dayanikli varyetede ise 1 ve 10 pM a-Pinen uygulamalarinda %

31.5 ve 18.8 oraninda diisiis goriilmiistiir.

Kontrol kosullarinda biyiitillen bitkilere digsal p-pinen uygulamasi prolin
miktarinda dayanikli ve hassas varyetede biitiin gruplarda diisiise neden olmustur.
Fakat dayanikli varyetedeki bu diisiis anlamli kabul edilmemistir. Kuraklik
stresindeki Dbitki yapraklarina B-pinen uygulamasi ise prolin miktarinda hassas
varyetenin bir konsantrasyonunda, dayanikli varyetenin ise tamaminda diisiis
meydana getirmistir. Ornegin, hassas varyetede 1 uM B-pinen uygulamalariyla prolin
miktarinda % 14.4 oraninda artis, 10 uM B-pinen uygulamasinda % 6.8 oraninda
diisiis gozlenirken, dayanikli varyetede ise 1 ve 10 uM B-pinen uygulamalarinda %

7.7 ve 12.7 oraninda diislis gorilmiistiir.
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Cizelge 4.24 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde prolin (ug.g ‘Kuru agirhik) miktari iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

940+1,10° 975+138  49,0+156° 1117+7,25°

a-pinen 1 111,9+0,63° 1002+265° 459+0,67° 764 +204°
10 784+164° 733+102° 386+048"  907+388"°

940+1,10° 975+138° 49,0+156° 1117+7,26°

B-pinen 1 88,6+4,05° 1115+13,1%° 425+065° 1030+ 12,9"
10 781+123° 008+11,7° 388+0,67° 975+134°

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.25 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde prolin (pg.g'lKuru agirlik) miktar tizerine etkisi
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4.7.3. Indirgen seker miktarinin sonuglar

Kurakliga dayanikli ve hassas bugday varyetesinde kuraklik stresi uygulamasi ile
indirgen seker miktar1 kontrole gore (P<0.05) artis gostermistir. Cizelge 4.25 ve
Sekil 4.26 ayrintili incelendiginde hassas varyetede kontrole gore bu artis % 37.3

oraninda olurken dayanikli varyetede ise % 46 oraninda goriilmektedir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere digsal @-pinen uygulamasi indirgen seker
miktarinda hassas varyetenin tamaminda, dayanikli varyetenin ise bir grubunda artis
meydana getirmistir. Kuraklik stresine maruz kalmis bitki yapraklarinda ise a-pinen
uygulamasi indirgen seker miktarinda dayanikli ve hassas varyetede biitiin gruplarda
diisiise neden olmustur. Bu diislis oransal olarak degerlendirildiginde hassas
varyetede 1 ve 10 uM a-pinen uygulamalariyla sirasiyla % 23.8 ve 28.6, dayanikli

varyetede ise % 25.8 ve 8.2 olarak gergeklestigi goriiliir.

Kontrol sartlarinda biiytitiilen bitkilere digsal B-pinen uygulamasi indirgen seker
miktarinda dayanikli ve hassas varyetenin tamaminda artis saglamistir. Kuraklik
stresine maruz kalmig bitki yapraklarinda ise B-pinen uygulamasi indirgen seker
miktarinda her iki varyetede de diisiise sebep olmustur. Bu diistisler inecelendiginde
hassas varyetede 1 ve 10 uM B-pinen uygulamalariyla sirasiyla % 22.6 ve 17.7
oraninda meydana geldigi goriiliir. Dayanikli varyetede ise 1 uM [-pinen
uygulamasinda % 16.9 diisiis gerceklesirken diger konsantrasyonda ise anlamli bir

degisiklik s6z konusu degildir.
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Cizelge 4.25 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikhi
bugday varyetesinde indirgen seker (mg.g Kuru agirlik) miktar: iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

578+021° 793+010° 6,71+013" 9,79+0,14°

a-pinen 1 7334039 6,04+022° 753+0,10° 7,26+0,12°
10 6,84+0,19° 565+006° 655+0,18" 899+038"

578+021° 793+0,10° 671+013% 979+0,14°

B-pinen 1 662+0,10° 613015 7,32+0,22° 814+0,14°
10 6,10+0,14° 652+018" 7,09+0,12% 950+0,22%

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.26 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde indirgen seker (mg.g'lKuru agirlik) miktari tizerine etkisi
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4.7.4. Toplam karbohidrat miktarinin sonugclari

Bugdayin kurakliga dayanikli Karahan-99 ve hassas Cumhuriyet-75 varyetelerinden
kuraklik stresi ve a ve B-pinen uygulamasi ile elde edilen toplam karbohidrat miktari
sonuglar1 Cizelge 4.26 ve Sekil 4.27°de sunulmustur. Kurakliga dayanikli bugday
varyetesinde kuraklik stresi uygulamasi ile toplam karbohidrat miktari miktarinda
kontrole gore (P<0.05) artis gostermistir. Cizelge 4.26 ve Sekil 4.27 ayrintili
incelendiginde hassas varyetede kontrole gore anlamli bir fark gézlenmezken

dayanikli varyetede ise % 26.5 oraninda artig goriilmektedir.

Kontrol sartlarinda Dbiiyiitiilen bitkilere digssal «a-pinen uygulamasi toplam
karbohidrat miktarinda hassas varyetede diisiis, dayanikli varyetede ise artis meydana
getirmistir. Kuraklik stresine maruz kalmig bitki yapraklarinda ise a-pinen
uygulamasi toplam karbohidrat miktarinda dayanikli ve hassas varyetede biitiin
gruplarda diisiise neden olmustur. Bu diistislere bakildiginda hassas varyetede 1 ve
10 uM a-pinen uygulamalariyla sirasiyla % 20.2 ve 12.1, dayanikli varyetede ise %
17.9 ve 16.3 oraninda gerceklestigi gortliir.

Kontrol kosullarindaki bitkilere digsal p-pinen wuygulamasi yine a-Pinen
uygulamasinda oldugu gibi toplam karbohidrat miktarinda hassas varyetede diisiis,
dayanikli varyetede ise artis meydana getirmistir. Kuraklik stresine maruz kalmis
bitki yapraklarina ise [-pinen uygulamasi toplam karbohidrat miktar1 hassas
varyetenin tamaminda, dayanikli varyetenin ise bir grubunda diisiis meydana
gostermistir. Ornegin, hassas varyetede 1 ve 10 uM B-pinen uygulamalariyla toplam
karbohidrat miktarinda sirasiyla % 13.7 ve 12.5 oraninda disiis gbzlenmistir.
Dayanikli varyetede ise 10 uM B-Pinen uygulamalarinda % 22.6 oraninda diisiis, 1

UM B-Pinen uygulamasinda istatistiksel anlamda fark goriilmemistir.
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Cizelge 4.26 Kuraklik, kuraklik + a ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam karbohidrat (mg.g 'Kuru agirlik) miktari iizerine etkisi

Konsantrasyon Hassas varyete Dayanikli varyete
(um) Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
0 957+0,12° 9.82+0,09° 102+0,15° 12,9+0,07°
a-pinen 1 8,28+0,05" 7,83+003° 123+012%® 107+0,10"
10 7.95+0,06™ 864+004" 126+009° 109+0,71"
0 957+0,12° 982+0,09° 102+015°  12,9+0,07°
B-pinen 1 7.68+0,06° 847+014" 132+012° 133+0,05°
10 8,49+0,09° 859+008° 10,8+0,05  10,0=0,08"

*Aym siitundaki her bir madde icin gegerli olmak kaydiyla, ayn1 varyete igerisinde ayni harflerin
bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar Duncan’in Coklu Karsilagtirma testine gére P<0.05 6nem
seviyesinde anlamsizdir. + standart hatayi ifade eder.
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Sekil 4.27 Kuraklik, kuraklik + o ve B-pinen uygulamalarinin hassas ve dayanikli
bugday varyetesinde toplam karbohidrat (mg.g™Kuru agirlik) miktari iizerine etkisi
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4.8. SDS-PAGE Jel Elektroforezi Sonuclar:

4.8.1 Dayanikh bugday varyetesinden elde edilen sonuclar

Kurakliga dayanikli varyetenin (Karahan-99) SDS-PAGE elektroforez sonuglari sekil
4.28’da verilmistir. Sekil 4.28’da Kurakliga dayanikli varyeteden elde edilen
proteinlerin SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda,
proteinlerin biiyiikliiklerinin yaklasik 20 ile 50 kDa arasinda oldugu goriilmektedir.
Ayrica 20-50 kDa arsindaki proteinlerde onemli farklar goze carpmaktadir. Bu
aralikta 50 kDa agirliginda olan bantlarin siddeti kontrol grubuna gore kurak kontrol
grubunda kismen azalmistir. Kontrol grubu kendi igerisinde kiyaslandiginda 10 uM
a-pinen uygulamasinda bantin yogunlugu azalirken 1 pM B-pinen uygulamasinda
bantin yogunlugu artmistir. Kuraklik uygulamalarinda ise 1 pM a-pinen ve 10 uM B-
pinen uygulamalarinda bant yogunlugu azalirken 1 uM [-pinen uygulamasinda
bantin yogunlugu artmistir. Agirhg 20 kDa olan proteinler ise kuraklik

uygulamalarinda bantlar belirgin iken kontrol grubunda belirgin degildir.

kDa M K ol al0 Pt
120

90

B0 KS Kal Kald KB1 KB10

Sekil 4.28 Kurakliga dayanikli bugday varyetesi yapraklarindan elde edilen
proteinlerin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi fotografi (kDa: Kilodalton, M:
Standart proteinler, (K: Kontrol, al: 1 uM a-pinen, a10: 10 uM oa-pinen, p1: 1 uM
B-pinen, p10: 10 uM B-pinen, KS: Kurak sartlar, Kal: Kurak+1 uM a-pinen, Ka10:
Kurak+10 uM a-pinen, Kp1: Kurak+1 uM B-pinen, KB10: Kurak+10 uM B-pinen)
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4.8.2 Hassas bugday varyetesinden elde edilen sonuclar

Kurakliga hassas varyetenin (Cumhuriyet-75) SDS-PAGE elektroforez sonuglart
sekil 4.29’da verilmistir. Sekil 4.29°da Kurakliga hassas varyeteden elde edilen
proteinlerin SDS-PAGE sonuglarinda standart proteinlerle kiyaslandiginda,
proteinlerin biyiikliiklerinin yaklasik 20 ile 50 kDa arasinda oldugu goriilmektedir.
Ayrica 20-50 kDa arasindaki proteinlerde 6nemli farklar géze carpmaktadir. Bu
aralikta 50 kDa agirliginda olan bantlarin siddeti kontrol grubuna gére kurak kontrol
grubunda artmistir. Kontrol grubu kendi igerisinde kiyaslandiginda a-pinen ve B-
pinen uygulamalarinda bantlarin  yogunlugu artis gostermistir.  Kuraklik
uygulamalarinda ise 1 uM B-pinen uygulamasinda bant yogunlugu artarken diger
gruplarda gozle goriiliir bir degisiklige sebep olmamistir. Agirligt 20 kDa olan
proteinler ise kuraklik uygulamalarinda bantlar belirgin iken kontrol grubunda

belirgin degildir.

kDa M
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Sekil 4.29 Kurakliga hassas bugday varyetesi yapraklarindan elde edilen proteinlerin
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi fotografi (kDa: Kilodalton, M: Standart
proteinler, (K: Kontrol, al: 1 uM a-pinen, a10: 10 uM a-pinen, p1: 1 uM B-pinen,
p10: 10 puM B-pinen, KS: Kurak sartlar, Kal: Kurak+l pM a-pinen, KaloO:
Kurak+10 uM a-pinen, Kp1: Kurak+1 uM B-pinen, KB10: Kurak+10 uM B-pinen)
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5. TARTISMA

Arastirmada kurakliga dayanikli ve hassas bitkiler arasindaki farklar1 gormek igin
bitki materyali olarak sulak alanlarda siklikla kullanilan ve tane verimi yiiksek olan
Triticum aestivum cv. Cumhuriyet-75 (Hassas varyete) ile genellikle sulama
olanaklarinin kisitl oldugu bolgelerde tarimi yapilan Triticum aestivum cv. Karahan-

99 (Dayanikl varyete) gesitleri tercih edilmistir.

Bugday iiretimi genellikle kuru tarim alanlarinda yapilmakta ve kuraklik bu
alanlardaki bugday iiretiminde ciddi problemlere neden olmaktadir. Kuru tarim
alanlarindaki yillik yagisin Onemli bir kismi Kasim-Nisan aylari arasinda
diismektedir. Yagislarin yetersiz ve diizensiz dagilimi yiiziinden farkli gelisme
donemlerinde kurak periyotlar yasanmakta ise de, genellikle ¢iceklenmeye yakin
donemde baglayan kuraklik stresi, tane dolum doneminde etkisini artirmaktadir.
Kurak kosullarda 6nce topragin, ardindan bitkinin su potansiyeli azalir ve daha ileri
sathalarda turgor basincinda diisme, stomalarda kapanma, yaprak biiyiimesinde

azalma ve fotosentez oraninda diisiis meydana gelir (Monti, 1986; Oztiirk, 1999).

Calismanin ana fikri yabani bitkilerin kuraklik stresinde kendi biinyelerinde sentezini
artirdig1 bilesiklerin kiiltiirii yapilan bitkilere uygun dozlarda uygulanip kurakliga
toleransi lizerinde etkisinin aragtirtlmasi ve eger olumlu bir etkisi gézlenirse bunun
tolerans mekanizmasinda hangi fizyolojik ve biyokimyasal etmenler neticesinde
oldugunu belirlemektir. Kurulan bu hipotezin sonucunda bir 6n c¢aligma olarak
kontrolle birlikte farkli kuraklik stresi kosullarinda yetistirilen Nepeta meyeri
bitkisinin yapraklarinda esansiyel yag profilini belirlemek i¢in GC-MS analazleri
gerceklestirilmistir. Bu analizler sonucunda kurulan hipotezi destekler nitelikte
kuraklik stresi ile birlikte tedrici olarak 6zellikle a ve B-pinen monoterpenlerinde
artiglar oldugu goézlenmistir. Bunun ardindan bu kimyasallar ¢alisma kapsaminda
potensiyel antistres bilesikleri olarak nitelendirilmistir. Diger taraftan yapilan
literatlir taramasinda o ve B-pinen monoterpenlerinin bitki stres fizyolojinde

kullanimina dair ¢alismalara ¢ok az rastlanmistir. Bu alanda yapilan g¢alismalar
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sadece esansiyel yag profilinin belirlenmesi ve bu profilde major bilesiklerin hangi
oranda degistigini vurgulamaktan Oteye gecmemistir. Calismanin hipotezi sadece
Nepeta meyeri bitkisi {izerine kurulmamistir. Ayrica yukarida da bahsedildigi gibi
farkli arastirmacilarin kuraklik stresinde yetistirdikleri bitkilerdeki esansiyel yag
profilindeki degisimlerle de karsilastirilmistir (Cizelge 5.1 ve Cizelge 5.2). Esasinda
bir¢ok calismada sekonder metabolizmanin triinleri olan bazi bilesiklerin (salisilik
asit, askorbik asit, jasmonik asit, ABA vb.) dissal uygulamasinin bitkiyi birgok
cevresel stresten koruyabildigi ile ilgili caligmalara rastlanilmaktadir (Esim ve Atici,
2015; Kanbur vd., 2016; Ozfidan vd., 2012; Mutlu vd., 2009). Fakat literatiirde, o ve
B-pinen monoterpenleri ile ilgili bu anlamda herhangi bir c¢aligmaya
rastlanilmamistir. o ve B-pinen ile ilgili calismalar kaynak 6zetlerinde ayrintili olarak
verilmistir. Ancak bu bilgiler yetersiz ve kisitlidir. Bu yiizden ¢alismanin sonuglari
literatlirdeki bilimsel bir boslugu doldurmakla kalmamis, ayni zamanda o ve B-

pinen’nin pratikte kullanilabilme potansiyeli fikrini de ortaya koymustur.

Caligmada bitkilere uygulanacak o ve [-pinen monoterpenlerinin  hangi
konsantrasyonlarda uygulanacagina 1 uM’dan 1000 mM’ a kadar kurulan 6n deney
diizeneklerinden sonra karar verilmistir. Bu denemelerin ardindan c¢alisma
konsantrasyon araligi 1-10 uM olarak belirlenmistir. Ayrica o ve B-pinen’nin bugday
fidelerini kurakliktan koruyabilme potansiyeli arastirilirken, koruma derecesi ve
kriteri olarak literatiirde en ¢ok kullanilan ve stres indikatorii olan parametreler
secilmistir. Bunlardan toleransin derecesini gosterenler olarak, kontrol ve a ve B-
pinen uygulamali bitkiler arasinda, yapraklarindaki elektrolit sizintt miktari, lipid
peroksidasyon derecesi, dokularda hidrojen peroksit ve siiperoksit anyonu birikimi
ile hidroksil radikali giderme aktivitesi, ayrica hiicrelerde antioksidan kapasitenin
degisimini takip etmek icin de antioksidan enzim (katalaz, peroksidaz, askorbat
peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon rediiktaz) aktiviteleri 6l¢iildii. Ayrica
enzimatik olmayan antioksidanlardan toplam fenolik madde, flavonoid, karotenoid,
toplam askorbik asit ve toplam glutatyon miktar1 belirlendi. Yapraktan toplam
klorofil miktar1 6lgiildii. Osmoprotektan maddelerden; prolin, protein, indirgen seker

ve toplam karbohidrat miktar1 6lgiildii. Son olarak polipeptidlerin jel elektroforezi
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(SDS-PAGE) yapilarak protein bandlari elde edilmistir. Asagida arastirmamizdan
elde edilen sonuclarin yorumlanmasi ve diger arastiricilarin  sonuglart ile

karsilastirmali degerlendirmeleri yapilmuastir.

5.1. Kurak Sartlarda a ve p-Pinen Monoterpenleri

Sekonder metabolitlerin miktar1 bitkilerin yasadiklari ortama uyumunu saglamalari
ve herhangi bir stresle karsilastiklarinda tistesinden gelmeleri i¢in artar (Ramakrishna
ve Ravishankar, 2011). Son zamanlarda kuraklik stresinin etkisiyle de bitkideki
sekonder madde seviyesinin arttigin1 gosteren ¢ok sayida ¢alisma vardir (Cizelge
4.28 ve Cizelge 4.29) (Sangwan vd., 1994; Baher vd., 2002; Nik vd., 2008;
Petropoulos, 2008; Bettaieb vd., 2009; Nowak vd., 2010; Khorasaninejad vd., 2011;
Saeidnejad vd., 2013; Singh-Farhoudi vd., 2014). Fakat bu ¢alismalarin higbirinde
stres aninda miktar1 artan bu bilesiklerin bitkilerde kurakliga tolerans saglamadaki

rolii arastirilmamastir.

Yapilan bir 6n ¢alismada ¢alismada (Nepeta meyeri) ve yukarida bahsedilen farkli
caligmalarda kuraklik stresiyle birlikte a ve PB-pinen monoterpenlerinde artis
kaydedilmistir (Ekler, Cizelge 1). Yapilan ¢alismalarda arastirma materyali olarak
Ozellikle Lamiaceae, Apiaceae ve Pinaceae familyalarina ait bitkiler kullanilmistir.
Ciinkii bu familyalar sekonder metabolitge zengin bitki gruplari oldugu igin basta
tibbi olmak tizere birgok ¢alismaya arastirma konusu olmuslardir. Bu ¢alismanin ana
materyali olan a ve 3-pinen monoterpenleri de ¢ogu bitkinin esansiyel yag profilinde
mevecut olup oOzellikle ismini almis oldugu Pinaceae (Camgiller) familyasinin
liyelerinin major esansiyel yaglarindandir. Kurakliga ve soguga cok yiiksek
dayaniklilik gosteren Pinaceae familyanin {iyelerinin bu 6zellikleri belki de a-Pinen
ve pB-Pinen kimyasallarinin sentezinin artist ile agiklanabilir. Bu agidan
degerlendirildiginde ¢amgillerde kurakliga toleransi artiran ana bilesenlerden biri
olabilecegi ileri siiriilebilir. Zira daha once yiiriitiilen bir ¢alismada (Mutlu vd., 2016)
dogal ortamindan farkli mevsimlerde toplanan Pinus sylvestris (Sarigam) yapragi

orneklerinin antioksidan enzim aktivitelerinin diger bitkilere kiyasla ¢ok daha diisiik
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aktivite gosterdigi belirlenmistir. Calismalarinda bu bulgulardan sonra ¢cam agacinin

daha farkl1 bir mekanizma ile kuraklik stresine kars1 koyabilecegi vurgulanmistir.

Cizelge 5.1 Kuraklik stresine maruz birakilmis bazi bitkilerin esansiyel yag
kompozizyonundaki a-pinen’nin (%) degisimi

Bitki ad1 ve familyasi Kontrol Kurakhk Kaynak

Nepeta meyeri (Lamiaceae) 0,17 2,1 On ¢alisma

Petroselinum crispum (Apiaceae) (kok) Nd. 1,1 Petropoulos, 2008

Petroselinum crispum (Apiaceae) (yumru) 5,36 7,06 Petropoulos, 2008

Petroselinum crispum (Apiaceae) (diiz 4,11 4,32 Petropoulos, 2008

yaprak)

Petroselinum crispum (Apiaceae) 1,17 1,86 Petropoulos, 2008

(krvircik yaprak)

Salvia officinalis (Lamiaceae) 3,45 50,74 Bettaieb ve ark.,

(mg/g1.DW) 2009

Matricaria recutita (Asteraceae) 0,5 2,5 Farhoudi ve
ark.,2014

Satureja hortensis (Lamiaceae) 1,3 2,1 Baher ve ark. 2002

Pinus halepensis (Pinaceae) (ug/g-' DW) 1100 2200 Llusia ve Penuelas,
1998

Pistacia lentiscus (Anacardiaceae) (ung/g-" 800 1640 Llusia ve Penuelas,

DW)

1998

Cizelge 5.2 Kuraklik

kompozizyonundaki B-pinen’nin (%) degisimi

stresine maruz birakilmis bitkilerin esansiyel

yag

Bitki ad1 ve familyasi Kontrol Kurakhk Kaynak

Nepeta meyeri (Lamiaceae) 5,43 8,06 On ¢alisma

Parthenium argentatum (Asteraceae) 3.4 7.8 Nik, 2008

Ocimum basilicum (Lamiaceae) 0,5 1,0 Khalid, 2006

Petroselinum crispum (Apiaceae) (kok) 16,43 21,0 Petropoulos, 2008

Petroselinum crispum (Apiaceae) (turp) 4,69 6,7 Petropoulos, 2008

Petroselinum crispum (Apiaceae) (diiz 3,35 4,32 Petropoulos, 2008

yaprak)

Petroselinum  crispum  (Apiaceae) 1,04 1,95 Petropoulos, 2008

(krvircik yap.)

Salvia officinalis (Lamiaceae) (mg/g-* 8,79 77,69 Bettaieb ve ark., 2009

DW)

Matricaria recutita (Asteraceae) 1,2 2,8 Farhoudi ve ark.,2014

Satureja hortensis 0,7 1,4 Baher ve ark. 2002

(Lamiaceae)

Bunium persicum (Apiaceae) 3,1 7,1 Saeidnejad ve ark.,
2013

Pinus halepensis (Pinaceae) (ng/g-" 125 250 Llusia ve Penuelas,

DW) 1998

Pistacia lentiscus (Anacardiaceae) 130 550 Llusia ve Penuelas,

(ug/g-' DW) 1998
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5.2. Zar Biitiinliigii

Hiicre zarlar1 bir¢ok bitkide stresler sirasinda zarar goren ilk yapilardir. Genellikle
kuraklik stresi altinda zarlarimin biitiinliliigi ve kararliligiin devami bitkilerde

kuraklik toleransinin ana 6gesidir.

Su stresinden kaynaklanan hiicre zari1 hasarinin 0Olgiisii hiicrelerden elektrolit
sizintisinin Olgiilmesiyele kolayca hesaplanabilir (Sullivan ve Ross 1979). Bitkiler
strese maruz kaldiktan sonra dokularindan stoplazmik ¢6zilinenlerin sizmasi siklikla
membran lezyonlarinin gostergesi olarak kullanilir. Sizdirma eyleminin derecesi
kuraklik gibi streslerden kaynaklanan hasarin boyutuyla dogru orantili oldugu
gosterilmistir (Dlugokecka ve Kacperska-Palacz, 1978; Blum ve Ebercon, 1981).
Kuraklik stesi kosullarinda yetistirilen bugday fideleri ile yapilan bazi ¢alismalar bu
stres sonucunda hiicre zarlariin turgor kaybindan dolay1 ciddi hasar gormesiyle
elektrolit sizint1 oraninin kontrol gruplarina gore oldukca yiikseldigi bildirilmistir
(Sairam vd.,1998; Chandrasekar vd., 2000; Kocheva vd., 2004). Mevcut ¢alismada
da kuraklik stresi uygulamasiyla hiicre zar1 hasarina bagli olarak elekrolit sizint1
miktart stres uygulanmayan kontrol gruplarina gére oldukg¢a artmistir. Horvath vd.
(2007), kurakliga tolerant bugday varyetesini 4-hydroksibenzoik asit, salisilik asit ve
hidrojen peroksit uygulamasi yaparak yetistirdikleri c¢alismalarinda, ozellikle
hidrojen peroksit ve 4-hydroksibenzoik asit uygulamalar1 kurak kontrol grubuna gore
elektrolit sizinti  miktarmi  6nemli  Ol¢lide  diislirdligiiniic  kaydetmislerdir.
Calismalarinda bu etkinin APX ve GPX enzimlerindeki artistan dolay
kaynaklanabilecegini vurgulamislardir. Mevcut ¢alismada ise kuraklik stresi ile artig
gosteren elektrolit s1zint1 miktarinin o ve B-pinen uygulamalarinda her iki varyetede

de 6nemli derecede diisiisler meydana getirmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6).

a ve B-pinen monoterpenlerinin bu etkiyi hangi yolla meydana getirdigi heniiz
bilinmemekle birlikte; 5 karbonlu yapiya sahip olan izoprenlerin hiicre mebranlari
icinde ¢oziinerek yiiksek sicakliklarda sizintinin meydana gelmesine sebep olan su

kanallarinin olusmasin1  Onleyerek koruma saglayabilecegi ve c¢ift baglarinin
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biiyiikliigii sayesinde izoprenlerin hiicre zarindaki kanallarin doldurulmasina izin
vererek mebranlardaki kagagin 6nlenmesini saglayabilecegi bildirilmistir (Gounaris
vd., 1984). On karbonlu bir yapiya sahip olan a ve B-pinen monoterpenlerinin de

ayni mekanizmayla elektrolit sizint1 miktarini azalttig1 diistiniilmektedir.

Lipid peroksidasyon seviyesi hiicre zar1 hasarmin bir diger indikatoridir. Lipid
peroksidasyonu, hiicre zari lipidlerinin serbest radikallerle etkilesmesi sonucu ortaya
¢ikar ve sonugta hiicresel zarlarin bozulmasina yol acar (De Azevedo Neto vd.,
2006). Stres sartlarinda, doymamig yag asitlerinin peroksidasyon {iriinii olarak ortaya
¢ikan malondialdehit (MDA) miktarindaki artis, bazi arastiricilar tarafindan kuraklik
stesi kosullarinda yetistirilen bugday fidelerinde gozlenmistir (Kiraly ve Czovek,
2002; Tas ve Tas, 2007; Tatar ve Gevrek, 2008; Nikolaeva vd., 2010). Farkli
bitkilerde de (nohut, sorgum, aygicegi, ¢eltik ve asma) kuraklikla birlikte meydana
gelen MDA artis1 belirlenmistir (Zhang ve Kirkham, 1996; Boo ve Jung, 1999;
Giines vd., 2006). Mevcut calismada da benzer sekilde kuraklik stresi ile birlikte
MDA miktarinin her iki varyetede arttig1 vurgulanmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8).
Kuraklik stresinin verdigi bu hasar1 azaltmaya yonelik farkli kimyasal bilesiklerin
uygulandigr bazi ¢alismalarda ise; Pei vd. (2010), PEG igeren ortamda kuraklik
stresinde yetistirdikleri bugday fidelerine 1 mM silikon (Na,SiO,4) uygulayarak strese
kars1 gosterdigi tepkiyi belirlemislerdir. Calismalarinda kuraklik stresi ile birlikte
artan MDA miktarinin biiyiik 6l¢iide indirgendigi belirlenmistir. Aldesuquy ve
Ghanem, (2015) kuraklik stresi kosullarinda yetistirdikleri bugdayda artis gosteren
lipid peroksidasyon seviyesinin ayrt ayrt ve kombin trehaloz-salisilik asit
uygulamalariyla 6nemli derecede diisiis gosterdigi belirlenmistir. Mevcut calismada
ise yine kuraklik stresine bagli olarak dayanikli ve hassas varyetede artan lipid
peroksidasyon seviyesi o ve B-pinen uygulamalarinda her iki varyetede de 6nemli

derecede diisiis saglamistir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.7).

Izoprenler tilakoid mebran yag asitlerinin ¢ift baglari ile elektriksel olarak etkileserek
ve rezonansla onlar1 stabilize edebilir. Monoterpenlerin de izoprenlerle ayni

mekanizmayla termal tolerans saglayabilir (Loreto vd., 1998; Delfine vd., 2000).
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Ayrica o ve B-pinen’nin izoprenlere benzer bir mekanizmayla kuraklikligin etkisi ile
sicaklikligr ytlikselen yapraklarda fotosentetik zarlarin kararliligini  korudugu

disiiniilmektedir.

5.3. Reaktif Oksijen Tiirleri

Bitkiler su stresine maruz kaldiginda ilk olarak stomalarini1 kapatarak su kaybini en
alt diizeyde tutmaya caligirlar. Stomalarin kapanmasi sonucu baglayan olaylar zinciri
kloroplastlarda Calvin dongiisiiyle karbondioksit fiksasyonunu ve NADP®
yenilenmesini sinirlar, CO,/O, oranin1 azaltir (Begg ve Turner, 1976). Oksijen
yiikseltgen Ozelliginden dolayi, oksidatif reaksiyonlara katilabilir. Bu kosullar,
yiiksek enerjili elektronlarin molekiiler oksijene ge¢isini artirarak oksijenin
indirgenmesine sebep olur (Mittler, 2002; Asada, 2006). Aslinda kuraklik stresinde
gerceklesen bu olaylar temel kuraklik stresi mekanizmasidir. Bunun sonucunda da
bazt ROS’nin olusumu tetiklenir. Bu hiicreler i¢in toksik olan ROS lipidlerin,
proteinlerin ve niikleik asitlerin oksidatif hasara ugramalarina neden olmaktadir. Az
miktardaki ROS normal metabolizma ile dengede tutulabilmektedir (Rabinowitch,
1983; Fridovich, 1986; Tiirkan vd., 2005). Serbest radikaller ve antioksidan savunma
sistemi arasindaki dengenin serbest radikaller yoniine kaymasi1 durumunda oksidatif
stres meydana gelir (Serafini ve Del Rio, 2004; Mercan, 2004). Bitkinin kurakliga
cevabr o tiirlin kalitsal stratejisine, kuraklik periyodunun uzunluk ve siddetine
baglidir. Eger uzun siireli ciddi bir kuraklik varsa ROS’larin agir1 iiretiminden dolay1
oksidatif hasarla sonuglanir. (Smirnoff, 1993; De Carvalho, 2008). Kuraklik stresi ile
birlikte bazi monoterpen yapidaki bilesiklerin digsal olarak uygulanarak bu
kimyasallarin  kuraklik stresine tolerans saglamadaki rollerinin arastirildigi
calismalara heniliz  rastlanmamistir. Mevcut ¢alismada o ve [-pinen
monoterpenlerinin kuraklik stresine tolerans saglamadaki rolleri arastirilirken ROS

degisimi de incelenmistir.

Hidrojen peroksit, reaktif oksijen tiirii olmayan fakat hiicresel sistemlerde cok

zararli olan *OH radikaline doniisme potansiyelinde olan bir bilesik oldugu i¢in bir
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an once detoksifiye edilmeleri gerekir. Bazi ¢alismalarda kuraklik stresinde hidrojen
peroksitin degisimi vurgulanmistir. Kuraklik stresinde yetistirilen bugdayda hidrojen
peroksit miktarinin arttigimi vurgulanarak hassas varyetenin daha yiiksek H,O,
igerigine sahip oldugu bildirilmistir (Sairam vd., 2001). Tian vd., (2015), bugday
kullandiklar1 ¢aligmalarinda hidrojen peroksit igeriginin kuraklik stresi ile birlikte
arttigin1 vurgulamiglardir. Demiral vd., (2014) ve Hamurcu vd., (2014) farkli bugday
varyetelerini kuraklik stresinde yetistirdikleri ¢aligmalarinda, kuraklik stresi ile
birlikte artan hidrojen peroksit miktarinin Nitrik oksit uygulamasiyla biiyiik 6l¢iide
indirgendigini kaydetmislerdir. Pei vd. (2010), kuraklik stresinde yetistirdikleri
bugday fidelerine 1 mM silikon (Na,;SiO,) uygulayarak bu strese karsi tolerans
kazandirmay1 hedefledikleri ¢aligmalarinda, kuraklik stresi ile birlikte artan hidrojen
peroksit miktarinin biiyiik ol¢lide indirgendigi belirlenmistir. Calismalarinda sonug
olarak silikon’nun iyilestirici etkisinin osmotik diizenlemeden ziyade antioksidan
savunmayla sistemiyle ger¢eklestirdigini ifade etmislerdir. Mevcut galismada ise
kuraklik stresi ile birlikte hassas varyetede Ho,O, miktari diisiis gosterirken dayanikli
varyetede ise literatiirle benzer bir sekilde artis gostermistir (Cizelge 4.9 ve Sekil
4.10). Hassas varyetede hidrojen peroksit miktarinin dayanikli varyeteye gore diisitk
¢ikmasinin ve kuraklik stresi ile birlikte i¢eriginin diismesinin sebebi CAT, POD ve
APX enzim aktivitelerinin diger varyeteye gore daha yiiksek olmasindan
kaynaklanabilir. Hidrojen peroksit miktart o ve B-pinen uygulamalariyla her iki
varyetede de onemli diisiisler saglamistir. Hidrojen peroksitin siipiiriilmesinde etkili
olan enzimler GPX, APX, POD ve CAT dir. Dayanikli varyetede kuraklikla birlikte
monoterpen uygulamasinda APX ve CAT aktiviteleri artis gdstermesine ragmen
hassas vaeryetede diisiis gdstermistir. Dayanikli varyetede hidrojen peroksitin diisiis
gostermesinde enzim aktivetleri etkin olurken hassas varyetede ise bu duruma
antioksidan bilesiklerin sebep olabilecegi diisliniilmektedir. Ciinkii antioksidan
bilesiklerin miktar1 hassas varyetede daha yiiksek gozlenmistir. Diger bir etken ise

belirlenmemis olmasina ragmen GPX enziminin aktivitesi sebep olabilir.

Siiperoksit anyonu, molekiiler oksijenin ortamdan bir elektron alarak

indirgenmesiyle olusan bir bilesiktir ve zar sistemleri i¢in oldukg¢a zararlidir.
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Kuraklik stresinin siiperoksit anyonu miktarini etkiledgi farkli caligmalar vardir. Gao
vd. (2005), kuraklik stresine tabi tuttuklar1 bugdayda siiperoksit anyonu miktarinin
kontrol grubuna gore arttigini belirlemislerdir. Jincai vd. (2014), kontrol ve farkli
kuraklik stresi sartlarinda yetistirdikleri kabak fidelerinde artan kuraklikla ile birlikte
siiperoksit anyonunun da arttigin1 bildirmislerdir. ~ Mutlu vd. (2016), dogal
kosullarinda farkli mevsimlerde toplanan sarigam tiirlerinin kurakliga verdikleri
tepkileri belirlemeye calistiklar1 arastirmalarinda bu stres ile birlikte siiperoksit
anyonu miktarinda da artis belirlemislerdir. Mevcut ¢alismada ise kuraklik stresi ile
birlikte artis gosteren siiperoksit anyonu miktart o ve B-pinen uygulamalariyla her iki
varyetede de 6nemli dlglide diisiis saglamistir (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.11). Dayanikli
varyetede B-pinen ile hassas varyetede ki 10 uM a-pinen uygulamasindaki bu diisiis
SOD enziminin artis1 ile agiklanabilirken diger gruplardaki diisiislere ise antioksidan

ozellikteki bilesikler neden olabilir.

Toplam oksidan madde miktar1 (TOS); Erel (2005)’e gore belirlenen ve genellikle
hayvansal dokular i¢in degerlendirilen toplam antioksidan kapasite miktar1 stres
fizyolojisi ¢alismalarinda siklikla bakilan bir parametre degildir. Spektrofotometrik
olarak olgiilebilen renk yogunlugu, numune i¢cinde mevcut toplam oksidan molekiil
miktar ile ilgilidir. Kuraklik stresinde toplam oksidan bilesik miktarmin degisimini
gosteren ¢alismalara rastlanmamustir. Bagka bir stres ¢alismasinda ise Dikilitag vd.
(2011), PMMoV viriisii ile enfekte olmus biber cesiti ile saglikli biberleri
karsilastirdiklar1 calismalarinda enfekte olmus bitkide toplam oksidan madde
miktarinin daha fazla oldugunu belirterek oksidatif stres indeksinin de buna bagh
olarak yaklasik 4 kat daha fazla oldugunu vurgulamiglardir. TOS miktar1 o ve -
pinen uygulamalariyla her iki varyetede de onemli diislisler saglamistir. Oksidatif
stres indeksi (OSI) degeri ise a ve B-pinen uygulamalariyla her iki varyetede diisiis
meydana getirmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8). OSI degerinin diismesinin de
antioksidan  mekanizma yoluyla strese tolerans saglanabildigi  fikrini

destektekleyebilir.
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Hidroksil radikali (*OH), bitkisel dokulara en fazla zarar veren radikaldir.
Dolayisiyla zarlara, proteinlere ve DNA’lara yliksek oranda hasar vermemesi igin
stipiiriilmesi gerekir. Bu radikali dogrudan siipiiren bir enzim sistemi yoktur fakat
antioksidan bilesikler tarafindan detoksifiye edilebilirler. Ozfidan vd. (2012),
osmotik stres altinda yetistirdikleri ABA’dan yoksun ve ABA mutanti olmayan
Arabidopsis thaliana varyetelerine digsal ABA uygulamasiyla her iki varyetede de
hidroksil radikali giderme aktivitesinin de osmotik stres uygulanan gruba gore artis
gosterdigini bildirmislerdir. Sonug olarak ¢alismalarinda ABA’nin her iki cesitte de
kurakligin verdigi hasar1 iyilestirici ozellik gdsterdigini vurgulayarak, bazi
antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, APX ve NOX) aktivitelerinin artmasinin bu
toleransta rol oynadigini ifade etmislerdir. Mutlu vd. (2016), arazi ortamindan farkli
aylarda topladiklar1 sarigam tiirlerinde kurak gecen aylarda hidroksil radikali
miktarinin énemli oranda arttigini belirlemislerdir. Mevcut calismada ise kuraklikla
birlikte hidroksil radikali siipiiriilme aktivitesi onemli oranda artig gostermistir. o ve
B-pinen uygulamalariyla ise kaydadeger bir degisiklige sebebiyet vermemistir
(Cizelge 4.9 ve Sekil 4.10). Bu aktivitenin degisiklik gdstermesinin nedeni *OH

radikalinin 6nemli oranda birikmemesinden kaynaklanabilir.

Calismada  kuraklik stresi ile artan oksidan bilesikler genel olarak
degerlendirildiginde, bu stresle birlikte a ve B-pinen uygulamalariyla indirgendigi
vurgulanmaktadir Bu indirgenmenin bir¢cok sebebi olabilir. Fakat muhtemel
nedeninin bir terpen olan karotenoidlerde oldugu gibi izopren molekiillerinde de
konjuge cift baglarin varligi sayesinde kolay elektron ve enerji transferiyle 1s1
dagilimma izin verebilmesidir. Boylece izoprenler hiicrenin antioksidan giiciinii
yiikseltebilecegi ~ savunulmustur  (Velikova, 2008). Izopren biyosentezinin
kloroplasttaki lokalizasyonu g6z Oniinde bulunduruldugunda, izoprenlerin ROS
stipiirme yetenekleri oksidatif streslere karsi bitkinin korunmasini son derece 6nemli
kilar (Logan vd., 2000). Bir diger sebebi ise bu monoterpen bilesiklerin antioksidan

ozellik gdstermesi olabilir.
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5.4. Antioksidan enzimler

Antioksidan mekanizma, bitkilerde stres toleransini artirmayi saglayacak bir strateji
saglamaktadir (Manivannan vd., 2007). Sipiiriicii enzimler igersinde SOD O;’i
H.0,’e donistiirir (Bowler vd., 1992; Bian ve Jiang, 2009). Diger enzimatik
sistemler POX, CAT, APX ve GPX farkli hiicresel kisimlarda H,;0,’i H,O’ya
doniistiiriirler (Asada, 1999; Mittler, 2002; Bian ve Jiang, 2009; Ozkur, 2010).
Bugdayda ve farkli bitkilerde kuraklik stresi ile birlikte ve monoterpen
uygulamalariyla antioksidan enzimlerde meydana gelen bazi aktivite farkliliklar

asagidaki ¢alismalarla 6zetlenmeye calisilmigtir.

Kuraklik stresi altindaki farkli bugday ¢esitlerindeki enzim aktiviteleri
incelendiginde: SOD enzim aktivitesi bugday (Badiani vd., 1990; Tian ve Lei.,
2007), dayanikli bugday (Lascano vd., 2001) bitkilerinde artis gosterirken; hassas
bugday (Lascano vd., 2001) ve bugdayn farkli ¢esidinde (Chakraborty ve Pradhan,
2012) ise diisiis gostermistir. GR enzim aktivitesi hassas bugday (Loggini vd., 1999;
Chakraborty ve Pradhan, 2012), dayanikli bugday (Lascano ve ark., 2001), yazlik
bugday (Chen vd., 2004) bitkilerinde artis gosterirken; hassas bugday c¢esidinde
(Lascano ve ark., 2001) diisiis gostermistir. CAT enzim aktivitesi Keles vd., (2002)
ve Xiaogin vd., (2009) calismalarindaki bugday cesitlerinde artis gosterirken;
Chakraborty ve Pradhan, (2012)’nin ¢alismasinda diislis gostermistir. POD enzim
aktivitesi Chakraborty ve Pradhan, (2012)’nin arastirmalarinda artis gosterirken;
Chen ve ark., (2004) ve Lascano vd., (2001)’nin ¢alismalarinda diisiis gostermistir.
APX enzim aktivitesi ise Chakraborty ve Pradhan, (2012)’nin arastirmalarinda artig

gostermistir.

Mevcut ¢alismada ise kuraklik stresiyle birlikte CAT, POD, APX ve GR enzim
aktiviteleri artis gosterirken SOD aktivitesi diisiis gostermistir (Cizelge 4.13-4.17 ve
Sekil 4.14-4.18). Arastirmada enzimlerin aktivitelerinin kuraklik uygulamasiyla
artmasi, ROS’lart siipiirmek igin gelistirilen bir mekanizmadir. Boylece stresin

verebilecegi potansiyel hasardan korunmada 6nemli katkilar saglar.
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Kuraklik stresinde yetistirilen bugday varyetelerinde stres toleransini artirmak
amaciyla farkli kimyasal bilesikler uygulanmis ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisimler arastirilmistir. Fakat 6zellikle monoterpenlerin kuraklik
stresine toleranstaki rollerini degerlendiren ¢alismalara rastlanmamistir. Mevcut
calismada ise her iki varyetede de kuraklik stresi ile birlikte artis gosteren APX,
POD, CAT, GR ve aksine kuraklik uygulamasiyla diisiis gdsteren SOD enzimi ayri
ayr1 degerlendirildiginde;

SOD enzimi a-pinen uygulamasinda hassas varyetenin 10 uM’lik dozu haricindeki
gruplarda herhangi bir degisiklik gostermemistir. Bu dozda ise kuraklik stresi ile
birlikte artis gozlenmistir. B-pinen uygulamasinda ise hassas varyetede kismi bir
azalis olurken dayanikli varyetede ise artis gozlenmistir. Bu enzim antioksidan
savunma sisteminin ilk basamaginda siiperoksit anyonunu hidrojen preoksite gevirir.
Kuraklikla birlikte monoterpen uygulamasinda siiperoksit anyonunun diisilis
gostermesi hassas varyetede 10 puM o-pinen ve dayanikli varyetede [-pinen
uygulamalarindaki SOD enziminin artis1 ile agiklanabilir. Diger gruplarda ise bu
enzimin aktivitesinde kaydedeger bir artisin goriilmemesi kurakliga toleransin bu
gruplarda antiosksidan bilesikler gibi daha farkli bir yolla saglandigin1 gdsterebilir
(Cizelge 4.12 ve Sekil 4.13). Abbasi vd. (2015), kuraklik stresinde yetistirdikleri
bugday varyetelerine ayr1 ayr1 pakrobutrazol ve salisilik asit uygulamasi yaptiklar
calismalarinda, kuraklik stresi ile birlikte azalan SOD enzimi aktivitesini
pakrobutrazol ve salisilik asit uygulamarinda énemli oranda arttigini bildirmislerdir.
Calismalarinda bu maddelerin enzimlerin aktivitelerini artirdigim1  vurgulayarak
bitkiye tolerans kazandirdigini vurgulamistir. Mevcut calismada ise antioksidan

enzimlerin strese toleransta onemli rol oynamadig: diisiiniilmektedir.

POD enzimi her iki varyetede de kuraklik stresi ile birlikte o ve B-pinen
uygulamalarinda diisiis gostermistir. Bu enzim antioksidan savunma sisteminde
hidrojen peroksiti suya doniistirmede is goriir. Bu acidan degerlendirildiginde
monoterpen uygulamasiyla ROS’nin diisiis gostermesine ragmen POD enziminin

aktivitesinin de diismesi stresten korunmanin ya baska bir enzim ya da bilesikle
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saglandigin1 gosterebilir (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.15). Mahajan vd., (2015), Zea
mays, Oryza sativa ve Triticum aestivum bitkilerine Cr(VI) stresiyle birlikte
uyguladiklar1 B-pinen’nin bu strese onemli Ol¢iide tolerans sagladigi bildirilerek,
Cr(VI) stresiyle birlikte diisen POD aktivitesinin B-pinen uygulamasiyla biitiin
tirlerde 6nemli dlglide arttigini belirlemislerdir. Bano vd. (2012), kuraklik stresine
tolerant ve hassas Ozellikte olan iki farkli bugday varyetesine bu stresle birlikte
uyguladiklart ABA’nin her iki varyetede de POD enziminin aktivitelerini artirdigini
kaydetmislerdir. Ayrica calismalarinda ABA’nin strese tolerans kazandirirken bagil
su icerigi igerigini de artirdigimi One slirmiisledir. Mevcut ¢alismada POD
aktivitesinin monoterpen uygulamasiyla diisiis gostermesi kurakliga toleransin farkli
bir yolla gerceklestirildiginin yaninda bitkilerin bu stresten daha az etkilendigini

gosterebilir.

CAT enzimi hassas varyetede a ve [B-pinen uygulamalariyla diisiis gosterirken
dayanikli varyetede ise artmistir. Bu enzimde POD enzimi gibi hidrojen peroksiti
suya ceviren enzimlerdendir. Dayanikli varyetede ROS’ni siiplirmede Onemli is
gordiigi belirlenmistir. Hassas varyetede ise bu enzim aktivitesinin diigiis gdstermesi
toleransin bagka bir yolla gergeklestirildigini gosterebilir (Cizelge 4.13 ve Sekil
4.14). Nathawat vd. (2007), kuraklik stresine tabi tuttuklari bugday varyetelerine
dithiothreitol, thioglikolik asit and tiyoiire gibi siilfir grubu ihtiva eden bilesikleri
uygulamiglardir. Calismalarinda CAT aktivitelerinin kuraklik stresiyle azaldigini,
APX, GPX ve GR aktivitelerinin ise bu stresle birlikte arttigini belirlemislerdir.
Ayrica kuraklik stresi ile birlikte uyguladiklar1 bu bilesiklerin bahsedilen biitiin
enzimlerin aktivitelerini artirdigin1 ifade etmislerdir. Calismalarinda uyguladiklar
kimyasallarin igerisindeki siilfidril gruplarin, kurakliktan olumsuz etkilen fotosistemi
rahatlattigint da vurgulamiglardir. CAT enzimi ROS’ni siiplirmede hiicrede en
onemli 1§ goren enzimlerden biridir. Mevcut ¢alismada ise monoterpen uygulamasi
ile dayanikli varyetede CAT enzimi aktivitesinin artmasi bu varyetede kurakliga

toleransta onemli katki sagladig1 soylenebilir.
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GR enzimi hassas varyetede o ve B-pinen uygulamalariyla artis meydana gelirken
dayanikli varyetede anlamli bir degisiklige sebep olmamistir. Bu enzim enzimatik
savunma sisteminde NADPH’1 NADP"’ye doniistiirerck oksitlenmis glutatyondan
glutatyon olusumunu saglar. Bu acidan degerlendirildiginde monoterpen
uygulamasiyla birlikte hassas varyetede GR enziminin aktivitesinin artmasi, strese
toleransta onemli kabul edilmistir. Clinkii GSH bitkilerde ROS’nin siipiiriilmesinde
onemli rol oynarlar. Buna ragmen dayanikli varyetede GSH miktarinin kurak kontrol
grubuna gore diislis gostermesi bu bilesigin GPX enzimi tarafindan hidrojen
peroksitin suya doniistiiriilmesinde tekrar kullanildigr disiiniilebilir. Dayanikli
varyetede ise GR enziminin monoterpen uygulamasiyla anlamli bir degisiklige sebep
olamamasinin nedeni bu uygulamayla kurakliga tolaransi ya bagka bir bilesigin yada
baska bir antioksidan enzimin gerceklestirdigi sonucuna varilabilir (Cizelge 4.15 ve
Sekil 4.16). Shan vd. (2015), kuraklik stresinde yetistirdikleri bugday bitkisine
kuraklikla birlikte jasmonik asit uygulamasinda bulunmuslardir. Bu stresle birlikte
artis gosteren GR enziminin jasmonik asit uygulamasiyla daha da artis gosterdigini
belirlemislerdir. Calismalarinin  sonucunda jasmonik asitin askorbat-glutatyon
siklusunu 6nemli Olgiide harekete gecirerek strese tolerans sagladigini
vurgulamiglardir. Mevcut calismada bu etki sadece hassas varyetede gozlenmistir.
Dolayisiyla hassas varyetede glutatyon-askorbat siklusunun regiile edildiginden
bahsedilebilir. Dayanikli varyetede ise kurakliga toleransin daha farkli bir yolla
saglandig1 ifade edilebilir.

APX enzimi hassas varyetede a ve P-pinen uygulamalarinda diislis gosterirken
dayanikli varyetede ise a-pinen uygulamalariyla artis p-pinen uygulamasiyla 1
uM’lik dozda diisiis olurken 10 pM’lik dozda ise herhangi anlaml bir degisiklige
sebep olmamustir. Bu enzim askorbik asitten bir H* alarak hidrojen peroksidi suya
cevirir. Hidrojen peroksite ilgisi oldukca yiiksek olan bu enzim ROS’nin
stiplirilmesinde en Onemli pay sahibidir. Hidrojen peroksitin monoterpen
uygulamalariyla diislis gostermesine ragmen bu enzimin aktivitesinin artmasi strese
toleransin farkli bir bilesikle veya enzimle saglandigini gosterebilir. Bu baglamda bu

calismada incelenmemesine ragmen MDHAR ve DHAR enzimlerinin aktivitelerinin
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artis gosterdigi diisiiniilebilir. Askorbik asit miktarinin hassas ve dayanikli varyetede
B-pinen uygulamasiyla artis gostermesi APX enziminin bu uygulamalar neticesinde
diismesiyle agiklanabilir. a-pinen uygulamasinin ise antioksidan savunma sistemini
farkli agidan etkiledigi sOylenebilir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.17). Wang vd. (2011),
kurakliga toleranslar1 farkli olan iki bugday varyetesini bu streste yetistirdikleri
calismalarinda, bitkilere nitrik oksit uygulayarak tolerans kazandirmaya
calismislardir. Arastirmalarinda kuraklik stresi ile birlikte her iki varyetede de artan
APX aktivitesi, nitrik oksit uygulamasiyla daha da artis géstermistir. Sonug olarak bu
enzimlerin aktivitelerinin artmasiyla da fotosistem II’de koruyucu rol iistlenen
onemli genlerin ifadesini artirdigini vurgulamislardir. Mevcut calismada ise tam tersi
bir sekilde bu enzimin diisiis gostermistir. Dolayisiyla uygulanan bu bilesiklerin

mekanizmada daha farkli bir etki gostererek koruma sagladig: diistintilmektedir.

Calisma antioksidan enzimler yoOniiyle degerlendirildiginde, kuraklik stresiyle
birlikte uygulanan a ve B-pinen’nin genel itibari ile antioksidan enzim aktivitelerini
diigiirdiigli belirlenmistir. Bunun nedeni o ve B-pinen’in ¢alismada da gosterildigi
gibi yiiksek bir antioksidan 6zellik gostermesine baglanabilir. Bir diger nedeni ise bu
bilesiklerin hiicre zar sistemlerinin stabilitesini kendi yapisal 6zelliklerinden dolay:
onemli derecede korumalarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Boylece diger

koruma mekanizmalarina ihtiya¢ duyulmadigi ileri stiriilmektedir.

5.5. Antioksidan bilesikler

Bitkilerde antioksidan bilesikler reaktif oksijen tiirlerinin verecegi hasara karsi
antioksidan mekanizmay1 dengeleme de oldukca Onemli yer tutarlar. Bu acidan
antioksidan bilesiklerin sentezi bitkilerde farkli stres kosullarinda sentezi artar.
Bitkilere kuraklik stresi uygulandiktan sonra bu stresle basa ¢ikmak i¢in monoterpen
yapidaki bilesiklerin kullanildigi ¢alisma yoktur. Bu baglamda antioksidan

bilesiklerin rolleri farkli calismalarla asagida ayrintili bir sekilde incelenmistir.



146

GSH ve askorbik asit, bitkilerde '0,, H,0, ve *OH radikallerini siipiire 6nemli
antioksidanlardandir (Smirnoff, 1993; Foyer et al.,1997; Noctor ve Foyer, 1998;
Tanyolag, 2012). Kuraklik stresinde yetistirilen ¢eltik, Withania somnifera, kavun,
Capsicum annuum, Solanum tuberosum, Ipomoea batatas ve Solanum lycopersicum
bitkilerinde askorbik asit (Zushi ve Matsuzoe, 1998; Veit-Kohler vd., 1999; Favati
vd., 2009; Jaleel vd., 2009; Rautenbach vd., 2010; Kusvuran, 2010; Andre vd., 2009;
Marin vd., 2009) miktar1 artis gostermistir. Wu ve ark. (2014), kuraklik stresinde
yetistirdikleri bugdayin besiyeri ortamina 1 pM molibden saglayicist ekledikleri
arastirmalarinda, bu stresle birlikte artis gosteren askorbik asit, glutatyon ve
karotenoit miktarinin molibden uygulamasiyla daha da yiikseldigi bildirilmistir.
Arastirmalarinda bu antioksidan bilesiklerin artmasiyla da reaktif oksijen tiirlerinin
hasar verici etkilerinin bertaraf edildigi bildirilmistir. Kang vd. (2013), PEG igeren
ortamda kuraklik stresindeki yetistirdikleri bugdayin yetisme ortamina 0.5 mM
salisilik asit uyguladiklart calismalarinda, salisilik asitin hem askorbat hem de
glutatyon miktarin1 6nemli 6lgiide artirdigini kaydetmislerdir. Pei vd. (2010), PEG
iceren ortamda kuraklik stresinde yetistirdikleri bugday fidelerine 1 mM silikon
(NazSiO4) uygulayarak strese karst gosterdigi tepkiyi belirledikleri calismalarinda
kuraklik stresi ile birlikte diisen askorbik asit ve glutatyon miktarmin biiytik 6lglide
artis gosterdigini tespit etmislerdir. Mevcut calismada kuraklik stresi ile birlikte
glutatyon miktarlar1 artis gosterirken, askorbik asit miktari ise diislis gostermistir
(Cizelge 4.21-4.22 ve Sekil 4.22-4.23). Bitkiler farkli streslerde antioksidan
bilesiklerin sentezini artirirlar. Askorbik asit miktarinin azalmasi ise APX enzimi
aktivitesinin kontrol sartlarinda yetistirilen bitkilere gore kuraklikta yiiksek oranda
artmastyla agiklanabilir. Kuraklik stresi ile birlikte diislis gosteren toplam askorbik
asit miktar1 o ve PB-pinen uygulamalar1 ile dayanikli varyetede artis gostermistir.
Hasssas varyetede a-pinen uygulamasinda diisiis gosterirken -Pinen uygulamasinda
ise artig gostermistir (Cizelge 4.21-4.22 ve Sekil 4.22-4.23). Askorbik asit miktarinin
kuraklik stresiyle birlikte madde uygulamalarinda ROS’lar1 siipiirmek i¢in artis
gosterdigi distniilebilir. Aym1 zamanda MDHAR ve DHAR enzimlerinin de
aktivitelerinde artis olabilmesinden de kaynaklanabilir. Glutatyon miktarinin o ve -

pinen uygulamasi ile diigmesi GR aktivitesinin artmasiyla agiklanabilir. Bir diger



147

nedeni ise ¢aligma kapsaminda Ol¢iilmemekle birlikte GPX (Glutatyon Peroksidaz)

aktivitesinin artmasi olabilir.

Fenolik maddeler, oksidan metabolizma sonucunda olusan H,O;’i yok etmek iizere
guaiakol peroksidazlara (GPX) elektron vererek antioksidan bilesikler olarak rol
almaktadir (Nakano ve Asada, 1981). Bahsedilen bu antioksidan bilesikler hiicresel
seviyede ROS’larla basa c¢ikmada antioksidan enzimlere ilaveten Onemli
fonksiyonlar goriirler.Kuraklik stresinde yetistirilen bitkilerdeki bazi ¢aligmalarda;
domates (Rodriguez, 2010), Vitis vinifera (Esteban vd., 2001; Deluc vd., 2009) ve
Hypericum brasiliense (De Abreu ve Mazzafera, 2005) bitkilerinde fenolik madde
miktar1 artisa, Camellia sinensis (Cheruiyot vd., 2007) bitkisinde azalisa, Brassica
oleracea (Robbins vd., 2005) ve Olea europea (Palese vd., 2010) bitkilerinde ise
herhangi bir degisiklige sebep olmamistir. Ma vd. (2016), kuraklik stresinde
yetistirdikleri bugdayin toprak ortamma sodyum silikat ilave ettikleri
arastirmalarinda, kuraklikla azalan toplam glutatyon, fenolik madde ve flavonoid
miktarmim sodyum silikat uygulamasiyla arttigini, kuraklikla artan askorbik asit
miktarinin da yine aym sekilde sodyum silikat uygulamasiyla arttigini
bildirmislerdir. Caligmalarinda sonug olarak silikonun 6nemli bir bitki biiyiime tesvik
edici madde oldugunu vurgulamislardir. Bitkiler genel itibari ile kuraklik stresi ile
karsilastiklarinda artan ROS miktarin1 dengelemek ic¢in antioksidan bilesikleri
sentezlerler. Bu c¢alismada kuraklik stresi uygulamasiyla birlikte bitkilerde
antioksidan rolii olan fenolik madde ve flavonoidlerin miktarin1 artirmistir.
Calismada aym1 zamanda monoterpen uygulamalariyla birlikte kurak kontrol
gruplaria gore fenolik bilesik ve flavonoid miktarlar1 diisiis gdstermistir (Cizelge
4.18-4.19 ve Sekil 4.19-4.20). Fenolik bilesiklerin stresle birlikte artis, uygulanan
monoterpenlerle ise diisiis gostermesi bu maddelerin kurakliktan korunmada baska
bilesiklerin veya baska sistemleri haerekete gecirerek stres sagladigi fikrini

desteklemektedir.

Karotenoidler fotosentez sirasinda dogal olarak iiretilen 'O, ve diger zararl serbest

radikalleri siipiiriir (Collins, 2001; Sieferman-Harms, 1987; Halliwell ve Gutteridge,
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1998). Capsicum annuum (Marin vd., 2009) Ipomoea batatas (Rautenbach vd., 2010)
bitkisinde kuraklik stresi ile birlikte karotenoit miktar1 artarken, Rosmarinus
officinalis (Munne-Bosch ve Alegre, 2000) ve bugday (Sairam ve Saxena, 2000)
bitkilerinde ise azalma gostermistir. Loutfy vd., (2012), kuraklik stresinde
yetistirdikleri dort farkli bugday cesidi tohumlarina uyguladiklart 0.5 mM salisilik
asitin tiim varyetelerde karotenoid miktarini artirdigini belirlemislerdir. Sonug olarak
kuraklik sonucu olusan fotooksidasyondan hasar gérmemek icin karotenoit igerigi
arttig@1 belirlenmistir. Karotenoidler bitkileri fotooksidasyondan korumasinin yaninda
ayni zamanda 6nemli bir ROS siipiiriicii bir bilesik oldugu bilinir. Yiiriitiilen bu
calismada kuraklikla birlikte karotenoidlerin oran1 6nemli Slgiide artis gostermistir.
Bu artisin nedeni karotenoidlerin kuraklik stresinde bitkiyi 1518in zararindan ve
ROS’larin artisindan korumak oldugu ifade edilebilir. Kuraklik uygulamasi ile artis
gosteren karotenoid igerigi a ve B-pinen uygulamalari ile dayanikli varyetede diisiis
gosterirken hassas varyetede ise 10 uM a-pinen uygulamasinda diisiis 1 uM B-pinen
uygulamasinda ise artig gosterirken diger gruplarda istatistiki acidan Onemli bir
farklilik gozlenmemistir (Cizelge 4.20 ve Sekil 4.21). Sonug itibariyle her iki madde
uygulamasi1 da bitkide karotenoid igeriginin artisindan ziyade diismesine sebep
olmustur. Dayanikli varyetede o ve B-Pinen uygulamalar ile karotenoid miktarinin
diismesi de bu varyetenin kurakliktan korunurken karotenoid bilesikleri daha fazla
sentezlemeye ihtiya¢ duymadan bitkiyi stresin zararli etkisinden koruyabildigi
sOylenebilir. Bu konuda, Pefiuelas ve Llusia (2002), stres kosullar1 altinda terpenik
bilesiklerin bitkinin 1siktan gorecegi hasara karsi korunmasinda fotosolunumun

yerini alabilecegini ifade etmislerdir.

E-Vitaminleri (troloks) ROS’nin 6zellikle singlet oksijen ve OH’ radikalini etkisiz
hale getiren detoksifiye etme oOzelligine sahip antioksidatif bir fonksiyon
tasimaktadirlar (Serbinova ve Packer, 1994; Ko¢ ve Ustiin, 2008). Rosmarinus
officinalis (Munne-Bosch ve Alegre, 2000), Glycine max (Britz ve Kremer, 2002) ve
celtik (Jung, 1999) bitkilerinde tokoferol birikiminde artis gézlenmistir. Dikilitas vd.
(2011), PMMoV viriisii ile enfekte olmus biber ¢esiti ile saglikli biberleri

karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda enfekte olmus bitkide toplam antioksidan madde
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miktarinin enfekte olmamis bitkiye goére yarisindan daha az oldugunu ifade
etmislerdir. Mevcut ¢alismada kuraklik stresi ile birlikte E Vitamini olan troloks
ekuvalentine gore Olgiilen toplam antioksidan kapasitesi artis gostermistir. Diger
antioksidan bilesiklerde oldugu gibi E vitaminleri de kuraklik stresinde artis gésteren
ROS’larin verecegi zararli etkilerden korur ve miktarlari stres sartlarinda artarak
oksidatif dengenin bozulmasini1 onler. Caligmada ayn1 zamanda kuraklikla birlikte
monoterpen uygulamalar1 hassas varyetede kismi bir artis saglarken dayanikli
varyetede ise istatistiki manada kaydadeger bir degisiklige neden olmamistir (Cizelge
417 ve Sekil 4.18). Bu sonugla birlikte hassas varyetenin strese toleransta

antioksidan bilesiklerin sentezini artirdig1 diisiiniilebilir.

Sonug olarak biitiin antioksidan bilesikler birlikte degerlendirildiginde; genel olarak
kuraklik stresiyle artis gosteren bu bilesikler a ve B-pinen uygulamasiyla diisiis
gostermistir. Bilindigi gibi antioksidan bilesikler stres kosullarinda artan ROS
miktarlarin1 dengelemek i¢in sentezlenirler. Bu calismada antioksidan bilesiklerin
sentezinin azalmasi kurakliga toleransin baska bir savunma mekanizmasiyla

gerceklestirilebilecegi diisiincesini verir.

5.6. Osmoprotektanlar

Kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin bu strese verdigi en 6nemli tepkilerden biri
osmoprotektanlar ve osmolitlerin ya da uygun eriyiklerin  sentezini
gerceklestirmesidir. Kuraklik stresi aninda bitkinin osmotik olarak dengede
kalmasin1 saglayan bu koruyucu molekiiller, bu strese cevapta bitki hiicrelerinde
birikmekte ve stres ortadan kalktiktan sonra parcalanmaktadir (Tabaeizadeh, 1998;
Valliyodan ve Nguyen, 2006; Ozkur, 2010). Digsal farkli madde uygulamalariyla
kuraklik stresinin verdigi hasarlara karsi tolerans kazandirma c¢alismalari oldukca
fazladir. Fakat farkli yapida ugucu 6zellikte olan monoterpenler yapidaki bilesikler
kullanilarak bu stresin verdigi hasari indirgemeye yonelik calismalara heniiz
rastlanmamistir. Osmoprotektan bilesiklerin etkileri asagida farkli caligmalarda

Ozetlenmeye caligilmistir.
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Prolin kuraklik stresinde hem ROS hem de turgor diizenleyicisi olarak miktart diger
bilesiklere oranla daha ¢ok artig gdsteren osmoprotektan bir aminoasittir. Kuraklik
stresinde yetistirilen bugday ve farkli bitkilerde osmoprotektanlarin degisimini
gosteren ¢alismalar olduk¢a fazladir. Bu arastirmalarin bazilarinda; bugday
(Chandrasekar vd., 2000; Tatar ve Gevrek, 2008; Xiaogin vd., 2009; Nikolaeva vd.,
2010; Keyvan, 2010; Geravandi vd., 2011), ay¢icegi (Rabert vd., 2014), Brassica
napus (Vartanian vd., 1992), fasiilye (Zlatev ve Stoyanov, 2005), feslegen (Khalid,
2006), Populus przewalskii (Lei vd., 2006) bitkilerinde prolin igerigi stres
uygulanmamis kontrol gruplarina gore arttigi bildirilmigtir. Arastirmacilar
calismalarinda prolinin kuraklik stresinde artmasini bu aminoasitin su stresinde
turgoru diizenleyen 6nemli bir bilesik olmasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir.
Kuraklik stresinde yetistirilen bugday bitkisine SNP uygulamast (Hamurcu vd.,
2014) prolin miktarini azaltirken salisilik asit uygulamasimin ise (Loutfy vd., 2012)
artirdigi bildirilmistir.  Baz1 aragtirmacilar tarafindan da hidrojen peroksit 6n
uygulamasinin prolin miktarin1 Ctenanthe setosa bitkisinde (Terzi vd., 2014),
azalttigi, misir bitkisinde ise (Terzi vd., 2014) artirdigi kaydedilmistir. Mevcut
calismada ise kuraklik stresi ile her iki varyetede de ciddi artig gOsteren prolin
miktart o ve B-pinen uygulamalar: ile hassas varyetenin 1 uM’lik dozlar1 haricinde
her iki varytede de diislis gostermistir. Kuraklik stresine tolerans sagladigi diistiniilen
a ve B-pinen uygulamalarinin prolin miktarini diisiirmesi bu maddelerin iyilestirici
etkilerini farkli bir mekanizma ile olabilecegini gostermektedir. Mevcut calismada da
benzer sekilde kuraklik stresinde prolin miktarinin yaklagik 20-30 kat arttig
kaydedilmistir (Cizelge 4.24 ve Sekil 4.25). Prolinin her iki varyetede de bu derece
artmast bitkide kuraklik stresinin verecegi muhtemel hasar1 en aza indirgeme ¢abasi
ile ifade edilebilir. Cilinkii prolin, *OH’in siipiirilmesine ilave olarak, °*OH
olusumunun neden oldugu hasara kars1 biyolojik dokular1 korur ve redoks-aktiviteli
metal iyonlarin1 baglayabilmektedir (Matysik vd., 2002). Calismada kuraklik stresi
ile birlikte monoterpen bilesiklerin uygulanmasi genel olarak biitiin gruplarda prolin
sentezini azaltmistir (Sekil 4.24 ve Sekil 4.25). Prolinin miktarinin azalmasi ayni
zamanda monoterpen uygulanan gruplarin stresten daha az etkilendiginin gostergesi
olabilir. Ayn1 zamanda *OH radikalleri siipiiriilmesinin biitiin gruplarda kayda deger

bir artig gostermemesi bu durumu kanitlar niteliktedir.
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Coziiniir protein; kuraklik stresinde yetistirilen bitkilerde ¢oziiniir protein igerigin
arastirildigr bazi calismalarda; bugday (Xiaoqin vd., 2009) ve feslegen (Khalid,
2006) bitkilerinde ¢6ziilebilir protein igerigi stres uygulanmamis kontrol gruplarina
gore diisiis gosterirken, bugdayin farkli ¢esitlerinde (Altenbach vd., 2003; Gooding
vd., 2003; Rharrabti vd., 2003; Oztiirk ve Aydin 2004; Guttieri vd., 2005; Asseng ve
Milroy 2006; Weightman vd., 2008; Saint Pierre vd., 2008; Flagella vd., 2010) ve
soya fasiilyesi bitkilerinde artig gosterdigi bildirilmistir. Mevcut calismada ¢oziiniir
protein miktar1 kuraklik stresi ile hassas varyetede azalirken dayanikli varyetede ise
degisiklige ugramamistir. Farkli abiyotik streslerle bitkilerde su metabolizmasindan
sonra etkilenen en dnemli metabolizma protein metabolizmasidir. Kuraklik stresi ile
birlikte proteinler parcalanir veya sentezleri azalir. Bu durum bitkilerde fotosentez
icin olduk¢a 6nemli bir enzim olan Rubisco’nun hem aktivite kaybina hem de

sentezinin azalmasina neden olur.

Hameed ve Igbal, (2014), kuraklik stresinde yetistirmek tizere bugday tohumlarina
mannoz, mannitoz ve hidrojen peroksit 6n uygulamalarinda bulunmuglardir.
Calismalarinda kuraklikla birlikte artis gosteren ¢oziinilir protein miktart mannoz,
mannitoz ve hidrojen peroksit uygulamalariyla kurak konrol grubuna gore diisiis
gostermistir. Xiaogin vd., (2009), su stresinde yetistirdikleri bugdaym topragina
selenyum uyguladiklari ¢alismalarinda, kuraklik stresi ile azalan ¢dzliniir protein
miktarmin selenyum uygulamasiyla daha da azaldigmi kaydetmislerdir. Wu vd.
(2014), kuraklik stresinde yetistirdikleri bugdaymn besiyeri ortamina molibden
saglayicist [(NHg4)sM07024.4H,0] ilave ettikleri ¢alismalarinda, bu stresle birlikte
artig gosteren ¢Oziiniir protein miktarinin molibden uygulamasiyla daha da yiikseldigi
bildirilmistir. Loutfy vd. (2012), kuraklik stresinde yetistirdikleri dort farkli bugday
¢esidi tohumlarina uyguladiklart 0.5 mM salisilik asitin ¢oziiniir seker-protein ve
bazi mineral igerigi gibi osmolitleri artirarak stresin verdigi hasar1 azalttig
bildirmislerdir. Mevcut ¢calismada kuraklik stresi ile birlikte hassas varyetede a-Pinen
uygulamasinin 1 uM dozunda ¢6ziiniir protein miktar1 kismi artis saglarken 10 uM
dozunda ise diisiis ger¢eklesmistir. Dayanikli varyete a-pinen uygulamasi ise her iki

dozda da diisiis gostermistir. Her iki varyetede kurak kontrol grubuna gore 1 uM B-
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pinen dozlarinda ¢oziinlir protein miktart diislis, 10 uM dozlarinda ise artis
gostermistir (Cizelge 4.23 ve Sekil 4.24). Kuraklik stresi ile birlikte uygulanan a ve
B-pinen  monoterpenleri  her iki varyetede de protein metabolizmasi
aktiflestirmekten ziyade daha farkli bir metabolizmayla bu strese tolerans saglamada

etkili oldugu diiginiilmektedir.

Osmorotektan sekerler, bitkilerde kuraklik stresinde turgor durumunu diizenlemek
icin sentezlenen bilesiklerdir. Bu kosullarda bitkilerde igerisinde bulunun suyun
transprasyonla atimin1 6nlemek ve topraktan ihtiyact olan suyu daha kuvvetli bir
sekilde ksilemin iletim elamanlariyla ¢cekmek icin biinyesinde hiicre seviyesinde bazi
seker yapida bilesiklerin sentezini artirirlar. Bu mekanizma bitkilerin kuraklik aninda
stresin zararli etkisinden kurtulmasi i¢in olduk¢a ©Onemlidir. Kuraklik stresiyle
birlikte bitkilerde seker miktarinin degisimini gosteren bazi ¢aligmalar mevcuttur.
Khan ve Naqvi, (2012), kuraklik stresinde yetistirdikleri tolerant ve hassas bugday
varyetelerinde bu stresle birlikte indirgen seker miktarlarinda 6nemli derecede artig
belirlemislerdir. Yang vd. (2013), kuraklik stresinde yetistirdikleri tolerant ve hassas
cay1r salkim otunda indirgen seker miktar tolerant varyetede indirgen seker miktari
bu stresle diiserken hassas varyetede ise artis gostermistir. Kuraklik stresinde
yetistirilen bugday (Pireivatlou vd. 2010), soya (Liu vd., 2004) ve Haloxylon
persicum-Haloxylon aphyllum (Arabzadeh, 2012) bitkilerinde ¢oziiniir seker
iceriklerinde artig gozlenirken, feslegende (Khalid, 2006) ise diisiis tespit edilmistir.
Mevcut ¢alismada kuraklik stresi ile birlikte indirgen seker ve toplam karbohidrat
miktar1 artis gostermistir (Cizelge 4.25-4.26 ve Sekil 4.26-4.27). Bitkide seker
miktarinin artmasi1 kuraklik stresine verilen en Onemli tepkilerdendir. Bitkiler
boylece ¢oziinen bilesik miktarint  artirarak  yapraklara su  aliimini

hizlandirmislardir.

Cesitli uygulamalarla bitkilerde kurakliga dayanikliligi artirma calismalar1 da
mevcuttur. Hameed ve Igbal (2014), su stresinde yetistirdikleri bugday tohumlarina
mannoz, mannitoz ve hidrojen peroksit uyguladiklari ¢alismalarinda kuraklikla artis

gosteren indirgen seker miktar1 mannoz, mannitoz ve hidrojen peroksit
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uygulamalariyla kurak konrol grubuna oOnemli derecede artis gostermistir.
Arastirmalarinda c¢esitli uygulamalarla indirgen seker igeriginin artis gdstermesini,
bitkinin osmotik diizenleme yapmasiyla agiklamislardir. Wu vd. (2014), kuraklik
stresinde  yetistirdikleri bugdayin besiyeri ortamma molibden saglayicisi
uyguladiklart c¢alismalarinda, bu stresle birlikte artis gosteren ¢oziiniir seker
miktarmin molibden uygulamasiyla daha da yiikseldigi bildirilmistir. Li vd. (2015)
kuraklik stresinde yetistirdikleri tarla ticgiilii bitkisine digsal spermin uygulamasiyla
bu bitkinin hem hassas hem de dayanikli varyetesinde c¢oziiniir seker miktarini
onemli oOlgiide artirdigin1 bildirmislerdir. Saglam vd. (2014), kuraklik stresinde
yetistirdikleri Ctenanthe setosa bitkisine 0.2 mM hidrojen peroksit uygulamasi
¢ozliniir seker igerigini kurak kontrol grubuna artirdigini bildirmistir. Terzi vd.
(2014), kuraklik stresinde yetistirdikleri musir bitkisine 10 mM hidrojen peroksit
uygulamasi ¢dziiniir seker igerigini kurak kontrol grubuna artirdigini bildirmistir. Bu
caligmada ise kuraklik stresi dayanikli ve hassas varyetede artig gosteren indirgen
seker ve toplam karbohidrat miktar1 o ve B-pinen uygulamalari ile her iki varyetede
de diisiis gostermistir. a ve B-pinen uygulamalarinin kuraklik stresine toleransta etki
mekanizmalarinin arastirildigi bu ¢alismada indirgen ve toplam karbohidratta oldugu
gibi tiim osmoprotektan bilesiklerin uygulanan bu maddelerle diisiis géstermesi bu
strese toleransin daha farkli yollarla gerceklestirildigi fikrini uyandirmistir. Ayrica a
ve B-pinen uygulamasi ile hiicresel osmoprotektantlarin diismesi bitkinin stresten

daha az etkilendigini gostermesi bakimindan 6nemlidir.

Calismada biitiin osmoprotektan bilesikler birlikte degerlendirildiginde; genel olarak
kuraklik stresiyle artig gosteren bu bilesikler o ve B-pinen uygulamasiyla diisiis
gostermistir. Bilindigi gibi osmoprotektan bilesikler stres kosullarinda azalan turgoru
dengelemek icin sentezlenirler. Bu ¢alismada osmoprotektan bilesiklerin sentezinin
azalmas1  kurakliga  toleransin  bagska  bir savunma  mekanizmasiyla

gerceklestirilebilecegi diisiincesini verir.
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5.7. Biiyiime Parametreleri

Biiylime parametreleri bitkilerde stresin gerceklesip gerceklesmedigini veya stresin
derecesini belirlemede onemli bir yer tutar. Biiylime parametresi olarak bitkilerde
fotosentezin durumunu belirlemek i¢in klorofil ve kuru madde miktari, su
metabolizmasindaki degiskligi belirlemek i¢in ise bagil su igeriginin belirlenmesi
arastirmacilar tarafindan genellikle incelenen metodlardir. Kuraklik stresinde
yetistirilen bitkilere digsal olarak farkli stres ajanlarmmin uygulanarak bu strese
dayaniklilik kazandirilmasi ile ilgili ¢alismalar vardir (Loutfy vd., 2012; Wang vd.,
2011; Turk vd., 2014). Fakat monoterpen yapida olan bilesiklerin bu amagla
kullanildig1 arastirmalara rastlanmamistir. Mevcut ¢alismada ise o ve [-pinen
monoterpenlerinin kuraklik stresinde bazi biiylime parametreleri lizerine etkileri
incelenmistir ve bu baglamda kuraklik stresinin verdigi hasar1 indirgeyerek

tyilestirici etki gostredigi kaydedilmistir.

Kuru agirhk, kuraklik stresine giren bitkilerin bu stresten hangi dlciide etkilendigini
belirlemede yardimci olan 6nemli parametrelerdendir. Bitkilerde ¢evresel stresin ilk
etkilerinden birisi biiylimenin azalmasidir. Bunun nedeni bircok literatiirde de
belirtildigi gibi kuraklik stresinde bitkiler stomalarin1 kapatir ve CO, fikse etme
kapasitesini su kaybetmemek i¢in en aza indirger. Kuraklik stresine maruz kalan
bitki fotosentez faaliyetlerini biiyiik 6l¢iide indirgemek zorunda kalirlar (Chebab vd.,
2009). Ayni zamanda turgor durumunu yitiren bitkiler bdliinerek biiylime
faaliyetlerini en aza indirgerler. Bunun sonucunda ise kuru agirlik miktarlarini
azaltirlar. Kuraklik stresi kosullar1 altinda biiyiimenin olumsuz etkilendigini gosteren
bir¢ok caligma rapor edilmistir. Bugdayla ilgili calismalarin bazilar1 incelendiginde;
kuru agirlik miktarlarindaki azalmalar vurgulanmistir (Gonzalez vd., 2005;
Ghamarnia ve Gowing, 2005; Tas ve Tas 2007; Xiaogin vd., 2009). Mevcut
calismada kuraklik stresi uygulamasiyla bitki kuru agirliginda diisiis meydana
gelmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2). Fakat bu diisiisiin miktar1 dayanikli varyetede
daha fazladir. Kuru agirligin miktarinin azalmasinin sebebi bu stres kosullarinda
stomalarimi kapattifindan dolay1 karbondioksitten yeterince yararlanamadigi igin

verimli fotosentez yapamamasi olabilir. Loutfy vd. (2012), kuraklik stresinde
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yetistirdikleri dort farkli bugday varyetesine bu stresle birlikte uyguladiklar: salisilik
asitin varyetelerde kuru madde miktarin1 artirdiklarini belirlemislerdir. Bu sonucun
da salisilik asit uygulamasiyla bitki bilinyesinde bazi suda ¢6ziinen bilesiklerin
artistyla miimkiin olabilecegini vurgulamiglardir. Mevcut ¢alismada kuraklik stresi
ile azalan kuru madde miktarinin o ve B-pinen uygulamalariyla her iki varyete de
artig gostermistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.2). Fakat kuru madde miktarindaki bu
artisin, kuraklikla birlikte uygulanan o ve B-pinen monoterpenlerinin belki de

stomalarin agilmasini tetikleyerek saglandigi diistiniilmektedir.

Bagil su miktarn1 (RWC), kuraklik stresi esnasinda bitkinin hangi oranda su
kaybettigini belirlemede dnemlidir. Bu siirenin uzun olmas bitkilerde yiiksek oranda
turgor kayiplarima sebebiyet verir. Bu durumda bitkilerde bagil su igeriginin
azalmasina neden olur. Ayni zamanda bagil su igeriginin belirlenmesi bitkilerde

stresin derecesini anlamamiza yardimer olabilir.

Yapragin bagil su icerigi maksimum su ile turgor durumuna gectigi zamandaki
Ol¢timiidiir. RWC 0zellikle kuraklik ve sicaklik stresinde bitki yapraklarmin strese
girdiginin en Onemli gostergelerinden biridir. Ayrica RWC bitkinin su igerigini
belirlerken osmotik diizenlemenin etkisinden dolay1 yaprak su potansiyeliyle
baglantilidir. Stres kosullarinda turgor durumunu stirdiiren bitki genotipleri fizyolojik
olarak diger tiirlere gore daha avantajlidirlar (Pask vd., 2012). Bagil su igerigi
bitkilerde yaygin olarak su igerigini belirlemek i¢in kullanilan bir parametredir.
Kuraklik stresinde yetistirilen bugday fidelerindeki bagil su miktarn diisiis
gostermistir (Chandrasekar vd., 2000; Siddique vd., 2000; Tas ve Tas, 2007,
Paknejad vd., 2007; Tatar ve Gevrek, 2008; Keyvan, 2010; Geravandi vd., 2011).
Wang vd. (2011), kuraklik stresinde yetistirdikleri ve bu strese toleransi farkli olan
iki bugday varyetesinde, kuraklik stresi ile birlikte olduk¢a azalan RWC miktarinin
nitrik  oksit (SNP) wuygulamasiyla bilylik olclide arttigini  kaydetmislerdir.
Arastirmacilar bitkinin RWC igerigini artirarak bu strese tolerans saglamasinin
nedeninin antioksidan enzimlerin daha fazla aktivite gostermeleri ve fotosistem

2’deki o6nemli koruyucu genlerin transkripsiyonlarinin artmasi oldugunu ifade
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etmigleridir. Mevcut calismada kuraklik stresi uygulamalarinda azalan RWC
miktarmin her iki varyetede genel olarak kuraklik stresi ile birlikte a ve B-pinen
uygulamalariyla artis gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3). Bitkide
RWC igeriginin artmasi, bu maddelerin uygulanmasiyla yapraga 1siy1 ayarlayici etki
yaparak su kaybini1 Onlemesiyle agiklanabilir. Bu maddeler dogal olarak kendi
biinyesinde stres aninda sentezlendigi zaman siddetli bir sekilde buharlagarak ugucu
hale gecip bitkiden 1s1 ¢eker ve bdylece bitkinin dogal su dengesini korumasina

yardim ederek bitkiler {izerindeki stresin etkisini azaltirlar (Mammadov, 2014).

Klorofil miktar1; kuraklik stresi fotosentezin verimini diigiirdiigi i¢in klorofil
miktarin1 da olumsuz etkiler. Kuraklik stresine bagli olarak ortaya ¢ikan klorofil
kayb1, oksidatif stres sonucu olusan foto oksidasyonada baghdir (Kato ve Shimizu,
1985; Fu ve Huang, 2001). Kuraklik stresi bitkide su igeriginin diismesi, yaprak su
potansiyeli ve turgoru azalmasi, stoma kapanmasi ve hiicre genislemesi ile

biiylimesinin durmasiyla karakterize edilir (Morgan, 1994; Jaleel vd., 2008).

Kuraklik stresi fotosentetik aygitlarini ve komponentlerini hasara ugratarak ve
klorofil igeriginde degisiklige sebep olarak fotosentezi inhibe eder (Iturbe Ormaetxe
vd., 1998). Kuraklik stresinde klorofil igerginin diismesinin baslica sebebi reaktif
oksijen tiirlerinin kloroplastlari hasara ugratmasidir (Smirnoff, 1995). Kuraklik
stresinden etkilenen ana metabolik yollardan birisi olan fotosentetik sistem, stresin
bitkiler lizerindeki etkilerini anlamak i¢in siklikla basvurulan bir yoldur. Kuraklik
stresinde yetistirilen bugday fidelerindeki klorofil igeriklerinin belirlendigi
calismalarda bu stresle birlikte klorofil igeriginde azalmalar meydana geldigi
vurgulanmigtir (Chandrasekar vd., 2000; Paknejad vd., 2007; Nikolaeva vd., 2010;
Keyvan, 2010). Mevcut ¢alismada ise kuraklik stresi uygulamasiyla hassas varyetede
klorofil igerigi azalirken dayanikli varyete ise gozle goriiniir bir degisiklige sebep
olmamustir (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4). Buradan da dayanikli varyetenin fotosentetik
aygitlarinin hassas varyeteye gore bu stresin zarar verici etkisinden daha az hasara
ugrayarak atlattigi sdylenebilir. Esasinda bitki yetisme siiresinin klorofil icerigine

olumlu ya da olumsuz etki meydana getirecek kadar uzun degildir. Abbasi vd.
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(2015), kuraklik stresinde yetistirdikleri bugday varyetelerine ayr1 ayri1 pakrobutrazol
ve salisilik asit uygulamasi yaptiklar1 caligmalarinda, kuraklik stresi ile birlikte
azalan klorofil igeriginin pakrobutrazol ve salisilik asit uygulamarinda énemli oranda
arttigini bildirmislerdir. Calismalarinda bu maddelerin CAT, APX, SOD, GPX gibi
enzimlerin aktivitelerini artirdifin1 vurgulayarak bitkiye tolerans kazandirdigini
vurgulamigtir. Bunun sonucunda da fotosentetik aygitlarin zarar goérmekten
kurtuldugunu ifade etmislerdir. Mahajan vd. (2015), musir, piring ve bugday
bitkilerine Cr (VI) stresiyle birlikte uyguladiklar1 B-pinen’le bu strese tolerans
saglamay1 amagladiklart ¢aligmalarinda Cr (VI) stresiyle birlikte azalan klorofil
miktar1 B-Pinen uygulamasiyla onemli derecede arttifini tespit etmislerdir. Mevcut
calismada ise kuraklik stresi ile birlikte klorofil miktar1 o ve [-pinen
uygulamalarinda hassas varyetede kurak kontrole gore artis gozlenirken dayanikli
varyetede ise tam tersi bir durum s6z konusudur. izopren ve alkenler sicaklik
stresinde tilakoid zarlarindaki iki tabakali lipid yapilarin hasar gérmesini
engelleyebilir (Gounaris vd., 1984). Kuraklik stresi ile birlikte o ve [B-pinen
uygulamalar1 da yukarida bahsedildigi sekilde tilakoid zarlarin biitiinligiini
saglayabilir.

Klorofil a/b orami, fotosistemdeki korunmanin belirteci sayilir. Ciinkii tilekoid
zarlardaki anten pigment sisteminde karotenoidden sonra sirasiyla klorofil b, klorofil
a ve reaksiyon merkezi gelir. Klorofil b klorofil a’dan hemen 6nce geldigi i¢in
yiiksek gelen enerjiyi klorofil a’ya aktarirken diisiirme vazifesi goriir. Dolayisiyla bu
pigmentin miktar1 ne kadar fazla olursa anten pigment sisteminin merkezi de o
6l¢iide korunmus olur. Caligmada her iki varyetede de kuraklikla beraber klorofil a/b
oraninda anlamli bir degisiklik olmamistir. Kuraklikla birlikte monoterpen
uygulamarinda ise dayanikli varyetede diisiis meydana gelirken hassas varyetede
herhangi bir degisiklige neden olmamistir. Dayanikli varyete klorofil a/b oranim

diistirerek fotosistemin korunmasina katki sagladig: diistiniilebilir.
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5.8. SDS-PAGE

Kuraklik stresine maruz kalmis bitkilerin protein miktarinda ve ¢esidinde bazi
farkliliklar bitkinin bu duruma tolerans saglamasi i¢in yaptig1 degisiklikler olarak
kabul edilebilir. (Chen ve Tabaeizadeh, 1992; Cheng vd., 1993; Bray, 1993; Han ve
Kermode, 1996). Bu baglamda yapilan bazi calismalarda kuraklik stresinde
yetistirilen bitkilerin protein profilinde ya bazi yeni proteinlerin sentezlendigi, yada
miktarin arttig1 ve azaldigi vurgulanmistir (Riccardi vd., 1998; Mohammadkhani
ve Heidari, 2008; Khan vd., 2012; Valifard vd., 2012; Ullah vd., 2014; Moradpour
vd., 2014). Bu ¢alismada ise kuraklik etkisiyle SDS-PAGE’de bant siddetinin her iki
varyete ve gruplarda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.

Dayanikli varyete incelendiginde kontrol grubuna gore kuraklik grubunda bant
siddetinin arttig1 goriilmistiir. Bu artisin 6zellikle 50 kDa agirligindaki proteinlerde
goriildiigl belirlenmistir. Bu proteinlerin Rubisco oldugu varsayildiginda kuraklikla
birlikte 6zellikle 10 uM a-pinen ve 1 pM B-pinen uygulamalarinda bant siddetinin
artis gostermesi bu gruplarda fotosentezin daha etkin yapildiginin gostergesi olabilir.
Buna ilaveten 20 agirligindaki proteinlerin de yine ayni sekilde Kontrol grubuna gore

artis gosterdigi tespit edilmistir.

Hassas varyete incelendiginde ise dayanikli varyetede oldugu kuraklikla birlikte 50
kDa agirhigindaki proteinlerde bant artiginin goriildiigii belirlenmistir. Bu artig
Ozellikle kuraklikla birlikte B-pinen uygulamasinda daha belirgindir. Kuraklik

uygulamasiyla yine 20 kDa agirligindaki proteinlerin bantlarinda artis gériilmiistiir.

Her iki varyetede de kuraklik stresi ile birlikte monoterpene uygulamasi bazi
gruplarda bant siddetini artirirken bazi gruplarda ise diislirmiistiir. Monoterpenlerin
kurakliga toleransta rollerinin arastirildigi bu c¢alismada protein profilinin de bu

toleransa katki sagladigi diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Son arastirmalar sekonder metabolitlerin gesitli bitki stres faktorleriyle basa ¢ikmada
Oonemli gorevler iistlenebilecegini gostermistir. Bu baglamda bazi 6n c¢alismalar ve
literatlir arastirmalart sonucunda kuraklik stresi sartlarinda yetistirilen farkli
bitkilerde stres siddetinin artmasiyla tedrici olarak o ve B-pinen monoterpenlerinin
icsel miktar artig gosterdigi tespit edilmistir. Sonug olarak bu kimyasallarin dogal
olarak kendi biinyesinde artig gdstermesi onlarin stres sartlarinda bitkiyi koruma igin

gelistirdikleri bir mekanizma olabilecegi fikrini uyandirmaktadir.

a ve B-Pinen uygulamasi her iki varyetede kuraklik stresi ile artan elektrolit sizinti
ve MDA miktarini diistirerek bitkinin kurakliga uyumunu artirmigtir. Uygulalan bu
bilesiklerin hiicre mebranlar1 iginde ¢ozilinerek yapilarindaki ¢ift baglar sayesinde

zarda meydana gelebilecek deformasyonu onleyebilecegi diisiiniilmektedir.

H202 ve O,* gibi serbest radikallerin miktar1 kurakligin etkisiyle artarken TOS
miktarinin da artig gosterdigi tespit edilmistir. Kuraklikla birlikte a-pinen ve B-pinen
uygulamalariyla ise her iki varyetede de bu reaktif oksijen tiirleri miktarinda 6nemli
oranda distlsler gozlenmistir. Kuraklik stresiyle hidroksil radikali siipiiriiime
aktivitesindeki artisin ise bu monoterpen uygulamalariyla daha da arttigi
belirlenmistir. Bu etkinin a-pinen ve B-pinen monoterpenlerinin gii¢lii antioksidan
ozellik gostermesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica a-pinen ve [-
pinen monoterpenlerinin zarlarda olusabilecek hasarlari da Onleme hipotezi

ROS’larin miktarinin azalmasini destekler niteliktedir.

Her iki cesitte de kuraklik uygulamasiyla SOD harig¢ biitiin enzim (CAT, APX, POD
ve GR) aktiviteleri artis gostermistir. a-pinen uygulamasiyla hassas varyetede SOD
ve GR, dayanikli varyetede ise APX, SOD ve CAT aktivitesi artmistir. B-pinen
uygulamasiyla hassas varyetede sadece GR aktivitesini artirirken, dayanikli
varyetede ise SOD, GR ve CAT enzimi aktivitelerini artirmistir. POD enzimi

aktiviteleri kuraklikla birlikte a-pinen ve B-pinen uygulamasinda her iki varyetede
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onemli distislere neden olmustur. Bu veriler hassas varyetenin antioksidan
enzimlerin aktiviteleri kuraklikla birlikte a-pinen ve B-pinen uygulamalariyla genel
itibari ile azalig gosterirken dayanikli varyetenin antioksidan enzimlerinin aktiviteleri
ise artis gosterdigi anlasilmaktadir. Boylece dayanikli varyete ROS’lar1 detoksifiye

etmek icin antioksidan enzimlerle savunma sistemine daha fazla ihtiyag duymustur.

Kuraklik stresiyle birlikte yaprakta antioksidan bilesikler olarak degerlendirilen
karotenoid, fenolik bilesik, flavonoid (hassas varyete hari¢), glutatyon ve TOS
miktar1 artis gosterirken, askorbik asit ve flavonoid (dayanikli varyete hari¢) miktar
ise diisiis gostermistir. Kuraklikla beraber o ve B-pinen uygulamalari, yapraklarda
askorbik asit ve TAS (dayanikli varyete hari¢) miktarini artirirken diger antioksidan
bilesikleri diisirmiistiir. Bu sonug¢ ise bitkinin kurakliga aligmasinda antioksidan

bilesiklerin roliiniin kismen olabilecegini gostermistir.

Kuraklik stresi ayrica yaprakta bazi osmoprotektan bilesiklerin miktarmin da
artmasma neden olmustur. Prolin, indirgen seker ve toplam karbohidrat miktari
kuraklikla artarken ¢ozliniir protein miktari ise diisiis gostermistir. Kuraklikla beraber
a ve B-pinen uygulamalari, genel olarak biitliin osmoprotektan bilesiklerin miktarini
diistirmistiir. Bu diisiis o ve B-pinen uygulamalariyla bitkinin kurakliktan daha az

etkilendigini destekler niteliktedir.

SDS-PAGE sonuglarina gére 50 kDa’luk bir polipeptitte bant yogunlugu kuraklikla
birlikte her iki varyetede de artis gostermistir. Bu durum bitkinin kurak sartlarda bazi
proteinlerin miktarmni artirabildigini gosterir. Ayrica bu bant siddeti kurak sartlarda
dayanikli varyetede 1 uM B-pinen uygulamasiyla artarken hassas varyetede 6nemli

bir degisiklige sebep olmamustir.

Kullanilan bu monoterpenlerin diisiik dozlarinin bitki haricindeki diger canlilarda da
herhangi bir toksik etki gostermemesi ve maliyetinin ¢ok diisiik olmasi bu

Kimyasallarin tarimda kullanilma potansiyelinin ¢ok yiiksek oldugunu gosterir.
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Bu caligmanin sonucunda a ve B-pinen’nin kurakliga toleransi 6zellikle hiicre zar
sistemlerini koruyarak gergeklestirdigi vurgulanmaktadir. Bunun haricindeki bir
diger diisiince ise bu bilesiklerin direkt olarak reaktif oksijen tiirleriyle reaksiyona
girerek onlar1 detoksifiye etmesidir. Mevcut calismanin sonuglart ise bu iki

diisiinceyi destekler niteliktedir.

Bu calisma ayrica gelecekte o ve B-pinen kimyasallariin kuraklik stresine maruz
kalmis bitkilerde termoregiilasyon ve stoma hareketleri iizerine etkilerinin de

arastirilmasi gerektiginin de Oniinii agmustir.
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EKLER 1

Cizelge 1 Farkli kuraklik sartlarinda yetistirilen Nepeta meyeri bitkisinin esansiyel
yag profili iizerine etkisi

Uygulamalar
Esansiyel yaglar Kontrol Diisiik Orta Yiiksek
Sartlan Kurakhk Kurakhk Kuraklhik
1 2-Thiapropane 5,67 6,09 4,74 5,12
2 a-Thujen 0,16 0,15 0,23 0,19
7 Pseudolimonene - 0,38
15 a-Pinene 0,17 1,06 1,35 2,1
16  B-Pinene 5,43 5,72 6,47 8,06
18 «o-Terpinene 0,04 0,06 0,16 0,1
24 Methyl salicylate - - - 0,14
28 Benzaldehyde 0,73 0,62 0,34 0,36
31 a-Terpinolene - - 0,09 0.02
35 Sabhinene - 2,23 2,44 3,2
40  y-Terpinene 0,15 0,08 0,14 0,21
42  (E)-p-Ocimene 0,19 = - -
47 o -Tolualdehyde 0,27 0,26 - -
50 Esdragole 0,2 0,1 0,37 -
52  Safranal 0,15 0,13 0,15 -
55 « -Cubebene 0,19 0,13 - -
64 Ylangene 0,04 0,03 0,06 0,02
76  Eremophilene 0,09 0,08 0,07 0,06
90 Docosane - 0,03 0,03
80 pB-Elemene 1,16 0,74 0,65 0,88
95 2-isopropyl-5-methyl-9- ) 0,18 0,54 0,15
methylene
96 Germacrene D 1,72 1,11 0,44
102 Caryophyllene 0,17 0,13 0,12 0,12
104 B-Cubebene 0,7 0,04 0,84 0,78
110 Nepetalactone 61,6 60,6 63,1 62,3
111 EPi- . 0,66 0,35 0,29 0,73
Bicyclosesquiphellandrene
112 §-Cadinene 0,77 0,69 0,52 0,56
113 y-Muurolene 0,73 0,5 0,21 -
115 vy-Cadinene - 0,36 0,78 -
121 Calamenene 0,13 0,14 0,09 0,08
122 o-Muurolene 0,24 0,23 0,17 0,16
124 o-Calacorene 0,18 - 0,11 0,09
139 Megastigmatrienone 0,1 0,22
149 Cadalin 0,03 0,03 0,02
150 Hexahydrofarnesyl Acetone 0,06 - 0,03
151 Mintsulfide 0,05 0,04 0,02 0,02

153 Plasthall BSA 0,04 0,03 0,03 0,02




