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OZET

IYONIZE RADYASYONA MARUZ BIRAKILAN ARPA (Hordeum vulgare L.) KOK ve
SURGUNLERINE ANTOSIYANIN MUAMELESININ FiZYOLOJIK VE
BIYOKIMYASAL DUZEYDE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Nesrin COLAK

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dal1
Danigsman: Prof. Dr. Faik Ahmet AYAZ
2013, 73 Sayfa

Bu ¢alismada, arpanin (Hordeum vulgare L.; 2n=14) Akhisar-98 ve Erginel-90
cesitlerinin kok ve silirglinlerinde, antosiyanin (Asn)’in iyonize radyasyon stresi altinda
blylme parametreleri, peroksidaz (POD), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz
(GR) ve askorbat peroksidaz (APX) gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri, toplam fenolik
madde (TFM), toplam flavonoid ve radikal temizleme aktivitesi Uzerine etkileri
arastiritlmistir. Asn arpa c¢esitlerinde iyonize radyasyonun biiylime parametrelerinde
olusturdugu azalmayi 1iyilestirmistir. Erginel ve Akhisar arpa cesitlerinde iyonize
radyasyon uygulamasi ile POD enzim aktivitesi azalmig, SOD, GR ve APX enzim
aktiviteleri artmistir. Asn uygulamasi ile arpa cesitlerinde POD enzim aktivitesi artarken,
SOD, GR ve APX enzimlerinin aktiviteleri azalmistir. Iyonize radyasyon uygulamasi ile
her iki arpa ¢esidinde toplam flavonoid ve fenolik madde miktar1 artmistir. Asn
uygulamasi antioksidan aktiviteyi arttirmis ve H,O, miktarini azaltmistir.

Sonug olarak iyonize radyasyon ve ekzojenik Asn’in arpa gesitleri arasinda
Ozellikle stres sonrasi uygulama ile iyonize radyasyona karsi daha yiliksek tolerans
kazanildig1 ortaya konulmustur. Bu sonuglar, iyonize radyasyon stresine karsi Erginel

¢esidinin direngli, Akhisar ¢esidinin ise hassas oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Hordeum vulgare, Antosiyanin, Iyonize radyasyon, Antioksidan
enzimler, Fenolik madde, Flavonoid
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Master Thesis
SUMMARY

An INVESTIGATION of the PHYSIOLOGICAL and BIOCHEMICAL EFFECTS of
ANTHOCYANIN TREATMENT in ROOT and SPROUT of BARLEY (Hordeum vulgare
L.) EXPOSED to IONIZING IRRADIATION

Nesrin COLAK

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Faik Ahmet AYAZ
2013, 73 Pages
The effects of anthocyanin (Acy) on growth parameters, antioxidant enzymes
including peroxidase (POX), superoxide dismutase (SOD), glutathione reductase (GR) and
ascorbate peroxidase (APX), total phenolic content, total flavonoids and radical scavenging
activity were investigated in the root and sprout of Akhisar-98 and Erginel-90 cultivars of
barley (Hordeum vulgare L.; 2n=14) under ionizing radiation stress. Acy alleviated
ionizing radiation-induced decreases in growth parameters of barley cultivars. POX
activities in Akhisar and Erginel decreased, while SOD, GR and APX activities increased
under ionizing radiation stress. Acy treatment caused an increase of POX activity and
decrease of SOD, GR and APX in Akhisar and Erginel cultivars. Total phenolic and
flavonoid content increased under ionizing-radiation stress. Acy application increased

antioxidant activity and reduced H,O, content.

In conclusion, a greater tolerance to ionizing radiation was acquired with the
application of Acy, especially after ionizing radiation, in the two barley cultivars exposed
to ionizing radiation and exogenic Acy. These findings indicate that Erginel was tolerant of

and Akhisar susceptible to ionizing radiation stress.

Key Words: Hordeum vulgare, Anthocyanin, lonizing irradiation, Antioxidant enzymes,
Phenolic content, Flavonoid
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1.GENEL BILGILER

1.1.Giris

Bitkiler yeryizinde ilk ortaya ciktigindan beri Diinya iklimi siirekli degismektedir.
Tarih boyunca Diinya 1sinmakta, sogumakta, daha nemli ya da daha kurak olmakta, CO,
konsantrasyonu azalmakta ya da artmaktadir. Cevresel kosullarin bu sekilde uzun stireli
degismesi iklim degisikligi olarak adlandirilmakta ve son yillarda Diinya’mizda yasanan
iklim degisikligi yeryliziiniin ortalama sicaklifinin artmasi seklinde olugmaktadir. Son 50
yildir yapilan c¢aligmalarda, 20. ylzyildan giiniimiize kadar Dinya’nin ortalama
sicakliginin yaklagik 1°C arttigi belirtilmektedir. Gergeklesen bu “Kiresel Isinma”nin
nedenleri arasinda iki teori 6n plana ¢ikmaktadir; 1) 1960’I1 yillarin basinda baglayan
“Gama Isinlar1 Patlamalar’”’nin (GIP) hem Diinya’nin 1sinmasina hem de Diinya’nin
yiiksek derecede radyasyona maruz kalmasmna neden oldugu 2) Ozellikle Sanayi
Devrimi’nden sonra artan CO;, saliniminin olusturdugu sera etkisinden dolayr Diinya’nin
ortalama sicakliginin arttig1 ileri stiriilmektedir (Ziska, 2011; Peterson, 2003; Parker, 2004;
Smith vd., 2005).

Degisen ¢evresel kosullar bitkilerin islev ve yayilmalarinda anahtar bir role sahiptir.
Bitkilerin biiyliyebilmeleri ve hayatlarin1 normal bir sekilde siirdiirebilmeleri igin genetik
ve fizyolojik etkilerin yaninda ¢evresel faktorlerin de (sicaklik, su, COg, 151k gibi) normal
(optimum) sinirlar i¢inde olmasi gerekir. Cevresel faktdrlerin herhangi birinin optimum
siirlar disinda olmasi bitkinin biiylimesinde ve veriminde azalmaya neden olmaktadir.
Buyume ve verimde meydana gelen bu azalma durumu “stres” olarak tarif edilmistir
(Salisbury ve Ross, 1985). Bu gevresel faktorler arasinda, radyasyon bitkinin biiyiimesini
molekdler, morfolojik ve fizyolojik diizeyde etkileyen en onemli faktorlerden biridir
(Cucinotta ve Durante, 2006).

Yeryiiziinde bulunan biitiin canlilar hayatlar1 boyunca yasadiklar1 ¢evrede dogal
radyasyonun etkisi altindadirlar. Dalga boyu 2800 Angstrom (A°)'den kigik mor Otesi
1sinlarin canli organizmalar iizerinde tahribat yaptigi bilinmektedir. Stratosferdeki ozon
tabakas1 2400 A° ve daha kiigiik 1s1nlar1 sogurarak, uzaydan gelen, zararli 1sinlarin biiyiik
bir kismini diinyamiza gegirmez. Ancak son yillarda stratosferde bulunan ozon tabakasinin

kalinliginda meydana gelen incelmeden dolay1 canlilar ge¢mis yillara oranla daha fazla



radyasyona maruz kalmaktadirlar (Caldwell vd., 1998). Uzun sire radyasyonun etkisi
altinda biiyiiyen bitkilerde adaptasyon belirtileri sinirli olabilir; bazi bitkiler radyasyona
kars1 daha duyarliyken bazilar1 daha duyarsizdir. Bitkilerin radyasyona Kkarsi
duyarhiliklarinin bitki tiiriinden bagimsiz oldugu ancak geng bitkilerin yliksek farklilasma
oranlarindan dolay1 diger bitkilere oranla radyasyona karsi1 daha hassas olduklar
belirlenmistir. Radyasyonun bu etkileri bitkinin tiiriine, yasina, bitki morfolojisine,
fizyolojisine ve genom organizasyonuna baglidir (Kovalchuk vd., 2003). Aym tiiriin
varyete ve ekotiplerindeki farkli cevaplar onlarin farkli poliploidi seviyelerine veya farkli
genetik organizasyona sahip olmalar ile agiklanmaktadir (Ukai ve Yamashita 1969; Al-
Rubeai ve Godward 1981).

Kozmik radyasyondan veya dogal olarak olusan radyoniikleidlerden dolay:1 ¢evrede
var olan radyasyonun yani sira (Van der Stricht ve Kirchmann, 2001), insan aktiviteleri de
(Ornegin Rusya’da gergeklesen Cernobil ve Dogu-Ural kazalar, radyoaktif atiklar)
ortamdaki radyasyon seviyesini arttirmaktadir. Cernobil ve EURT (Dogu-Ural Radyoaktif
Deneme) alanlarinda yapilan ¢alismalarda, bu alanlarda yetisen bitkilerde meydana gelen
mutasyon oranlari ve anormallikler 38 yil sonra bile kontamine olmamis alanlarda yetisen
bitkilere oranla ¢cok daha yuksektir (Real vd., 2004).

Radyasyon iyonize radyasyon ve iyonize olmayan radyasyon (radyo dalgalari,
goriilebilir 151k gibi) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Iyonize radyasyon bir atomu iyonize
etmek icin yeterli enerjiye sahiptir. Iyonize radyasyonun stiperoksit radikali (O), hidroksil
radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H,O2) gibi reaktif oksijen tirlerinin (ROT) asir1
uretimi ile oksidatif stresi tetikledigi belirlenmistir. ROT’lar proteinler, lipitler ve nikleik
asitler gibi islevsel ve yapisal organik molekiillerin hemen hemen hepsi ile reaksiyona
girerek hiicresel metabolizmanin bozulmasina yol acar (Al-Rumaih ve Al-Rumaih, 2008).
Iyonize radyasyonun organizmalardaki etkisi diisiiniildiigiinde, bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar iyonize radyasyonun etkilerine karsi bir korunma sistemine sahip
olmalidirlar (Zaka, 2002). ROT larin neden oldugu hasar1 azaltmak ya da engellemek icin
hiicreler kapsamli ve entegre bir endojen savunma sistemine sahiptirler. Peroksidaz (POD),
katalaz (CAT) ve superoksit dismutaz (SOD) gibi enzimler bitki hilicrelerinin enzimatik
antioksidan savunma sistemini temsil ederler. POD, CAT, SOD ve askorbat peroksidaz
(APX) gibi enzimlerin gesitli bitkilerde ROT temizleme aktivitelerinin iyonize radyasyon
uygulamasi ile arttig1 belirlenmistir (Kim vd., 2005; Wada vd., 1998; Zaka vd., 2002).
Nicotiana tabacum L. ve Nicotiana debneyi L. tlrlerinde, y-radyasyon uygulamasina cevap



olarak POD aktivitesinin arttigi, Triticum aestivum L. tirine yiksek radyasyon
uygulamasinda bitkinin biiyiimesi azalirken POD ve CAT enzimlerinin aktivitesinin arttigi
rapor edilmistir (Wada vd., 1998).

Tum organizmalar oksidatif hasardan korunmak icin antioksidan savunma ve tamir
mekanizmalarina sahiptirler, ancak bu sistemler hasardan tam olarak korunmalar igin
yeterli degildir (Simic, 1998). Etkili ve daha az toksik radyoprotektorler i¢in yapilan
caligmalar, besin maddesi olarak alinan bitkilerin dogal bilesiklerine olan ilgiyi arttirmistir.
Besin maddesi olarak alinan bu dogal bitkiler ham olarak ya da bu bitkilerin islenmis
Ozutleri, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu gibi durumlardan dolayr olusan
hiicresel hasar1 etkin bir sekilde Onleyerek antioksidan olarak islev gordiigiinden dolay1
cesitli etkin radyoprotektif bilesikleri olustururlar. Ancak guvenli ve toksik olmayan
radyoprotektif bilesikler heniiz gelistirilememistir (Yamini ve Gopal, 2010).

Son yillarda dikkatler antosiyanin (Asn)’lerin de dahil oldugu fenolik bilesiklerin
antioksidan 6zellikleri {izerinde yogunlasmistir (Kowalczyk vd., 2003). Yapilan ¢alismalar
ile meyvelerden elde edilen Asn’lerin in vitro olarak antioksidan 6zellik gosterdikleri
belirlenmigtir. ~ Asn’lerin antioksidan  Ozellikleri ~ onlarin metal  iyolarim
selatlayabilmelerinden, polifenol tiirevi radikaller i¢in eslesmemis elektron delokalize ve
stabilize edebilmelerinden ve hidrojen ve elektron donorl olarak ylksek aktiviteye sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir (Einbond, 2004).

Yerli arpa gesitleri olan Hordeum vulgare L. cv. “Akhisar-98” ve Hordeum vulgare
L. cv. “Erginel-90”a disaridan (ekzojenik) uygulanan Asn’in iyonize radyasyon stresi ve
antioksidan enzim sistemler {izerine olan etkisinin arastirilmasini konu alan bu ¢alismada
peroksidaz (POD), askorbat peroksidaz (APX), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
rediktaz (GR) enzimleri, toplam fenolik madde (TFM) toplam flavonoid, antioksidan
aktivite ve hidrojen peroksit miktar1 arastirilmistir. Bu ¢alismada Asn’lerin ¢cimlenen arpa
tohumlarinda iyonize radyasyonla iliskisi arastirilarak, stres hasarindan kaynaklanan zarari

onlemede veya azaltmada etkili olup olmayacagi hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisilmistir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Cevre kosullarimin organizmalar Uzerindeki etkisi cevresel fizyolojinin 6nemli bir

dalidir. Ekofizyolojinin bir bolimd olan bu alan “stres fizyolojisi” olarak



adlandirilmaktadir. Stres fizyolojisi, bitkilerin dagilimmni ve verimliligini etkileyen
faktorlerin anlasilmasinda 6nemlidir (Lewitt, 1980; Taiz ve Zaiger, 1991).

Bitkilerin buyumesini, verimini, Ureme kapasitesini veya yasam siiresini olumsuz
olarak etkileyen herhangi bir cevresel faktor stres olarak tanimlanmaktadir. Uygun
olmayan bu faktorlere karsi canlimin hayatta kalabilmek ve korunmak i¢in gosterdigi
dayanma giiciine strese dayaniklilik denilmektedir (Lewitt, 1980).

Levitt (1980)’e gore “biyolojik stres” bitkinin biiyiime ve gelisimini azaltan veya
artiran g¢evresel kosullardaki bir degismedir. Bu durumda organizmanin fonksiyonlar
normaldir. Organizmanin fonksiyonlarinin azalmasi veya degismesi ise ‘“biyolojik
zorlanma” olarak ifade edilmistir. Stres altindaki bitkilerin gosterdigi tepkiler bazi
durumlarda onlar i¢in bir avantaj saglayabilir. Ornegin yetersiz 151k durumunda daha uzun
fakat zayif govde olusturulmasi ile bitki 1518a ulasma sansina sahip olabilir.

Bir bitki strese maruz kalinca ii¢ sekilde zarar ortaya cikar. 1) ilki olan direk zararda
stres saniye veya dakikalarda ortaya ¢ikar. Diisiik sicaklikta bitkide hizli donmayla ortaya
cikan stres bu tip zarara 6rnek olarak gosterilebilir. Ikincisi indirekt zarardir. Strese uzun
sire maruz kalma durumudur ve buna ornek iisiime stresi verilebilir. Uciinciisi ise
sekonder zarardir. Bu tiir zarar ikincil bir strese neden olur. Ornegin yiiksek sicaklik
bitkiye tek bagina zarar vermez; bitkide su kaybina neden olarak kuraklik stresine yol agar.
Iyonize radyasyon bitki biinyesinde yiiksek oranda ROT olusumuna yol agarak oksidatif
stres olusturur.

Stres faktorlerinin etkisi bu faktorlerin miktarina baglidir. Stres etkisi her bitkide
g6zle gorulmeyebilir bazen bitkide stres belirtisi gortilmeden bitki strese girmektedir.
Ayrica orta ve kisa siireli streslerde hasar gegici olabilir ve stres kosullar1 ortadan kalkinca
bitki eski haline geri donebilir. Eger stres siddetli ise tohum olusumu ve ¢iceklenme
engellenir. Boylece bitkinin yasamasi zorlasir (Yordanov vd., 2000).

Bitkilerin maruz kaldig stres abiyotik ve biyotik stres olmak iizere iki kisma ayrilir.



CEVRESEL STRES
I

Biyotik Stres Abiyotik Stres (Fiziksel ve Kimyasal)
-Rekabet
-Allelopati
-Insan tahribi
-Bdcekler
-Hastaliklar
I 1 T 1
-Kuraklik | |-Infrared -Pestisit Riizgar
— -Sel -GOrtndr -Toksin -Basing
Diisiik Yiiksek -Ultraviyole - | |-Toprak pH'st Elektrik
-Iyonize -Tuzlar
radyasyon -Allelokimyasallar
Donma -Hava kirleticileri

Usiime

Sekil 1.1. Baslica ¢evresel stres ¢esitleri (Taiz ve Zaiger, 1991).

Strese dayaniklilik, bitkinin uygun olmayan kosularda canli kalabilme ve hayatini
devam ettirebilme kapasitesidir. Stres sonucunda bitki metabolizmasini degistirerek uyum
saglayabilir. Bu olaya aklimasyon (alisma) denir. Boylece bitkiler strese dayanikli hale
gelir. Levitt (1980) strese dayanikliligi stres sakinmasi ve stres toleransi olarak ikiye
ayirmistir.  Bitki e8er distan gelen bir stresi, bilinyesinde stres olusturmadan
onleyebiliyorsa, buna stres sakinmasi denir (Street ve Opik, 1984). Ornegin bitki terleme
yaparak i¢ sicakligii korur ve sicakliktan sakinir (Ayaz, 1999). Bitkinin strese
dayanabilme yetenegine ise stres toleransi denir (Street ve Opik, 1984). Kuraklik
toleransina sahip bitkiler protoplazma kurudugu zaman, protoplazmasi yeniden su alana
kadar hayatsal faaliyetlerine devam etmektedir (Hopkins, 1995).

Stres altindaki bitkiler, kendilerini stresten korumak i¢in c¢esitli degisiklikler
olustururlar. Solunum hizinda, fotosentez hizinda ve baz1 organik maddelerin miktarinda

degisiklikler olusmaktadir (Levitt, 1980).



Son yillarda iyonize radyasyon gibi cevresel faktorlerin besin bitkilerine ve bitki
hiicrelerine olan etkisini konu alan ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Kovacs ve Keresztes,
2002). Amag strese karsi bitkide meydana gelen olaylar1 ¢ozmek ve strese dayanikli ve
daha verimli {irlinler gelistirmektir. A¢likla miicadele eden bircok iilke icin strese toleransl

bitki yetistirmenin 6nemi ¢ok biiyiiktiir.

1.3. Iyonize Radyasyon

Radyasyondan gelen enerjinin sogurulmasi biyolojik materyallerde uyarma ya da
iyonizasyona yol acar. Elektronun gergek firlatiimas1 olmadan bir atom ya da molekilin
daha yiiksek bir enerji seviyesine bir elektron yiikseltmesi uyarilma olarak adlandirilir.
Radyasyon bir atom ya da molekiilden bir veya daha fazla orbital elektron firlatacak kadar
yeterli enerjiye sahip ise, bu silirece iyonizasyon, bu olay1 gergeklestirebilen radyasyona ise
iyonize radyasyon adi verilir. Iyonize radyasyonun en dénemli ozelligi biiyiik miktarda
enerjiyi lokalize olarak serbest birakmasidir. Iyonizasyon basina harcanan enerji 33
eV’dur, bu enerji glcli kimyasal baglar1 kirmak icin gerekli enerjiden daha fazladir.
Ornegin C=C bagini kirmak i¢in gerekli enerji 4.9 eV dur (Goodwin vd., 1970).

Iyonize radyasyon elektromanyetik ve partikiil olarak siniflandirilabilir. Partikiil
radyasyon tipleri elektronlar, protonlar, a-partiklleri, ndtronlar, m-mezonlar ve agir yiikli
iyonlardir. Dogada olusurlar ve deneylerde kullanilirlar. Elektronlar negatif yiikli
partikiillerdir. Lineer hizlandiric1 veya betatron gibi cihazlar ile 151k hizina yakin bir hiza
daha yiksek enerji seviyesine ulagsmalari i¢in hizlandirilabilirler. Protonlar pozitif yiikli
atom alt1 partikiillerdir ve kiitleleri elektronlardan 2000 kat daha biiyiik oldugundan dolay1
sislotron gibi daha pahali ve kompleks cihazlar ile daha yuksek enerji seviyesi igin
hizlandirilabilirler. Yerylizii giinesten gelen protonlara maruz kalir ancak yeryiiziiniin
etrafindaki manyetik alan ve atmosfer sayesinde bu partikiiller saptirilir. a-Partikulleri
birbiri ile yakin iligki i¢inde olan iki proton ve iki ndtrondan olusur. Pozitif yiikliidiirler ve
bu nedenle protonlar i¢in kullanilan benzer cihazlar ile hizlandirilirlar. Dogada dogal
olarak olusan radyum (Ra) ve uranyum (U) gibi radyoniiklidlerin bozunmasi ile de
yayilirlar (Johns ve Cunningham, 1969; Goodwin, 1970). N6tronlar yiksiz partikullerdir
ve kiitleleri protonlara benzer. Yiiksiiz olduklarindan dolay1 elektron ve protonlar igin

kullanilan cihazlar ile hizlandirilamazlar (Rossi, 1964).



Elektromanyetik radyasyonun iki formu olan X- ve y- 1sinlar1 yiik ya da kiitlesi
olmayan enerji paketleri (fotonlar) dir. Aymi Ozelliklere sahiptirler ancak kaynaklari
farklhidir. X-1s1nlan ¢ekirdek disinda gerceklesen siireglerde (0rnegin hizli hareket eden
elektronlar ile olusan agir atom bombardimani) yayilir ancak y-isinlart radyoaktif atomlarin
bozunmasi siirecinde ¢ekirdegin i¢ kismindan yayilir (IARC, 2000). Biyolojik sistemler ile
yapilan deneylerde X- ve y- 1sinlar1 kullanilir. X-1s1nlar1 elektronlar1 daha yiiksek bir enerji
i¢in hizlandiran ve daha sonra onlar1 hedefte aniden durduran bir cihaz tarafindan {iretilir.
Kinetik enerjinin (hareket enerjisi) bir kism1 X-1sinlarina doniisiir. Diger taraftan y-iginlart
ise radyoaktif izotoplar tarafindan yayilirlar. Radyoaktif izotoplar kararli degildirler ve
daha kararl1 bir forma ulagsma ¢abasi iginde kararli olmayan niikleer kirilma ya da bozulma
olarak fazlalik enerjilerini serbest birakirlar. Bu radyoaktif izotoplar tarafindan serbest
birakilan fazlalik enerji y- 1smlarini olugturur (Beir, 1980).

X-1s1inlar1 gibi radyo dalgalari, radar, radyant 1s1, goriilebilir 151k da elektromanyetik
radyasyonun formlaridir. Tim elektromanyetik radyasyon formlarinin hizlari aymdir,
ancak farkli dalga boylarmma bundan dolay1 farkli sikliga sahiplerdir (Hall ve Giaccia,
2006).
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Sekil 1.2. Elektromanyetik spektrum (Hall ve Giaccia, 2006’dan degistirilerek)



X-1sinlar1 canli materyal tarafindan absorbe edildigi durumlarda, absorbe edilen
enerji doku ve hicrelerde depo edilir. X-1s1n1 demetinde bulunan enerji ¢ok biiylik 6zgiin
paketler icinde sayisal olarak belirtilir (Hall ve Giaccia, 2006). Her bir 6zgiin paket iginde
bulunan enerji kimyasal baglar1 kirmak ve biyolojik degisimlerle sonuglanan olaylar
zincirini baslatmak icin yeterli biiyiikliiktedir (Kovacs ve Keresztes, 2002). Iyonize
radyasyon ve iyonize olmayan radyasyon arasindaki ciddi farklilik, icerilen toplam enerji
degil enerjinin bireysel paketlerinin boyutudur. Ornek olarak 400 rad 67cal ve 0.002°C’ye
esittir (70 kg standart insanlar i¢in). Is1 veya mekanik enerji formunda bulunan enerji esit
ve diizenli bir sekilde absorbe edilir. Canlilarda hasar olusturabilmesi i¢in bu formdaki
enerjinin ¢ok daha fazlasina ihtiya¢ vardir. X-1gilarinin etkisi 6zgiin enerji paketlerinin
biiyiikliigii olarak sogurulan (absorbe edilen) toplam enerjinin bir fonksiyonu degildir.
Elektromanyetik radyasyonlarin etkilerinin eger fotonlar 124 eV’dan daha fazla ise
iyonizasyon oldugu diisiiniilmektedir (Hall ve Giaccia, 2006).

Radyasyon dolayli ve dogrudan iyonlastirict olarak simiflandirilabilir. Elektron,
proton gibi yukli partikullerin hepsi dogrudan iyonlastiricidir. Dogrudan iyonlastirmak
icin yeterli kinetik enerjiye sahiplerdir. Dogrudan gegtikleri sogurucu atomik yapiy1
bozarlar ve kimyasal ve biyolojik degisimlere neden olurlar (Esnault vd., 2010).
Elektromanyetik radyasyon (y- ve X-1sinlar1) dolayl1 iyonlastiricidir. Kimyasal ve biyolojik
hasar1 kendileri olusturmazlar. Onlar gectikleri materyaller boyunca absorbe edildikleri
zaman hizli hareket eden yiiklii partikiillerin olusumuna neden olurlar ve bu yikli
partikiller biyolojik hasara neden olur. X-1sin1 fotonlarinin sogurulma siireci fotonlarin
enerjisine ve sogurucu materyalin kimyasal kompozisyonuna baglidir. Fotonlarin
enerjilerinin  sogurulmasi stirecinde; fotonlar serbest elektron olarak isimlendirilen
elektronlar ile etkilesirler ve fotonlar enerjilerinin bir kismini elektronlara kinetik enerji
olarak aktarirlar. Fotonlar ise kalan enerjileri ile orijinal yollarindan sapmis olarak
yollarina devam ederler (Hall ve Giaccia, 2006).

Radyasyonun herhangi bir formu (X- veya y-1sinlar1, yiiklii veya yiiksiiz partikiiller)
biyolojik materyal tarafindan absorbe edilirse, radyasyon hiicrelerdeki énemli hedefler ile
etkilesime girer. Hedefteki atomlar iyonize olur veya uyarilirlar, bdylece biyolojik
degisimlere yol acan olaylar zinciri baslar. Bu siire¢ radyasyonun direk hareketi olarak
isimlendirilir. Radyasyon serbest radikaller olusturmak igin hiicredeki diger atom ya da
molekdller ile etkilesime de girebilir. En biyuk ve en 6nemli radyasyonun direk

hedeflerinden biri tim organizmalarda ortak olarak bulunan su molekdlleridir. Olusan bu



radikaller 6nemli hedeflere ulasmak ve hasar olusturmak icin yeterli uzakliga dagilabilirler.
Bu durum ise radyasyonun indirek hareketi olarak isimlendirilir (Esnault vd., 2010).
Serbest radikaller dis kabugunda eslesmemis orbital elektron bulunduran atom veya
molekiillere denir. Orbital elektronlar hem kendi etraflarinda hem de atom ¢ekirdeginin
etrafinda donerler. Bu doniis saat yonnin tersi veya saat yoninde olabilir. Atom veya
molekiillerin bir ¢ift elektronu olsa bile elektronlardan biri saat yoniinde donerken digeri
saat yonunin tersi yonde doner. Bu sayede yiiksek oranda kimyasal kararlilik saglanmis
olur. Eger bir atom ya da molekiil dis yoriingede tek elektrona sahip ise bu elektronun aksi
yoniinde donecek bagka bir elektron olmadigindan, bu elektron eslesmemis elektrondur ve

kimyasal olarak ylksek oranda reaktiftir (Herzberg, 1971).
X- veya y-isinlart su molekiilleri ile etkilesime girdikleri zaman su moleklleri

iyonize olurlar.

H,O _— > H20+ + e (1)

H,O" bir iyon radikalidir. Bir elektron kaybettiginden dolay1 pozitif yiikliidiir ve bu
nedenle bir iyondur. Dis yoriingesinde eslesmemis elektron igerdiginden dolay1 serbest
radikaldir ve yuksek oranda reaktiftir. H,O" gibi primer radikal iyonlarinin émrii 10°
10 saniye kadar kisadir. Yiiksiiz serbest radikal olusturmak icin bozulurlar. Iyon radikalleri
yiiksek oranda reaktif hidroksil radikalleri olusturmak igin bagka bir su molekiilii ile

etkilesime girerler (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
H,O"+H,0 —> H;0"+OH’ )

Hidroksil radikalleri hiicrede ©6nemli hedeflere ulasmak icin kisa mesafelere
dagilabilir. Ornegin DNA ¢ift heliksinin iki kat1 kadar ¢apa sahip bir DNA’ya yayilabilir.
Radyasyonun bu dolayli hareketi direk hareketinden farkli olarak koruyucu veya
duyarlastiricilar kullanilarak kimyasal yollarla kolaylikla modifiye edilebilir (Hall ve
Giaccia, 2006).


http://www.google.com.tr/search?hl=tr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Gerhard+Herzberg%22
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Sekil 1.3. X-ismlarinin indirek hareketinde, fotonlarin absorbsiyonundan
son biyolojik degisimlere kadar olan olaylar zinciri (Hall ve
Giaccia, 2006’dan degistirilerek)

Bu siirecte ilk iyonizasyon 10™ saniyede gerceklesir. Olusan primer radikalin 6mrii
10" saniyedir. OH' radikallerinin omrii yaklagik 10° saniyedir (Hall ve Giaccia,
2006). 'OH radikalleri lipitler, proteinler ve ozellikle DNA gibi cesitli tipteki
makromolekiiller ile hizli bir sekilde reaksiyona girebilir. Doz oranina bagli olarak
hasarlarin bir kismi tamir edilebilir ve geri kazanilabilir (Esnault vd., 2010). Kimyasal
baglarin kirilmasi ile biyolojik etkilerin ifadesi arasindaki siire¢ kapsadigi sonuca bagl
olarak saatler, giinler, aylar, yillar veya jenerasyonlar olabilir (Hall ve Giaccia, 2006).
Radyasyonun sebep oldugu DNA hasar1 genellikle dolayli etki ile meydana gelir (Esnault

vd., 2010). Zar kararliliginin bozulmasi ¢ok énemli olmasina ragmen, radyasyonun sebep
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oldugu en 6nemli hasarin DNA hasar1 oldugu diisiiniilmektedir. Oksidatif saldir1 farkli
DNA degisimlerine sebep olmaktadir (Roldan-Arjona and Ariza 2009).

Bitkilerde iyonize radyasyon sonrasit DNA tamir mekanizmasi yapilan arastirmalar
karsilastirildiginda heniiz iyi anlagilamamistir. Genellikle bu tip bir hasar tamiri bitki
genomunda yabanci dizilerin tiimiinii diizeltmede benzer ya da es bir mekanizma gerektirir.
(Esnault vd., 2010). Iyonize radyasyon tesvikli DNA kiriklari hem genomik hem de
kromozomal anormallikler olusturur ve tiirler icin zararlidir. DNA’nin genellikle
radyasyon zararinin primer alani oldugu disiiniiliir. Gergekte, hasar gormiis hiicrelerin
lezyonlarmi diizeltmek amaciyla hiicre dongiisii kontrol noktalar1 vardir, buna ragmen
DNA tamirinin hataya yatkin dogasi potansiyel olarak kusaklara aktarilabilecek hatalara
sebep olabilir. Boylece boliinmekte olan hiicreler radyasyona karst daha etkili (dramatik)
cevap verir. Iyonize radyasyonun etkisi ile bitki cevaplari arasinda mevcut olan verileri
karsilastirmak giigtiir. Bunun icin, iyonize radyasyon tipi (akut veya kronik), doz orani
veya uygulanan doz, tiir/varyete/cesit gibi fizyolojik parametreler, 1smmlama anindaki
gelisim asamasi, sonug olarak da bireyler arasi cevap varyasyonlari ¢aligmalar arasinda
timiyle farkli olabilir (Boyer vd., 2009; Kim vd., 2009).

Iyonize radyasyona maruz kalmis bitkilerde ¢ogu temel serbest radikallerin seviyesi
artar. Suyun radyolizi sonucu olusan ‘OH ¢ok kisa bir 6mre sahiptir ancak ¢ok aktiftir ve
hiicre 6liimiiniin yaninda hiicre hasarinin ¢esitli formlarindan sorumlu olabilir. H,O, gibi
diger ROT’lar sekonder reaksiyon ile olusurlar. Iyonize radyasyon gesitli daha uzun émre
sahip daha az aktif radikalleri de arttirir. Bu radikaller hiicreyi 6ldirmez ancak genetik
anormallikler olusturur (Koyama vd., 1998). ‘OH ve diger ROT’larin iiretimi veya fazla
uretimi, POD, APX, SOD ve GR gibi enzimlerin aktivitelerinin , fenolik madde, flavonoid
gibi sekonder metabolitlerinin miktarlarinin diizenlenmesi ile oksidatif strese karsi

savunma sistemi hemen tetiklenir (Esnault vd., 2010).

1.3.1. Iyonize Radyasyonun Bitkiler Uzerine Olan Biyolojik EtKisi

Biyolojik organizmalar iyonize radyasyona maruz kaldiklarinda, ilk enerji
sogurulmasi ve son biyolojik hasar arasinda bir seri basamak aktive olur. Dogrudan etki ile
su ve DNA gibi hedeflere etki eder. Primer etkisi ile bu hedeflerde uyarilma ve

iyonizasyona yol acar ve H,O" iyonize su molekiilleri ve H, ‘OH gibi ROT’lar olusur.
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Iyonize radyasyonun gectigi tiim yol boyunca bu iyonizasyon uyarilir. Bu uyarilma sonucu
zincir reaksiyonu ilerler ve sekonder reaksiyon sonucu sekonder reaktif oksijen tdrleri
uretilir. En 6nemli sekonder ROT’lar H,0; ve O, “dir (Esnault vd., 2010).

Hidroksil iyonu (‘OH) iyonize radyasyona maruz kalmis bitkilerde suyun radyolizi
ile olusur ve birgok hiicre hasarina yol agtig1 gibi hiicre dliimiine de neden olabilir. Iyonize
radyasyon daha az aktif ve daha uzun Omiirlii radikallerin miktarim1 da artirabilir. Bu
radikaller hiicreyi oldliirmez ancak genetik anormallikler olustururlar. OH ve diger
ROT’larin iiretimi ya da asir1 iiretimi antioksidan enzimlerinin (POX, SOD, APX, GR,
CAT gibi) aktivasyonunun diizenlenmesi ile oksidatif strese karsi savunma sistemini
harekete gecirir (Koyama vd., 1998). Iyonize radyasyona (1 kGy) maruz birakilmis kabak
(Cucurbita ficifolia L.) fidelerinde POD aktivitesinin arttig1 ve aksine H,O, miktarinin
azaldig rapor edilmistir (Wi vd., 2007). POD enziminin aktivitesindeki artma ayrica 10 Gy
iyonize radyasyon uygulanan sarimsakta (Allium sativum L.) (Croci vd., 1991; 1994),
yiiksek doz radyasyon (0,85 ve 1,98 kg™) uygulanan Saintpaulia petiollerinde (Warfield
vd., 1975) ve 900 Gy radyasyon uygulanan tatli patates disklerinde belirlenmistir (Ogawa
ve Uritani, 1970). SOD enzim aktivitesi degisimi 20-200 Gy iyonize radyasyon
uygulandiktan sonra Vigna radiata L., Nicotiana tabaccum L. ve Nicotiana debneyi L.
tirlerinde gozlenmistir (Roy vd., 2005; Wada vd., 1998). Kim ve arkadaslarmin (2005)
yaptiklar1 ¢alismada, Capsicum annuum L. bitkisine diisitk dozda iyonize radyasyon (2 ve
8 Gy) uygulanmasi ile bu bitkide APX ve SOD enzimlerinin aktivite seviyelerinin arttigini
ve GR enzim aktivitesinin azaldigini rapor etmislerdir.

Kazakistan gibi nukleer deneme alanlarinda yetisen bitkiler radyasyona uzun siire
maruz kalmaktadirlar. Bu durumdan dolayr bu alanda yetisen bitkilerin radyasyona karsi
hassasiyet diizeylerinin azaldig1 Zaka ve arkadaslarinin (2002) yaban tip Poaceae, Stipa
capillata L., ile yaptiklar1 ¢alismada gosterilmistir. Yapilan ¢alisma sonucu POD, CAT,
SOD ve G¢PDH (glukoz-6 fosfat dehidrogenaz) enzimlerinin aktiviteleri yeni bir iyonize
radyasyona maruz kalma durumunda daha guclu aktive edildikleri rapor edilmisti. Allium
cepa L.’ya yapilan ardisik iki 1simnlama durumunda, ikinci 1sinlama sonrasi kromozom
kiriklarinin sayisinin azaldigi tespit edilmistir (Cortes vd., 1990). Kuru tohumlara 8 Gy
iyonize radyasyon uygulanan Oryza sativa L. ile yapilan ¢alismalarda, iyonize radyasyon
uygulamasi sonrasi tohumlarin tuz stresine karsi daha direngli olduklar1 kaydedilmistir.

Iyonize radyasyon uygulamasi ile tohumlarin ¢imlenme kapasitelerinin arttigi1 ve SOD ve
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APX aktivitelerinin artmasi ile ¢imlenen tohumlarin tuz stresine karsi daha direncli
olduklar1 belirtilmistir (Beak vd., 2005).

Iyonize radyasyon ve serbest radikallerin ana hedefi DNA’dir. DNA’da tek ve gift
bant kiriklar1 olustururlar ve boylece DNA’da degisimlere yol agarlar. Ancak DNA tamir
mekanizmas1 ¢ok karmasik oldugundan tam olarak anlasilamamistir. Arabidopsis ile
yapilan ¢alismalarda, 100 Gy iyonize radyasyon uygulandiktan sonra bitkide 163 genin
uyarildigi, bu genlerin %17’sinin DNA metabolizmasi, kromozom yapisi ve hiicre dongiisii
kontrol noktasi, %11 inin ise transkripsiyon faktorleri ile ilgili oldugu ve diger genlerin ise
DNA tamiri ile ilgili oldugu ortaya konulmustur (Culligan vd., 2006).

Iyonize radyasyona maruz kalan bitkilerde meydana gelen fizyolojik
degisimler/belirtiler bircok arastirict tarafindan tanimlanmistir (Kim vd., 2004; 2005;
Kovacs ve Keresztes, 2002; Wi vd., 2005). Yiiksek veya diisiik doz iyonize radyasyona
maruz kalan bitkilerde en sik goriilen fizyolojik belirtiler ¢cimlenme inhibisyonu ya da
tesviki, fide biliylimesinin tesviki ya da baskilanmasidir (Kim vd., 2000; Wi vd., 2005).
Arabidopsis fideleri ile yapilan ¢alismalarda, bitkiye 1 veya 2 Gy iyonize radyasyon
uygulandiginda fidelerin kontrol grubuna gore daha fazla biyidigi, 50 Gy iyonize
radyasyon uygulanmasi durumunda ise biiylimenin belirgin sekilde azaldigi tespit

edilmistir (Wi vd., 2007).

1.4. Antioksidan Savunma Sistemi

Reaktif oksijen tdrleri (ROT)’nin Uretimi aerobik metabolizmanin kagimilmaz bir
sonucudur. ROT’lar elektron-transfer kimyasal reaksiyonunun bir sonucu olarak veya
yiiksek enerjiye maruz kalma sonucu molekiiler oksijenin adim adim indirgenmesi sonucu

olusan yiiksek reaktif tirtinlerdir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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Sekil 1.4. Iyonize radyasyonun neden oldugu oksidatif stres ile olusan primer (OH,
H) ve sekonder (H;O,, O,") serbest radikaller (Esnault vd., 2010’dan
degistirilerek)

ROT lar bitkilerde biiylime, gelisme ve savunma sisteminin anahtar diizenleyicileri
olmalarinin yan1 sira yiiksek seviyelerde bulunduklari zaman hiicrede toksisiteye neden
olan oksidatif hasara yol acarlar. (Mittler vd., 2004). Canli organizmalar hava kirliligi,
kuraklik, sicaklik, 151k yogunlugu gibi dogal sebeplerden ya da insan aktivitelerinden
dolay1 farkl: tiir streslere maruz kalirlar. Stres faktorlerinin genel etkisi bitki dokularindaki
reaktif oksijen turlerinin {retimini artirma potansiyelleridir (Arora vd., 2002). Stres
boyunca ROT’larin {iretiminin artmasi hiicre i¢in lipit peroksidasyonu, protein
oksidasyonu, niikleik asit hasari, enzimatik inhibisyon, programlanmis hiicre 6liimii (PCD)
yolunun aktivasyonu ve en sonunda hticre 6lumiine neden olacak bir tehdit olusturabilir
(Mittler, 2002; Pasqualine vd., 2003; Sharma ve Dubey 2005, 2007; Maheshwari ve Dubey
2009). ROT’lar stres cevabinda sinyal transdiiksiyon yolunda sekonder mesajci olarak
hizmet eden stresin hicresel indikatorleri olarak gorilurler (Mittler, 2002). ROT’larin
coklu foksiyonundan dolayi, herhangi bir oksidatif hasardan kaginmak ve ayni zamanda
onlart tamamen elimine etmemek i¢in hiicre ROT’larin seviyesini siki bir sekilde kontrol
etmek zorundadir. Asirt ROT’larin siipiiriilmesi veya zehirsizlestirilmesi enzimatik ve

enzimatik olmayan antioksidanlardan olusan bir etkin oksidatif sistem tarafindan
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gerceklestirilir. Askorbat (AsA), glutatyon (GSH), karotenoidler, tokoferoller ve fenolikler
hiicrede enzimatik olmayan antioksidanlar olarak islev yaparlar. Enzimatik antioksidanlar
askorbat peroksidaz (APX), monoaskorbat rediiktaz (MDHAR), dehidroaskorbat rediktaz
(DHAR) ve glutatyon rediktaz (GR) gibi askorbat-glutatyon (AsA-GSH) ddngusinin
enzimleri, superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve guaiakol peroksidaz (GPX)’1
icerir (Noctor ve Foyer, 1998). Stres kosullar1 altinda ROT’larin siipiiriilme ve iiretilmeleri
arasindaki denge endigse verici olsa da, antioksidanlarin seviyelerinin diizenlenmesi
olumsuz ¢evre kosullarina dayanmak igin 6nemli bir adaptif cevabi olusturur (Arora vd.,
2002; Noctor vd., 2002). Toksik ROT’larin siipiiriilmesi igin yiiksek antioksidan
kapasitenin korunmasi streslere karsi1 bitki toleransinin artmasi ile ilgili oldugu

belirtilmektedir (Agarwal ve Shaheen, 2007).

1.4.1. Antioksidan Enzim Sistemleri

Antioksidan savunma sisteminin enzimatik bilesenleri SOD, CAT, GR ve APX gibi
antioksidan enzimlerden olusur. Bu enzimler hiicre oksidatif strese maruz kaldig1 zaman

birbirleri ile uyum igerisinde strese karsi cevap olustururlar (Arora vd., 2002).

1.4.1.1. Superoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) Enzimi

SOD enzimi hiicrede ROT’lara karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Bu enzim
hicrenin kloroplast, mitokondri, peroksizom gibi ¢esitli bolmelerinden olusan (Alscher
vd., 2002) ve c¢ok reaktif olan O, ’ni O, ve H,0;’e notralize eder ve bu sireg
kendiliginden olan bir dismutasyon reaksiyonundan 10* kat daha hizli gergeklesir. Bundan
dolayr1 SOD’in oksidatif strese karst savunmada merkezi bir role sahip oldugu
diistiniilmektedir (Sharma vd., 2010). Bitkilerde Cu/Zn-SOD (sitozol, mitokondri ve
kloroplastlarda), Mn-SOD (mitokondri ve peroksizomlarda) ve Fe-SOD (kloroplastlarda)
olmak {tizere ti¢ farkli izoenzimi bulunur (Sharma vd., 2010; Arora vd., 2002).

SOD
2 0 + 2—pm— > H,0,+0,
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1.4.1.2. Guaiakol Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7) Enzimi

POD’lar bitkilerde yaygin olarak bulunan ve hem grubu igeren oksidaz grubu
enzimlerdir. Hidrojen Peroksit (H205)’i H,O ve O;’¢ doniistiiriirler. Hidrojen verici olarak
genellikle guaiakol kullanirlar ve bu peroksidazlar guaiakol peroksidaz (GPX) olarak
isimlendirilirler. GPX izoenzimleri vakuollerde, hicre c¢eperinde ve sitozolde
bulunmaktadir (Sharma, 2010). GPX hiicre ceperi lignifikasyondan, IAA bozunmasindan,
etilen biyosentezinden, yara iyilesmesinden ve patojenlere karsi savunmadan sorumludur
(Kobayashi vd., 1996). POD’lar ayni1 zamanda bitki hiicrelerinin antioksidatif cevabinda
6nemli bir role sahiplerdir (Siegel ve Siegel,1986).

POD
H,O0, +tAH, ———> 2H,0+A (4)

1.4.1.3. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enzimi

APX iki molekul askorbat kullanarak H,O,’i iki molekil monodehidroaskorbat
(MDHA) ve suya indirger. APX izoenzimleri sitozolde, stromada, tilakoid zarda,

mitokondride ve peroksizomlarda bulunur (Sharma vd., 2010).

APX
H,O0, + 2 AS—> 2 H,O + 2 MDHA

()

1.4.1.4. Glutatyon Redlktaz (GR; EC 1.6.4.2) Enzimi

GR elektron verici olarak NADPH’1 kullanarak yiikseltgenmis glutatyonun (GSSG)
indirgenmesi (GSH) reaksiyonunu Kkatalizleyen enzimlerdir (Creissen vd., 1994).
Antioksidan 6zelliginden dolayr GSH, hiicrenin antioksidan kapasitesinin devamlilig1 igin
onem teskil eder. GR, diger antioksidan enzimlerle birlikte H,O,’in supurilmesinde gorev

almakta ve oksidatif strese kars1 bitkinin dayanikliliginin artmasimi saglar (Sairam vd.,
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1997) NADPH’in kullanilmast sonucunda CO, fiksasyonu azaldigt zaman, GR
NADPH/NADP® oranmi ayarlamaya yardimci olmaktadir. Bu 6zelliginden dolayz,

ROT larin siipiiriilmesinde 6nemli rol oynadigi kaydedilmistir (Creissen vd., 1996).

GR
GSSG + NADPH + HY ———> 2 GSH + NADP* (6)

1.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistem

Askorbat, glutatyon, tokoferoller ve karotenoidler gibi iyi bilinen enzimatik olmayan
antioksidanlarin yan1 sira son ¢alismalar etkin antioksidanlar olarak fenolik asitler,
fenilpropanoidler ve flavonoidler gibi fenolik bilesiklerin etkin rolleri vurgulanmaya
baslanmistir (Sharma vd., 2010).

1.4.2.1. Fenolik Bilesikler

Sekonder metabolitler bitkilerde genis ve g¢esitli {irlin yelpazesinde iiretilen ve
bitkinin temel yasamsal islevleri ile dogrudan iliskisi olmayan, buna karsilik en az bitkinin
yasamsal islevleri ile dogrudan iliskili primer metabolitler (protein, lipit, karbonhidrat gibi)
kadar 6nemli olan bilesiklerdir (Dickschat, 2011). Sekonder metabolitler azot icerenler
(Alkoloidler, Proteinik yapida olmayan aminoasitler, Aminler, Siyanogenik glikozitler,
Glikosinolatlar, Alkamidler, Lektinler, Peptidler ve Polipeptidler) ve azot icermeyenler
(Terpenoidler (Monoterpenler, Sesquiterpenler, Diterpenler, Triterpenler, Steroidler,
Saponinler, Tetraterpenler), Fenolik Bilesikler (Flavonoidler, Taninler, Fenilpropanoidler,
Lignin, Kumarinler, Lignanlar) olmak tizere iki ana gruptan olusur. Fenolik
maddeler/bilesikler bitkilerde hem normal gelisim boyunca (Harborne, 1982; Pridham,
1960) hem de enfeksiyon, yaralanma ve radyasyon gibi stres kosullarinda sentezlenen
sekonder metabolitlerdir (Beckman, 2000; Nicholson ve Hammerschmidt, 1992).
Karakteristik 6zellikleri kimyasal yapilarinda bir veya daha fazla hidroksil grubu (-OH)
bagli olan en az bir aromatik halka (Cg) bulundurmalaridir (Sakihama vd., 2002). Bitki
fenolikleri genel olarak basit fenolikler, fenolik asitler, kumarinler, flavonoidler, stilbenler,

hidrolizlenebilir ve kondense taninler, lignanlar ve ligninlerden olusur. Bitkilerde
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fenolikler, fitoaleksin, tozlastiricilar igin ilgi cekici, antioksidan, UV 1sigina Kkarsi
koruyucu ajan olarak gorev yapar ayrica bitki pigmentasyonuna katkida bulunur.
Fenolikler gidalara acilik, burukluk, renk ve koku saglamanin yani sira besinlerin oksidatif
kararliligina katkida bulunurlar (Shahidi ve Naczk, 2004).

Fenoliklerin bitkilerin doku, hiicre ve hiicre alti yapilarindaki dagilisi tekdiize
degildir. Coziinmeyen fenolikler hiicre ¢eperinde bulunurken ¢ézlnebilir fenolikler hiicre
vakuollerinde bulunur (Pridham, 1960; Beckman, 2000; Towers, 1964; Wink, 1997).

Tahillarda fenolik asitler ve flavonoidler serbest ve bagli formlarda bulunur. Fenolik
asit ve flavonoidler tahillarda en yiiksek alevron tabakasinda bulunur ayrica embriyo ve
tohum kabugunda da bulunur (Shirley, 1998).

Arpa fenolikleri tirozin, tiramin ve onun turevlerini, fenolik asitleri, fenolik asit ester
ve glikozitlerini, antosiyaninleri, proantosiyaninleri, lignan ve lignin ile ilgili maddeleri
igerir (Briggs, 1978; Salomonsson vd., 1980; Yu vd., 2001). Fenolik asitler ¢ogunlukla
tanelerin dis tabakasinda (alevron, perikarp ve kabuk gibi) bulunur (Hernanz vd., 2001;

Nordkvist vd., 1984).

1.4.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler fenolik bilesiklerin genis bir alt grubudur. Simdiye kadar 6,500’den
fazla flavonoid tirevi tanimlanmistir. Hicre sitozolinde sentez edilirler. Son Urlnler
hidrofilik ise vakuollerde, lipofilik ise epidermal hiicrelerde biriktirilir veya kokler araciligi
ile dis ortama verilirler. Flavanoidlerin sentezindeki anahtar 6ncti maddeler fenilalanin ve
malonil-CoA’dir. Fenilalanin sikimat yolu ile, malonil-CoA ise trikarboksilik asit dongusu
(TCA) ile Uretilirler (Samanta vd., 2011).

Flavonoidler bitkinin yasamasi igin zorunlu degildir, ancak biyolojik olarak
aktiflerdir. Bitkileri gesitli biyotik ve abiyotik streslere kars1 korurlar ve bitki ve gevresi
arasindaki iligkiyi diizenlemede ©Onemli role sahiplerdir (Pourcel vd., 2007). Sinyal
molekilu olarak islev goriirler (Peer ve Murphy, 2006), fitoaleksinler, zehirsizlestirme
ajani, sporlar1 ¢imlendirmede tesvik edici, kuraklik direncini arttirici, UV-filtre edici,
tozlastiricilar1 tesvik edici ve allelokimyasal ajanlari olarak gorev yaparlar, tohum
cimlenmesinde 6nemli aktivitelere sahiptirler (Shirley, 1998; Samanta vd., 2011). Ayrica

bitki hormonu olan oksinin tasinmasinda da etkin role sahip olduklari rapor edilmistir

(Buer vd., 2010).
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Flavonoidlerin biyolojik etkileri onlarin kimyasal yapilarina baghdir. Kimyasal
yapilar1 onlarin C2 pozisyonundaki hidroksil grubuna C2=C3 ¢ift bagina, 4-karbonil
grubuna ve B halkasinin yapisal bigimine baglidir (Pietta, 2000). Flavonoidler kimyasal
yapilarina gore 1)Flavonoller (6rnegin kuersetin), 2)Flavanoller (6rnegin katesin) ve

3)Antosiyaninler olmak iizere ii¢ ana gruba ayrilir (Robards vd., 1999).

1.5. Antosiyaninler (Asn)

Dogal olarak meyve ve sebzelerde bulunan Asn’ler (Yunanca; antos=cicek,
kyanos=mavi) sikimik asit yoluyla flavonoidlerden tlrevlenirler ve flavonoidlerin ¢ok
genis ve yaygin bir grubunu olustururlar (Pazmifio-Durén vd., 2001). Sekil 1.6 genel bir
antosiyanin biyosentez yolunu gostermektedir.
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Uzim (Vitis vinifera), yaban mersini (Vaccinium sp.), misir (Zea mays) ve mor
lahana (Brassica oleracea var. Ruber) gibi meyve ve sebzelerin parlak kirmizi, mavi ve
mor renklerinden sorumludurlar. Renkler selatlanmis metal iyonlarinin varligina ve pH’a
baghidir. Suda ¢Ozunebilirler ve hiicre vakuollerinde biriktirilirler (Harborne ve Grayer,
1988). Diger flavonoidlerden farkli olarak asidik ¢ozeltilerde pozitif yiiklidirler (Mazza,
1995).

Antosiyanidinler oksijen igeren heterosiklik bir halka (C), bu halkaya baglh bir
aromatik halka (A) ve C halkasina karbon-karbon (C-C) bagiyla bagl iigiincii bir aromatik
halkadan (B) olusur. Bu yap1 aglikon formdur ve aglikon yapi seker eklentisi icerirse
glikon yap1 yani antosiyaninler meydana gelir. Simdiye kadar bes yiizden fazla antosiyanin
cesidi ve yirmi Ucgten fazla antosiyanidin ¢esidi rapor edilmistir (Kong vd., 2003;
Castafieda-Ovando vd., 2009) ancak antosiyanidinlerin yalnizca 6 tiirii (Dp, Pt, Cy, Pg, Pn,
Mv) bitkilerde yaygin olarak bulunur (Sekil 1.6 ve Tablo 1.1) (Clifford, 2000).

Sekil 1.6. Antosiyanidinlerin kimyasal yapisi (Hou vd., 2004)
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Tablo 1.1. Bitkilerde yaygin olarak bulunan alt1 antosiyanidin

Antosiyanidinler R R2
Delfinidin (Dp) OH OH
Petunidin (Pt) OCH3; H
Siyanidin (Cy) OH H

Pelargonidin (Pg) H H
Peonidin (Pn) OCH3; H
Malvidin (Mv) OCH3; OCH

Bu alt1 antosiyanidinlerin bitkilerdeki genel dagilimi; Cy %50, Dp %12, Pg %12,
Pn %12, Pt %7 ve Mv %7’dir. Dogada daha yaygin glikozit tiirevleri 3-monosid, 3-biosid
ve 3,5- ve 3,7-diglikozittir. 3-glikozit tiirevlerinin varhigi 3,5-diglikozit tirevlerinden 2,5
kat daha sik bulunur ve dogada en ¢ok bulunan antosiyanin Cy-3-glikozittir (Kong vd.,
2003).

Antosiyaninlerin yapilarindaki farkliliklar 1) aglikon iskeletinde bulunan hidroksil ve
metoksil eklentilerinin sayis1 ve pozisyonu 2) antosiyanidin iskeletine bagli seker
eklentilerinin pozisyonu ve sayist 3) bu gruplarin agilasyonu ile meydana gelmektedir
(Sekil 1.6 ve 1.7) (Lea, 1988).

Antosiyaninlerin kimyasal yapilar1 sayesinde bir¢ok aktif madde ile reaksiyona
girebilirler. Yapilan ¢esitli ¢alismalar antosiyaninlerin antioksidan &zelliklerini
dogrulamaktadir. Antosiyaninler fenolik yapilari sayesinde O,°, H,0O, ve OH' gibi
ROT’lar1 temizleyebilme yetenegine sahiplerdir (Wang ve Jiao, 2000). Ozellikle C
halkasindaki 3. karbon atomuna ve B halkasindaki 3' ve 4'. karbon atomlarina bagl
hidroksil gruplar1 sayesinde antioksidan o6zellik gosterirler. Ayrica C halkasinda bulunan
hidroksil gruplar1 sayesinde antosiyaninler selasyon saglarlar. Aromatik hidroksi asitlerin
seker eklentileri ile agilasyonu sayesinde antioksidan ozellikleri artmaktadir (Seeram ve
Nair, 2002). Antosiyaninler ile vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (askorbik asit) ve B-
karoten gibi yaygin olarak bilinen antioksidan bilesikler karsilastirildiginda
antosiyaninlerin daha yliksek antioksidan 6zellik gosterdikleri belirlenmistir (Kowalczyk

vd., 2003).
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1.6. Hordeum vulgare L. (Arpa)

Insan beslenmesinde ¢ok dnemli bir yere sahip olan tahil grubu arasinda yer alan
arpa neolitik donemden itibaren insan tarafindan Onemli bir besin kaynagi olarak
tiketilmigtir.  Ancak bugun daha ¢ok hayvan yemi ve Dbira yapiminda
kullanilmaktadir. Asya ve kuzey Afrika’daki bazi kiiltiirlerde arpanin gida sektoriindeki
yeri eski caglardan beri degismese de 1980°1i yillarda Avrupa ve Amerika’da besin
degerinin yeniden anlasilmasiyla gida sektoriinde tekrar yer almaya baglamistir. Bugin
diinyada ekimi yapilan arpanin % 65’i hayvan yemi olarak, % 33t maltlik olarak bira ve
viski yapimui ile biyodizel lretiminde, % 2’si de insan besini olarak gida endiistrisinde
kullanilmaktadir. Ulkemizde ise tiiketimin % 90’1 hayvan yemi olarak, kalan kism1 maltlik
olarak bira sanayinde ve gida endiistrisinde kullanilmaktadir (Baik ve Ullrich, 2008;
Schulte vd., 2009; Pourkheirandish ve Komatsuda, 2007; Forster vd., 2000; Cho ve Dreher,
2001).

Poaceae (Gramineae) familyasina ait olan arpa (129 milyon ton), diinyada ekimi
yapilan {riinler arasinda kuru madde iiretiminde misir (604 milyon ton), bugday (549
milyon ton), piring (424 milyon ton) ve soya fasulyesinden (175 milyon ton) sonra besinci
sirada bulunmakta ve seker kamisi (92 milyon ton), patates (60 milyon ton) ve dar1 (50
milyon ton) gibi pek ¢ok Onemli tarim iriiniinden 6nce gelmektedir (FAO, 2007).
Ulkemizde arpa (%26) bugdaydan (%67,5) sonra iiretimde ikinci sirada yer almaktadir ve
2008 verilerine gore yillik iiretimi yaklasik 6 milyon tondur (TUIK, 2008).

Hemen her kosula kolaylikla adapte olmakla beraber dondurucu soguk ve asiri
sicaklik arpanin yasami igin risk faktorleridir. Sicakligi 0°C’nin altina diismeyen ve 18-
20°C’nin tizerine ¢ikmayan, nispi nemi %70-80 olan yerler arpanin yetismesi i¢in gok
uygun yerlerdir. Arpa genis toprak cesitliligine de sahiptir ve diger bir serin iklim tahili
olan bugdaya gore kuru, tuzlu ve fakir topraklara daha toleranttir (Baik ve Ullrich, 2008;
Percival, 1921).

1.7. Ay1 Uziimii (Vaccinium myrtillus L.)

Vaccinium sp. Ericaceae familyasina ait bir bitki olup Tiirk¢ede “ay1 liziimii” olarak

bilinir (Gliner vd., 2012). Iliman iklimlere adapte olmus Vaccinium sp. bitkisinin meyveleri


http://tr.wikipedia.org/wiki/Neolitik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bira
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Afrika
http://tr.wikipedia.org/wiki/Biyodizel
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UzUmsidar. Tarkiye’de dogal olarak yetisen ay1 iiziimi trleri Vaccinium arctostaphylos,
Vaccinium myrtillus, Vaccinium uliginosum ve Vaccinium vitis-idea‘dir (Ciice vd., 2013).
Diinyada Bluberry olarak bilinen ay1 iizimii ilk olarak 1906 yilinda Amerika’da kiiltiire
almmistir (Celik vd., 2012) ve tibbi bitki olarak degerlendirilen ay1 {iziimiiniin ticari
tiretimine Tirkiye’de 2000’1i yillarda baslanmistir. Ay iiziimiiniin tiretimi 2009 verilerine
gore Tiirkiye’de 60 tona ulasmisken Diinya da toplam 311.959 tondur (Celik, 2008).

Antioksidan ve fenolik icerigi yiiksek oldugu bilinen ay1 iiziimiiniin kalp sagligini
koruma, mide ve bagirsak rahatsizliklarin1 giderme, romatizmal hastaliklar ile agiz ici
yaralarini iyilestirme, beyin fonksiyonlarini diizene sokma ve hafiza kayiplarini engelleme
gibi insan saglig1 agisindan bir¢ok faydasi oldugu bilinmektedir. Taze meyve ve sebzeler
arasinda antioksidan kapasitesi en yliksek meyvenin ay1 liziimii oldugu tespit edilmistir.
Yiiksek oranda fenolik bilesik icermekle beraber temel bilesenlerinin antosiyanin oldugu
bilinmektedir. Ay1 tizimii meyvelerinde renk maddelerinin birikmesi ile antioksidan
kapasitenin, fenolik madde ve antosiyanin miktarmin arttigit ve ayrica ayr {iiziimi
cesitlerinin antioksidan igerigi ile antosiyanin veya toplam fenolik madde miktar1 arasinda
lineer bir iligkinin oldugu saptanmistir (Celik vd., 2012).

Ay lizimii meyvelerinde en az bes farkli antosiyanidin bulunmaktadir. Tiirkiyede on
farkli populasyondan toplanmis ve tezimizde ham antosiyanin 6ziitii olarak kullandigimiz
Vaccinium myrtillus L. meyveleri delfinidin, siyanidin, petunidin, peonidin ve malvidin
antosiyanidinlerini icermektedir. Bahsedilen antosiyanidinlerin meyvelerdeki iceriklerine
bakildiginda en yiiksek miktarda siyanidin ve delfinidin antosiyanidinlerinin oldugu tespit

edilmistir (sirasiyla 879, 905, 379, 183 ve 306 mg/100g kuru agirlik) (Primetta vd., 2013)



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitki Materyalinin Saglanmasi ve Tohumlarin Cimlendirilmesi

Hordeum wvulgare L.’nin Erginel-90 c¢esidine ait tohumlar Eskisehir Anadolu
Tarimsal Arastirma Enstitlisi’nden ve Akhisar-98 ¢esidine ait tohumlar Ege Tarimsal
Aragtirma Enstitiisii’'nden temin edilmistir. Tohumlar 6ncelikle camasir suyu (%5 sodyum
hipoklorid) ile 15 dakika sterilize edildi ve saf su ile iyice yikandi. Daha sonra tohumlar
nemli iki kurutma kagidi arasinda petrilere yerlestirildi ve 22°C ve %70 nem igeren
kontrollii sartlarda ii¢ giin karanliga maruz birakilarak ¢imlenmeleri saglandi. Uciincii
gundn sonunda deney 5 parametreli olarak duzenlendi; I: Kontrol; 1I: 50 uM Asn; llI:
Iyonize radyasyon (10 Gy); IV: Iyonize radyasyon > 50 uM Asn; V: 50 UM Asn> Iyonize
radyasyon. Besinci giin sonunda morfolojik dl¢limler igin her bir ¢eside ait 30 6rnegin kok
ve slirglinlerin boylar1 dlgiilerek fotograflandi. Fotograflamanin ardindan 6rnekler kok ve

stirgiinleri ayr1 ayr1 olmak iizere hasat edilerek -80°C’de saklandi.

2.2. Ay1 Uziimii (Vaccinium myrtillus L.) Meyvelerinden Antosiyanin Ozitinin
Hazirlanmasi

Asn ekstreleri Giusti vd. (1999)’ye gore biraz degistirilerek yapildi. Vaccinium
myrtillus meyveleri sivi azot ile muameleden sonra havanda tohumlar zedelenmeden 30 ml
su ile homojenize edildi. Ozitler 7000 g’de 20 dk ve +4°C’de santrifiij edildi. Kati-faz
ekstraksiyonu C-18 Max minikolon (500 mg/3ml; GRACE) kullanilarak Giusti vd.
(1999)’ne gore yapildi. Asidik metanol ile elue edilen antosiyanin fraksiyonu rotary
evaporatorde metanolii su fazi kalana kadar uguruldu. Bu faz liyofilizatérde tamamen

kurutuldu ve kuru ornekler kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

2.3. Arpa Cesitlerinin Kok ve Siirgiinlerine Iyonize Radyasyon Uygulanmasi

Karanlikta ¢imlendirilen 4 giinliik arpa cesitlerinin 1)iyonize radyasyon (10 Gy), 2)
Iyonize radyasyon > 50 uM Asn, 3)50 pM Asn> Iyonize radyasyon gruplari, lineer
hizlandirict (LINAC) kullanilarak  (Trabzon Kanuni Egitim ve Arastirma Hastanesi,
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Radyasyon Onkolojisi) 10 Gy (285 MV/dk) dozunda iyonize radyasyona maruz

brrakilmistir.

2.4. lyonize Radyasyon ve Asn Uygulanan Arpa Cesitlerinin Kok ve
Surginlerinde Blytme Parametrelerinin Belirlenmesi

Besinci gilinlin sonunda ayr1 ayr1 ¢imlendirilmis olan arpa cesitlerinin her bir

parametresi i¢in 30’ar bitki 6rnegi segilerek kok ve siirgiin boylar 6l¢iilmiistiir.

2.5. lyonize Radyasyon ve Asn Uygulanan Arpa Cesitlerinin Kok ve
Surgulerinde Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.5.1. Enzim Oziitlerinin Hazirlanmasi

Arpa gesitlerinin kOk ve surginlerinden alinan 6rnekler sivi azot yardimiyla havanda
toz haline getirildi. %1 (w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP) ve 1 mM
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 7,0) ile homojenize
edildi. APX ekstraksiyonu igin 2 mM askorbat igeren tampon kullanildi. Elde edilen &ziit
+4°C’de 20.000 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olusan {ist kistm enzim

aktivitelerinin 6l¢tlmesinde kullanildi.

2.5.2. Protein Miktarinin Belirlenmesi

2.5.2.1. Protein Oziitiiniin Hazirlanmasi

Akhisar ve Erginel arpa gesitlerinin kok ve siirgiinlerinden 0,5 g alinarak 4 ml
fosfat tamponu (pH 7) ile homojenize edildi. Homojenat +4 °C 10000 rpm’de 15 dk.
santrifuj edildi. Bu islemlerden sonra elde edilen siipernatant protein miktari tayini i¢in

kullanildi.
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2.5.2.2. Cozunebilir Protein Tayini

(Coziinebilir protein tayini Bradford (1976) metoduyla yapildi. Protein tayini igin
100 ml’ sine 0,01 pg protein ihtiva eden standart BSA (Bovin Serum Albumin)
cozeltisinden tiplere 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4 ve 1,6 ml alindi. 0,05 M fosfat
tamponu ile tim tdplerin hacmi 2 ml’ye tamamlandi. Tipler vorteksle karistirildi. Daha
sonra 595 nm’de kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 2 ml tampon ve 1,5 ml
boya cozeltisi kullanildi. 595 nm’de okunan absorbanslara karsilik gelen pg protein

degerleri belirlendi.

Numunedeki ¢6ziinebilir protein miktarin1 belirlemek i¢in hazirlanan protein
Oziitiinden 0,1 ml alinarak iizerine 0,05 M fosfat tamponu ilave edildi ve 1,5 ml Coomassie
reaktifi kullanilarak vortekste karistirildi. Daha sonra 595 nm’ de spektrofotometrede

absorbanslar1 6lciildii. Numunedeki protein miktarlart mg protein/g taze agirlik olarak

ifade edildi.

2.5.3. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) metodunun Dhindsa ve Matowe
(1981) tarafindan gelistirilen yontem ile belirlendi. Aktivite indikator olarak kullanilan
nitro blue tetrazolium (NBT)’ un siperoksit radikalleri ile mavi renkli bir formazona
indirgenmesi reaksiyonun SOD enzimi tarafindan engellenmesinin olgiilmesiyle tayin
edildi. Bu reaksiyonun %50’sinin inhibisyonuna uygun slipernatant hacmi 1 enzim Unitesi
olarak kabul edildi.

Aktivite tayini icin 50 mM fosfat tamponu (pH 7), 0,1 mM EDTA, 13 mM metionin,
75 uM NBT ve 2 uM riboflavin igeren karigima 50 pl enzim 6ziitli 3ml’lik kiivete ilave
edildi. Riboflavin en son koyuldu ve kiivet 16 W lamba altina yerlestirilerek reaksiyon
baslatildi. Isik kaynagi 15 dakika sonra uzaklastirilarak reaksiyon sonlandirildi. Olusan
reaksiyon Urlini 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lctldi. SOD aktivitesi enzim

Oziitlindeki 1 mg protein basina tinite enzim olarak ifade edildi.
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2.5.4. Peroksidaz Aktivitesinin (POD) Belirlenmesi

Guaiakol bagimli peroksidaz aktivitesi Mika ve Luthje (2003)’nin yontemine gore
belirlendi. Enzim aktivitesi, 25 mM sodyum asetat (pH 5,0) tamponu, 10 mM guaiakol ve
10 mM H;,0; igeren 1 ml’lik reaksiyon karistminin 470 nm’de 1 dk siire ile absorbanstaki
artigin kaydedilmesiyle belirlendi. Aktivite sonuglar1, 26,6 mM™ cm-* epsilon katsayismim
kullanilmasiyla hesapland1 ve spesifik enzim aktivitesi mg protein basina dakikada

tilketilen pmol mL™ H,0, olarak ifade edildi.

2.5.5. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Belirlenmesi

APX aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981)’ya goére yapildi. Reaksiyon
karisim1 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,0), 250 uM askorbat, 5 mM H,0O, ve enzim
Oziitinden ibarettir. Askorbatin oksidasyonu ile beraber 290 nm’de 3 dk boyunca
absorbansta meydana gelen diisiis izlenmektedir. 1 iinite APX aktivitesi, dakikada okside
olan 1 mmol mL™ askorbat olarak ifade edildi. Sonuglar mg protein basina enzim iinitesi

olarak verilmistir.

2.5.6. Glutatyon Rediktaz (GR) Aktivitesinin Belirlenmesi

GR aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976) nin metoduna gére 340 nm’de absorbanstaki
diisiisiin kaydedilmesi ile belirlendi. Enzim aktivitesi tayini i¢in 50 mM NADPH, 0,5 mM
EDTA ve enzim 0ziitii igeren reaksiyon karisimindaki GSSG miktarindaki azalmanin 3 dk.
stire ile dlctilmesi sonucu belirlendi. Enzim aktivitesi, dakikada indirgenen 1 mmol mL™
GSSG miktar1 olarak ifade edildi. Sonuglar mg protein basina enzim iinitesi olarak

verilmigtir.
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2.6. Iyonize Radyasyon ve Antosiyanin Uygulanan Arpa Cesitlerinin Kok ve
Sudrgunlerinde Toplam Fenolik Madde (TFM), Toplam Flavonoid ve
Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

2.6.1. Toplam Fenolik Madde, Toplam Flavonoeid Bilesikleri ve Antioksidan
Aktivitenin (DPPH) Belirlenmesi I¢in Oziitlerin Hazirlanmasi

1 gram yas 6rnek %80 metanol igerisinde 5 dk kaynatildi. Ornekler havanda ezilerek
homojen hale getirildi ve 10.000 g’de 15 dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij

sonunda st kisimlar alindi1 ve 6rnekler 6lglim yapilana kadar -20°C’de saklandi.

2.6.2. Toplam Fenolik Madde (TFM) I¢eriginin Belirlenmesi

Toplam fenolik madde (TFM) igerigi Slinkard and Singleton (1977) metodunun
modifiye edilmesi ile Folin-Ciocalteu (FC) reaktifi kullanilarak belirlendi. 500 pl 6rnek
uzerine 500 pl saf su, 100 pl FC ve 2 ml sodyum karbonat (Na,CO3) eklendi ve hazirlanan
karisim UV spektrofotometrede 750 nm’de Olcildi ve toplam fenolik madde 100 gr
meyvedeki mg gallik asit olarak ifade edildi.

2.6.3. Toplam Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Toplam flavonoid icerik Huang vd. (2004) metodunun modifiye edilmesi ile
belirlendi. 500 ul 6rnek Uzerine 500 ul %2’lik AICI; eklendi. Karisim 415 nm’de 6lguld.
Toplam flavonoid 100 gr meyvede mg kuersetin olarak ifade edildi.

2.6.4. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Temizleme Aktivitesinin
Belirlenmesi

DPPH radikal temizleme aktivitesi Blois (1958)’in metoduna gore belirlendi. 500 pl
ornek tlizerine saf metanol ile taze olarak hazirlanmis 1 ml DPPH eklendi ve karigim yarim
saat karanlikta bekletildi. Reaksiyon karigimi 520 nm’de 6lgiildii ve icerik pmol/g Trolox
olarak ifade edildi.
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2.7. Hidrojen Peroksit (H,0O;) Miktarin Belirlenmesi

H,0; igeriginin belirlenmesi Liu vd. (2000)’nun metoduna gore yapilmistir. 1’er
gram yas Ornek %5 trikloroasetik asit igerisinde homojenize edildikten sonra 10.000 g’de
+4°C’de santrifuj edildi. 1 ml 6zt Gzerine 0.5 ml %0.1 TiCl, ilave edildi ve 410 nm’de

reaksiyon karisiminin absorbans degeri 6l¢iildii. Sonuglar umol/g H,O; olarak ifade edildi.

2.8. istatistiksel Analizler

Biitiin denemeler 3 tekerriirlii olarak gerceklestirildi. Analizlerin sonucunda elde
edilen veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows 10.0) paket
programi igerisinde yer alan Tek-YOnll Varyans Analizi (One-way ANOVA) ile analiz
edilerek, Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile ortalamalar arasindaki farklar P<0,005

6nemli olarak tespit edilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Iyonize Radyasyon ve Asn Uygulanan Arpa Cesitlerinin Kok ve Siirgin
Uzunluklarmma Ait Blylme Parametreleri

Iyonize radyasyon (10 Gy) ve Asn (50 puM) uygulamalarina maruz birakilmis
Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa c¢esitlerinin kok ve slirgiin uzunluklar1 Sekil 3.1 ve Sekil
3.2’de gosterilmistir. Arpa gesitlerinin bu uygulamalara ait morfolojik goriiniimleri Sekil

3.3 ve Sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.1. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa cesitlerinin KOk
uzunluklarma olan etkisi. Her deger ortalama + standart hata olarak
gosterildi (P<0,05; n=3)
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Sekil 3.2. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarinin arpa cesitlerinin sirgin
uzunluklarina olan etkisi. Her deger ortalama + standart hata olarak
gosterildi (P<0,05; n=3)

Her iki arpa ¢esidi iyonize radyasyona maruz birakildiginda, Akhisar-98 cesidinde
kok ve slirgiin uzunluklarinda istatistiksel olarak Onemli (P<0,05) derecede azalma
belirlenmistir. Akhisar ¢esidinin kok uzunlugunda kontrol grubuna gore %31 (9,8 cm > 6,8
cm) ve siirgiin uzunlugunda ise %18 (6,1 cm > 5,1 cm) oraninda bir azalma kaydedilirken
Erginel ¢esidinin kok ve siirgiin uzunluklarinda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli (P<0,05) azalma kaydedilmemistir (kontrol grubuna gore kok uzunlugunda %4 ve
stirgiin uzunlugunda %1 azalma). Elde edilen bu sonuglar (Sekil 3.1 ve 3.2), koklerin 10
Gy dozundaki iyonize radyasyondan sirginlere oranla daha fazla etkilendigini
gostermistir.

Iyonize radyasyon sonras1 Asn uygulamalarinda (10 Gy>Asn) her iki arpa ¢esidinin
kok ve siirgiin uzunluklarinda 6nemli (P<0,05) degisimler belirlendi. Elde edilen verilere
gore Akhisar ¢esidinin kok ve siirgiin uzunluklarinda sirasiyla %34 (9,8 cm > 13,1 cm) ve
%29 (6,1 cm > 7,9 cm), Erginel ¢esidinin kok ve siirglin uzunluklarinda sirasiyla %26 (8,7
cm > 10,9 cm) ve %17 (7,5 cm > 8,7) oraninda artma kaydedilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2).

Asn 6n muamelesinde (Asn>10 Gy) ise kontrol grubuna gore Akhisar ¢esidinin kok
uzunlugunda %27 (12,4 cm) ve Erginel g¢esidinin kok uzunlugunda %8 (9,4 cm) artis
belirlendi. Ancak her iki ¢esidin siirgiin uzunluklarinda kontrol gruplarina gore istatistiksel

olarak 6nemli bir fark (P<0,05) bulunmamustir (Sekil 3.1 ve 3.2).



33

Sekil 3.3. Akhisar arpa ¢esidine ait morfolojik goriiniim. Sekiller soldan
saga:1) Kontrol, 2) Asn, 3) 10 Gy, 4) 10 Gy>Asn, 5) Asn>10
Gy. Olgek =5 cm,

Sekil 3.4. Erginel arpa c¢esidine ait morfolojik goriinim. Sekiller
soldan saga: 1) Kontrol, 2) Asn, 3) 10 Gy, 4) 10 Gy>Asn,
5) Asn>10 Gy. Olgek =5 cm.
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3.2. Iyonize Radyasyon ve Asn Uygulanan Arpa Cesitlerine Ait Antioksidan
Enzim Aktiviteleri

3.2.1. iyonize Radyasyon ve Asn Uygulamalarmn Guaiakol Peroksidaz (POD)
Enzimi Aktivitesine Etkisi

Iyonize radyasyon (10 Gy) ve Asn (50 pM) uygulamalarina maruz birakilmis
Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa ¢esitlerinin kok ve surglnlerindeki POD enzim
aktivitesindeki degisimler Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da verilmistir.

Her iki arpa ¢esidinin kok ve siirgiinlerinde iyonize radyasyon uygulamasi ile POD
enzimi aktivitesinde kontrol grubuna gore belirgin derecede azalma tespit edilmistir.
Akhisar’in kok ve siirgiinlerinde sirastyla %48 (177 U/mg protein > 92 U/mg protein) ve
%47 (180 U/mg protein > 95 U/mg protein), Erginel’in kok ve siirgiinlerinde sirasiyla %26
(235 U/mg protein > 174 U/mg protein) ve %14 (102 U/mg protein > 88 U/mg protein)
oraninda azalma kaydedildi. Erginel’in kok ve sirginlerindeki POD enzimi aktivitesi
Akhisar’a gore daha fazla bulunmus olup iyonize radyasyon uygulamasindan daha az
etkilenmistir.

Asn 6n muamelesinde (Asn>10 Gy) Akhisar ¢esidinin siirgiin ve koklerindeki POD
enzimi aktivitesinde kontrol grubuna (sirasiyla 180 U/mg protein ve 177 U/mg protein)
gore azalma (sirasiyla 118 U/mg protein ve 136 U/mg protein) belirlenirken, Erginel
strgtinleri POD enzimi aktivitesinde Akhisar’dan farkli olarak kontrol grubuna (102 U/mg
protein) gore %7 (110 U/mg protein) oraninda artma belirlenmistir. Ancak Erginel
koklerindeki POD enzimi aktivitesinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
(P<0,05) bir fark belirlenememistir (Sekil 3.5 ve 3.6).

Iyonize radyasyon sonrast Asn uygulamalarinda (10 Gy>Asn) her iki arpa ¢esidinin
koklerinde POD enzimi aktivitesinde 6nemli artis (Akhisar icin %51 ve Erginel icin %20)
belirlenmistir. Akhisar ¢esidinin siirgiinlerindeki aktivite koklerdeki aktivitenin aksine
%12 azalma gosterirken Erginel cesidinin siirgiinlerindeki POD enzimi aktivitesindeki

artma kontrol grubuna gére %19 olarak kaydedilmistir (Sekil 3.5 ve 3.6).
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Sekil 3.5 Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa gesitlerinin koklerindeki
POD enzim aktivitesine etkisi. Her deger ortalama + standart hata olarak
gosterildi (P<0,05; n=3)
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Sekil 3.6. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa ¢esitlerinin
strgunlerindeki POD enzimi aktivitesine etkisi. Her deger ortalama +
standart hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3)

3.2.2. iyonize Radyasyon ve Asn Uygulamalarinin Stiperoksit Dismutaz (SOD)
Enzimi Aktivitesine EtKkisi

Iyonize radyasyon (10 Gy) ve Asn (50 puM) uygulamalarma maruz birakilmis
Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa c¢esitlerinin kdk ve siirgiinlerindeki SOD enzim
aktivitesindeki degisimler Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de verilmistir.
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Akhisar arpa ¢esidinin koklerinin SOD aktivitesinde iyonize radyasyon uygulamasi
ile (10 Gy) kontrol grubuna gore U¢ katindan daha fazla artis (0,63 U/mg protein > 1,96
U/mg protein) belirlendi. Akhisar g¢esidinin koklerinde ise antosiyanin 6n muamelesi ile
%56 (0,98 U/mg protein) ve iyonize radyasyon sonrasi antosiyanin uygulamasi ile %40
(0,88 U/mg protein) aktivite artis1 kaydedilmistir. Erginel ¢esidi koklerinde SOD aktivitesi
Akhisar gesidi koklerine gore iyonize radyasyon uygulamasindan daha az etkilenmis ve
SOD aktivitesinde %25 artis tespit edilmistir (1,2 U/mg protein > 1,5 U/mg protein).
Erginel koklerinin SOD aktivitesinde antosiyanin 6n muamelesi ve radyasyon sonrasi
antosiyanin uygulamalar1 ile kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli (P<0,05)
artma belirlenmistir (sirasiyla %15 ve %25) (Sekil 3.7).

Erginel arpa ¢esidi surgunlerinin SOD aktivitesi Asn 6n muamelesi ve iyonize
radyasyon sonrast Asn uygulamasi ile koklerin aktivitesinden farkli degisimler
gostermigstir. Siirglinlerdeki aktivitede sirasiyla %11 ( 0,8 U/mg protein > 0,7 U/mg
protein) ve %16 (0,8 U/mg protein > 0,67 U/mg protein) azalma kaydedilmistir. Iyonize
radyasyon uygulamasinda ise Erginel cesidine ait siirginlerde SOD aktivitesinde
koklerinkine benzer bir artisg (0,17 U/mg protein artis) tespit edilmistir. Akhisar ¢esidinin
stirgiinlerinin SOD aktivitesinde iyonize radyasyon uygulamasi ile %36 (0,26 U/mg
protein artig) artis belirlenirken iyonize radyasyon sonrasi Asn uygulamasi ile %11 (0,08
U/mg protein azalma) azalma belirlenmistir. SOD aktivitesi Asn 6én muamelesi ile Akhisar
¢esidine ait siirglinlerde kontrol grubuna gore %11 (0,07 U/mg protein artig) artis

gostermistir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa cesitlerinin koklerindeki
SOD enzim aktivitesine etkisi. Her deger ortalama + standart hata olarak
gosterildi (P<0,05; n=3)
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Sekil 3.8. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa ¢esitlerinin
strgunlerindeki SOD enzim aktivitesine etkisi. Her deger ortalama +
standart hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3)

3.2.3. Iyonize Radyasyon ve Asn Uygulamalarinin Glutatyon Rediiktaz (GR)
Enzimi Aktivitesine Etkisi

Iyonize radyasyon (10 Gy) ve Asn (50 pM) uygulamalarina maruz birakilmis
Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa c¢esitlerinin kok ve siirgiinlerindeki GR enzim
aktivitesindeki degisimler Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da verilmistir.
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Erginel ¢esidine ait siirgiinlerde iyonize radyasyon uygulamasi ile GR enzim
aktivitesinin kontrol grubuna goére %34 (1,46 U/mg protein > 1,96 U/mg protein) arttigi,
ancak iyonize radyasyon sonrasi Asn uygulamasinda ise %10 (0,14 U/mg protein’lik
azalma) azaldig1 kaydedilmistir. Iyonize radyasyon oncesi Asn uygulanan grupta ise GR
enzim  aktivitesinin kontrol grubuna goére %8 (0,11 U/mg protein’lik artig) arttigi
kaydedilmistir. Akhisar arpa ¢esidinin siirgiinlerinde ise Asn uygulanmayan radyasyon
grubunda GR aktivitesi kontrole gore %45 (1,32 U/mg protein > 1,88 U/mg protein),
iyonize radyasyon Oncesi Asn uygulanan grupta ise %27 (0,36 U/mg protein’lik artis)
arttig1 belirlenmistir. Iyonize radyasyon sonras1 Asn uygulanan grupta aktivite Erginel’den
farkl1 olarak %10 (0,13 U/mg protein’lik artis) arttigi tespit edilmistir (Sekil 3.10).

Cimlenen Akhisar arpa ¢esidinin koOklerinde iyonize radyasyon uygulamasi
sonrasinda GR aktivitesi kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat (2,29 U/mg protein > 4,44
U/mg protein) , Erginel ¢esidinde ise %18 (2,88 U/mg protein > 3,39 U/mg protein)
artmistir. GR aktivitesi Asn>10 Gy grubunda Akhisar’da %60 (1,45 U/mg protein’lik
azalma) azalirken, 10 Gy>Asn grubunda %21 (0,48 U/mg protein’lik artig) artmistir.
Erginel koklerinde ise iyonize radyasyon éncesi ve sonrast Asn uygulanan gruplarda GR
aktivitesinde kontrol grubuna goére istatistiksel olarak o6nemli bir fark (P<0,05)

bulunmamaistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarinin arpa gesitlerinin koklerindeki
GR enzim aktivitesine etkisi. Her deger ortalama + standart hata olarak
gosterildi (P<0,05; n=3)
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3.10. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmm arpa ¢esitlerinin
stirgunlerindeki GR enzim aktivitesine etkisi. Her deger ortalama +
standart hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3)

3.2.4. Iyonize Radyasyon ve Asn Uygulamalarimin Askorbat Peroksidaz (APX)
Enzimi Aktivitesine Etkisi

Iyonize radyasyon (10 Gy) ve Asn (50 puM) uygulamalarma maruz birakilmis
Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa ¢esitlerinin kok ve siirglinlerindeki APX enzim
aktivitesindeki degisimler Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de gosterilmistir.

APX enzim aktivitesi, Akhisar c¢esidine ait koklerde iyonize radyasyon uygulamasi
ile kontrole gore %57 (56,8 U/mg protein > 89,3 U/mg protein) artis ve Erginel ¢esidi
koklerinde %16 (53,5 U/mg protein > 61,8 U/mg protein) artis belirlenmistir. Asn>10 Gy
grubunda APX aktivitesi Akhisar ¢esidine ait koklerde %14 (7,8 U/mg protein’lik artma)
ve Erginel ¢esidi koklerinde ise %6 (3 U/mg protein’lik artma) artmistir. 10 Gy>Asn
grubunda ise Akhisar ¢esidinde %8 (4,3 U/mg protein’lik artma) artis bulunurken, Erginel
¢esidinde ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemli bir fark (P<0,05)
bulunamamistir (Sekil 3.11).

Erginel ve Akhisar arpa gesitlerinin surglnlerinde APX aktivitesinde iyonize
radyasyon uygulamasi ile sirasiyla %20 (49,6 U/mg protein > 59,6 U/mg protein) ve %30
(50,4 U/mg protein > 65,4 U/mg protein) artis kaydedildi. Ancak her iki arpa ¢esidinin
iyonize radyasyon Oncesi ve sonrasi Asn uygulanan gruplarinda, Asn’nin APX aktivitesine
etkisinin ¢ok diisiik oldugu belirlendi ve istatistiksel olarak 6nemli bir fark (P<0,05)
kaydedilmedi.
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Sekil 3.11. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa cesitlerinin koklerindeki
APX enzim aktivitesine etkisi. Her deger ortalama + standart hata olarak
gosterildi (P<0,05; n=3)
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Sekil 3.12. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmm arpa ¢esitlerinin
stirgunlerindeki APX enzim aktivitesine etkisi. Her deger ortalama +
standart hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3)

3.3. Iyonize Radyasyon ve Asn Uygulamalarinin Arpa Cesitlerinin Kok ve
Surgunlerinde Bulunan Hidrojen Peroksit (H,O;) Miktarina Etkisi

Iyonize radyasyon (10 Gy) ve Asn (50 pM) uygulamalarina maruz birakilmis
Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa gesitlerinin kok ve strgiinlerinde bulunan hidrojen peroksit

miktarindaki degisimler Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’te verilmistir.
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Yapilan bu ¢alismada iyonize radyasyon uygulamasinin her iki arpa ¢esidinin kok ve
stirgiinlerindeki hidrojen peroksit miktarin1 arttirdig1 ancak iyonize radyasyon oOncesi ve
sonrasi uygulanan Asn iyonize radyasyon etkisi ile artan hidrojen peroksit miktarini
azalttigr  belirlenmistir. Iyonize radyasyon ©ncesi ve sonrasi uygulanan Asn
karsilastirildiginda iyonize radyasyon sonrasi uygulanan Asn’in hidrojen peroksit miktarini
azaltmada iyonize radyasyon 6ncesi uygulanan Asn’den daha etkili oldugu kaydedildi.

Akhisar ve Erginel arpa ¢esitlerinin koklerindeki H,O, miktarina bakildiginda, Asn
uygulanmayan gruplarda iyonize radyasyon uygulamasinin H,O; miktarmi kontrol
grubuna gore sirasiyla %39 (752 nmol/g > 1047 nmol/g) ve %10 (754 nmol/g > 832
nmol/g) arttirdig1 kaydedilmistir. Iyonize radyasyon sonrast Asn uygulanmasi ile H,O;
miktar1 kontrole gore Akhisar’da %23 (170 nmol/g azalma) ve Erginel’de ise %20 (150
nmol/g azalma) azalmistir. Iyonize radyasyon 6ncesi Asn uygulanan gruplarda ise miktar
Akhisar’da %6 (43 nmol/g azalma) azalmistir. Erginel’de bu gruptaki H,O, miktarinda
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark (P<0,05) bulunmamistir. Ancak Asn
uygulanmayan radyasyon grubu ile karsilastirildiginda Asn>10 Gy grubundaki H,O,
miktar1 %10 azalmistir (Sekil 3.13).

Erginel arpa ¢esidinin sirginlerinde H,O, miktari, kontrol grubuna gore yalniz
iyonize radyasyon uygulamasi ile %17 (980 nmol/g > 1142 nmol/g) artarken Asn>10 Gy
grubunda %6 (62 nmol/g artig) artmistir. Ancak bu grupta H;O, miktart Asn
uygulanmayan iyonize radyasyon grubuna gore %9 daha azdir. Iyonize radyasyon sonrasi
Asn uygulanan grupta ise kontrole gore %6 (57 nmol/g azalma) azalma kaydedildi.
Akhisar strgunlerinde H,O, miktar1 kontrol grubuna gére Asn>10 Gy ve 10 Gy>Asn
gruplarinda sirasiyla %14 (1176 nmol/g > 1014 nmol/g) ve %24 (286 nmol/g azalma)
azalirken Asn uygulanmayan iyonize radyasyon grubunda %25 (276 nmol/g artis)
artmistir (Sekil 3,14).
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Sekil 3.13. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa cesitlerinin koklerindeki
H,0, miktarina etkisi. Her deger ortalama + standart hata olarak
gosterildi (P<0,05; n=3). TA; Taze Agirlik
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Sekil 3.14. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarinin arpa ¢esitlerinin
strgunlerindeki H,O, miktarina etkisi. Her deger ortalama +
standart hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3). TA: Taze Agirlik

3.4. Iyonize Radyasyon ve Asn Uygulamalarinin Arpa Cesitlerinin Kok ve
Surgunlerinde Bulunan Toplam Fenolik Madde (TFM) Miktar1 Uzerine

Etkisi
Sekil 3.15 ve Sekil 3.16’da iyonize radyasyon (10 Gy) ve Asn (50 pM)
uygulamalarina maruz birakilmis Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa gesitlerinin kok ve

strgunlerindeki TFM miktarindaki degisimler gosterilmektedir.
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Akhisar ve Erginel arpa c¢esitlerinink TFM miktar1 karsilastirildiginda Erginel
¢esidinin koklerindeki TFM miktar1 Akhisar ¢esidinin koklerindeki TFM miktarina oranla
daha yiksek bulundu. Caligmamizda iyonize radyasyonun her iki arpa ¢esidinin
koklerindeki TFM miktarinin istatistiksel olarak énemli (P<0,05) derecede artisina sebep
oldugu tespit edilmistir (Akhisar ve Erginel sirasiyla 10,2 mg/100 g ve 10,6 mg/100g TA).
Miktar ¢imlenen Akhisar ve Erginel arpa ¢esitlerinin 10 Gy>Asn grubunda sirasiyla %21
ve %12 (76 mg/100 g > 86,2 mg/100 g ve 90 mg/100 g > 100,4 mg/100 g) , Asn>10 Gy
grubunda sirasiyla %20 ve %21 (kontrole gore 15,5 mg/100 g ve 19,2 mg/100 g artis)
artmistir (Sekil 3.15).

Yalniz iyonize radyasyon uygulanan gruplarda TFM miktarda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemli (P<0,05) bir degisim kaydedilmedi. TFM miktar1 Akhisar ve
Erginel gesidine ait siirgiinlerde Asn>10 Gy grubunda sirasiyla %14 (5,5 mg/100 g artis)
ve %9 (3,7 mg/100 g artis), 10 Gy>Asn grubunda ise sirasiyla %34 (13,2 mg/100 g artis)
%35 (14,6 mg/100 g artis) artis tespit edilmistir (Sekil 3.16).
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Sekil 3.15. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarinin arpa cesitlerinin koklerindeki
TFM miktarma etkisi. Her deger ortalama =+ standart hata olarak
gosterildi (P<0,05; n=3). TA: Taze Agirlik
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Sekil 3.16. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa ¢esitlerinin
strginlerindeki TFM miktarina etkisi. Her deger ortalama =+ standart
hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3)

3.5. Iyonize Radyasyon ve Asn Uygulamalarmin Arpa Cesitlerinin Kok ve
Surgunlerinde Bulunan Flavonoid Miktar1 Uzerine Etkisi

Iyonize radyasyon (10 Gy) ve Asn (50 pM) uygulamalarina maruz birakilmis
Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa cesitlerinin kdk ve sirginlerine ait toplam flavonoid
miktarindaki degisimler Sekil 3.17 ve Sekil 3.18de verilmistir.

Her iki arpa gesidinin surglnlerine ait toplam flavonoid miktar1 koklerde bulunan
miktar ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Akhisar ¢esidinin
kokleri iyonize radyasyon uygulamasindan Erginel cesidinin koklerinden daha fazla
etkilenmis ve flavonoid miktarinin koklerde kontrol grubuna gore sirasiyla %34 (2,1
mg/100 g > 2,9 mg/100 g) ve %12 (2,4 mg/100 g > 2,7 mg/100 g) arttig1 kaydedilmistir.
Iyonize radyasyon 6ncesi ve sonrast Asn uygulanan gruplarda flavonoid miktar: Akhisar
cesidi koklerinde sirasiyla %31 ve %51 (0,65 mg/100 g ve 1,09 mg/100 g artis), Erginel
cesidi koklerinde ise sirasiyla %18 ve %43 (0,43 mg/100 g ve 1,05 mg/100 g artis) arttigi
belirlenmistir (Sekil 3.17).

Akhisar ve Erginel arpa gesitlerinin siirgiinlerindeki toplam flavonoid miktar1 10 Gy
iyonize radyasyon uygulamasi ile kontrol grubuna gore sirasiyla %62 (7,9 mg/100 g >
12,78 mg/100 g) ve %19 (10,38 mg/100 g > 12,4 mg/100 g) artmistir. Akhisar ¢esidinde
toplam flavanoid miktarinda kontrol grubuna gore iyonize radyasyon o©ncesi Asn
uygulanan grupta %36 (2,8 mg/100 g artig) ve iyonize radyasyon sonrasi Asn uygulanan
grupta ise %28 (2,24 mg/100 g artis) artis kaydedilmistir. Erginel’de ise miktarin ayni
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gruplarda sirasiyla %28 ve %50 (2,91 mg/100 g ve 514 mg/100 g artis) arttigi
belirlenmistir (Sekil 3.18).
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Sekil 3.17. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa cesitlerinin koklerindeki
toplam flavanoid miktarina etkisi. Her deger ortalama + standart hata
olarak gosterildi (P<0,05; n=3)
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Sekil 3.18. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa ¢esitlerinin
siirgiinlerindeki toplam flavonoid miktarina etkisi. Her deger
ortalama + standart hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3)
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3.6. Iyonize Radyasyon ve Asn Uygulamalarimin Arpa Cesitlerinin Kok ve
Suargunlerindeki 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Temizleme
Aktivitesine Etkisi

Akhisar-98 ve Erginel-90 arpa gesitlerinin kok ve siirgiinlerine iyonize radyasyon (10
Gy) ve Asn (50 uM) uygulamasi sonrasi antioksidan aktivitede meydana gelen degisimler
Sekil 3.19 ve Sekil 3.20°de verilmistir.

Arpa cesitlerinde antioksidan aktivitenin nasil bir degisim gosterdigi incelendiginde,
her iki arpa ¢esidine ait kOklerdeki DPPH radikal temizleme aktivitesinin sirgtnlerdeki
aktiviteye gore 10 Gy iyonize radyasyondan daha fazla etkilendigi belirlenmistir. Akhisar
¢esidinin koklerindeki aktivite iyonize radyasyon uygulamasi ile kontrole gore %18 (1,87
umol/g Trolox > 1,53 pmol/g Trolox) azalmis ancak 10 Gy>Asn grubunda Asn
uygulamasi ile iyonize radyasyonun etkisi azalmis ve antioksidan aktivite kontrol grubuna
gore %26 (0,48 umol/g Trolox artis) artmistir. Asn>10 Gy grubunda ise aktivitede kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak énemli bir fark (P<0,05) belirlenemedi. Ancak 10 Gy
grubuna gore aktivite bu grupta %24 daha yuksektir. Erginel ¢esidine ait koklerde aktivite
Akhisar ¢esidine ait koklerdeki aktiviteden daha az etkilendigi ve Asn uygulanmayan
iyonize radyasyon grubunda kontrole gére %7 (0,11 pmol/g Trolox azalma) azaldigi,
iyonize radyasyon sonrast Asn uygulanan grupta ise %48 (0,9 umol/g Trolox artig) arttigi
kaydedilmistir. Iyonize radyasyon oncesi Asn uygulanan grupta ise aktivitede kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak énemli bir fark (P<0,05) belirlenemedi ancak 10 Gy
grubuna gore aktivite %10 fazla oldugu tespit edildi (Sekil 3.19).

10 Gy grubunda Erginel strgtnlerinin DPPH radikal temizleme aktivitesinin Akhisar
strgiinlerine gore (%14 azaldi) iyonize radyasyondan daha az etkilendigi ve kontrol
grubuna gore %6 (2,03 pumol/g Trolox > 1,9 pmol/g Trolox) azaldigi belirlendi. Erginel
¢esidinin siirglinlerinde iyonize radyasyon 6ncesi Asn uygulanan gruplarda ise aktivitede
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli (P<0,05) bir degisim belirlenemedi. Ancak
ayni c¢esitte iyonize radyasyon sonrasi Asn uygulanan grupta ise aktivitede %56 (2,03
pmol/g Trolox > 3,16 pmol/g Trolox) artis belirlendi. Daha 6nce yapilan ¢aligmalar sonucu
strese daha hassas oldugu belirlenen Akhisar sirgiinlerinde ise iyonize radyasyon sonrasi
Asn uygulanan gruplarda kontrole gore aktivitenin %38 (0,68 umol/g Trolox artis) arttigi
kaydedildi. Ancak iyonize radyasyon Oncesi Asn uygulamasi ile kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak 6nemli (P<0,05) bir degisim tespit edilmedi Sekil 3.20).
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Sekil 3.19. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa cesitlerinin koklerindeki
DPPH radikal temizleme aktivitesine etkisi. Her deger ortalama =+
standart hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3)
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Sekil 3.20. Iyonize radyasyon ve Asn uygulamalarmin arpa ¢esitlerinin
strginlerindeki DPPH radikal temizleme aktivitesine etkisi. Her
deger ortalama + standart hata olarak gosterildi (P<0,05; n=3



4. TARTISMA

Diinyamizin niifusu son yapilan istatistiklere gore yilda yaklasik 100 milyon
artmaktadir. Dogum oraninin artisiyla beraber ortalama Omiir yiikselmesi de s6z konusu
niifus artisina 6nemli Olgiide katki yapmaktadir. Diinyada gida talebi de her yil %2
artmakta ve bu artan talebin %1,8’1 niifus artisindan, %0,2’si ise artan gelir sonucu olusan
yeni talepten kaynaklanmaktadir. Son on yilda gida talebi %20 artarken gida tiretimi %8
artmistir. 2050 yilinda olusacak diinya niifusunun gida gereksinimi, mevcut gida iiretiminin
iki kat artmasi sonucu karsilanabilecektir (Alexandrostos, 1995). Tarimsal iiretimin gida
talebinin gerisinde kalmasinin sebepleri; 1) Sanayilesme, kentlesme ve gevresel faktorlerin
etkisiyle mevcut dinya tarim alanlarinin azalmasi, II) Yenilenebilir enerji kaynagi
gereksinimin, tarim alanlar1 ve {iretimin, gida yerine yakit merkezli planlanmasi ve iiretim
azalmalar ile fiyat artislarina neden olmakta, III) Kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi, sel
ve kurakliklara neden olmakta ve tarimsal iiretimde en biiylik sorunu olusturmaktadir
(Eruysal, 2012). Yapilan caligmalar onlimiizdeki yillarda “gida”nin diinyada ekonomik
dengeleri degistirecegini gdstermektedir. Insan niifusunun gelecegi adina gida iiretimi, gida
arastirmalar1 ve gida teknolojileri temel ve dncelikli yatirim alanlar1 olmalidir.

Yapilan c¢alismalar son yillarda yasanan en 6nemli gevresel problemlerden birinin
artan radyasyon orani oldugunu gostermektedir. Radyasyon artisi dogal olarak maruz
kaliman kozmik radyasyonun yani sira sivil ve askeri niikleer ¢alismalar sirasinda yasanan
kazalardan da kaynaklanmaktadir. Cevrede var olan radyasyon nispeten diisiik dozdadir, bu
nedenle diisiik doz radyasyonun biyolojik organizmalara olan etkisini anlamak 6nemlidir.
Iyonize radyasyonun organizmalar {izerindeki etkisini anlamak igin cogunlukla fare gibi
hayvanlara distan radyasyon uygulanmis ya da Cernobil gibi niikleer kazalardan etkilenen
insanlar incelenmistir (Zaka vd., 2004). Ancak iyonize radyasyonun insan ve hayvanlara
olan etkisini anlamak kadar dogal bitki populasyonlar1 ve ozellikle asil ge¢im kaynagi
tarim olan bolgelerdeki tarim iirlinlerine olan etkisini anlamak da onemlidir (Zaka vd.,
2002).

Insan beslenmesinde ¢ok dnemli bir yere sahip olmasi, milyonlarca iireticinin yillik
gelirini saglayan en onemli kaynak olmasi ve ¢ok sayidaki sanayi kurulusunun ana
hammaddelerini olusturmasi gibi 6zellikleri géz 6niline alindiginda tahillar, 6zellikle ekmek

ve makarna yapiminda kullanilan ve kiiresel tiikketimde ilk sirada yer alan arpa ve bugday,
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diinyadaki besin kaynaklarinin merkezinde yer almaktadirlar. Bundan dolay1r diinya
capinda besin kaynaklarin1 gelistirmek veya iyilestirmek ic¢in yapilan caligmalarin baglica
kahramanlar1 tahillardir. Diinyada artik ekim alanlart son sinirina yaklastigi icin ekim
alanlarini genisleterek tiretim artisini saglamak olanaksiz hale gelmistir. Tarim {irinlerinde
tiretimi artirmanin en etkili yolu verimin ylikseltilmesidir. Tahillar arasinda hem insan hem
de hayvan besini olarak kullanilabilmesinden ve alternatif besin kaynagi olabileceginden
dolayi arpa, tarim ve hayvancilik alaninda 6nemli islevlere sahiptir (Baik ve Ullrich, 2008).

Antosiyaninler tahillarda, meyve ve sebzelerde baskin olarak bulunan sekonder
metabolitlerin alt grubu olan flavonoidlerin genis bir iiyesini olusturur. Bitkiler gelisimleri
boyunca ya da stres durumlarinda strese karsi direnci artirmak icin dokularinda Asn gibi
sekonder metabolitleri biriktirirler (Heloir vd., 1998; Kerstetter ve Poetig, 1998; Poetig,
2003). Gidalarda dogal antioksidan ve renklendirici olarak bulunan Asn’ler son yirmi yilda
guvenli ve potansiyel besin olmalarindan ve ayrica tedavi edici etkilerinden dolay biiyiik
ilgi ¢cekmektedirler (Espin vd., 2000). Yapilan ¢esitli caligmalar meyve ve sebzelerde
bulunan Asn’lerin bitkileri hasar verici ve siirekli maruz kalinan hastaliklara karsi
korumaya katkida bulundugunu gostermistir (Heinonen vd., 1998; Record vd., 2001).
Literatirde bitkilere ekzojenik olarak Asn uygulamalarina nadir olarak rastlanmaktadir.
Litchi chinensis Sonn. bitkisinden elde edilen Asn ile yapilan ¢alismada ekzojen olarak
uygulanan Asn’in ayni bitkideki POD aktivitesini azalttig1 tespit edilmistir (Zhang vd.,
2005). Asn’lerin antioksidan etkisi kolon, endotel, karaciger, meme, l6semik hiicre ve
keratinosit gibi hucreleri iceren hicre kaltirlerinde in vitro olarak gosterilmistir. Bu
calismalarda hiicre kiltirlerine uygulanan Asn’lerin antitoksik ve antikarsinojenik etkileri
siirladigi rapor edilmistir. Asn’ler bu etkilerini de hicre kultrlerinde direk olarak reaktif
oksijen tarlerini temizleyerek ve hiicrelerin oksijen radikallerini absorblama kapasitesini
arttirarak gosterdigi tespit edilmistir. (Wang ve Stoner, 2008). Iyonize radyasyon canlilarda
iyonizasyona yol ag¢tigindan ve iyonizasyon sonucu yiiksek oranda ROT olusumu ile
canlilarda hasar olusturdugundan, bitkilere uygulanan Asn ile iyonize radyasyon arasindaki
iliskinin agi1ga kavusmasi 6nem arz etmektedir.

Mevcut ¢alismamizda Hordeum vulgare’ye ait iki farkli arpa ¢esidinin iyonize
radyasyona kars1 gosterdikleri duyarliligin seviyesi, iyonize radyasyona karsi verilen yanita
karsilik Asn’lerin rolii ve antioksidan sistem incelenerek aydinlatilmaya calisilmistir.
Cesitli bitkiler ile yapilan ¢aligmalarda, farkli ploidi seviyelerindeki tiirler ¢esitli biyotik ve
abiyotik stres tiplerine karsi farkli cevaplar verdigi rapor edilmistir (Li vd., 1996;
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Pustovoitova vd., 1996; Saleh vd., 2008). Bu ¢alismada kullanilan Akhisar ve Erginel arpa
cesitlerinin daha Once yapilan sitogenetik analizler sonucu diploid oldugu belirlenmis ve
yine ayni ¢aligmada her iki arpa ¢esidine tuz stresi uygulanmis ve Erginel ¢esidinin tuz
stresine karsi direncli oldugu ve Akhisar ¢esidinin ise hassas oldugu belirlenmistir (Torun,
2012). Yapilan bu caligma sonuglarina gore arpa cesitlerine iyonize radyasyon ve Asn
uygulanmasi sonucunda meydana gelebilecek olan duyarlilik farkli ploidi seviyelerinden
kaynaklanmamaktadir, ayn1 zamanda ¢aligmamizda kullanacagimiz direncli ve hassas arpa
secimlerinde daha 6nce yapilmis bu ¢alisma dncii olmustur.

Iyonize radyasyonun organizmalar {izerindeki biyolojik etkisini, hiicrelerdeki atom
ya da Ozellikle su gibi molekiiller ile etkilesime girmesi sonucu Serbest radikaller
olusturarak gdstermektedir. Bu radikaller bitki hiicrelerinin bilesenlerine zarar verebilir
veya bu bilesenleri degistirebilir, iyonize radyasyon dozuna bagli olarak bitkilerin
biyokimyalarimi, anatomi, fizyoloji ve morfolojilerini etkiler (Ashraf vd., 2003). Iyonize
radyasyona maruz kalan bitkiler incelendiginde en sik goézlenen biyolojik cevap bitki
biiyiimesinin azalmasi ya da blytme inhibisyonudur (Kim vd., 2000; Wi vd., 2007). 10 Gy
iyonize radyasyonun ¢imlenen arpa tohumlarinin morfolojilerine olan etkisine bakildiginda
Akhisar arpa c¢esidinde siirgiin uzunlugunda %18 ve kok uzunlugunda %31 azalma
belirlenmistir. Bu sonuca gore Akhisar ¢esidi iyonize radyasyona maruz kaldigi zaman
Erginel ¢esidine gore daha yuksek buyime inhibisyonu gosterdigi dolayisiyla bu sonuglara
gore Akhisar cesidinin Erginel arpa cesidine gore iyonize radyasyonun etkilerine karsi
daha hassas oldugu belirlenmistir. Akhisar ve Erginel arpa gesitleri tuz stresine maruz
kaldiklarinda Akhisar ¢esidinin Erginel ¢esidine gore tuz stresine karsi daha hassas oldugu
ve daha yiiksek biiyiime inhibisyonu gosterdigi ortaya konulmustur (Torun, 2012). Iyonize
radyasyona maruz kalan bitkilerde biiylime inhibisyonu gozlenebilecegi 10 Gy iyonize
radyasyon uygulanan c¢imlenen bezelye tohumlarinda gozlenmis ve ¢imlenen bezelye
tohumlarinin kok ve siirgiinlerinin toplam uzunlugunda %19 azalma rapor edilmistir (Zaka
vd., 2004).

Calismamizda Asn yoklugunda, sadece iyonize radyasyon uygulanan ¢imlenen arpa
tohumlarina ait bliylime parametrelerinde dnemli diisiisler belirlenmistir. Asn uygulamasi
ile arpa cesitleri arasinda farkli etkiler gozlense de, her iki arpa ¢esidinde de iyonize
radyasyonun zarar verici etkilerini hafifletmektedir. Landry ve arkadaslarinin (1995)
yaptig1 calisgmada Asn’lerin bu calismada oldugu gibi solar radyasyonun zarar verici

etkisini azalttig1 kaydedilmistir. Ayrica Asn’lerin olumsuz g¢evre kosullar1 altinda bitki
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biiylimesi {izerine olan etkisi ile iliskili yapilan ¢alismada, Asn’lerin olumsuz cevre
kosullarinin bitki tlizerindeki etkisini hafifletmede dogrudan veya dolayli etkisinin oldugu
kaydedilmigtir. Streslerin bitkiler {iizerindeki etkisini hafifletmede Asn’lerin roliinii
aciklamaya yonelik yapilan galismada, Asn iiretim yolunda mutant Arabidopsis bitkisinin
mutant olmayanlara gére UV-B’ye kars1 daha hassas oldugu rapor edilmektedir (Li vd.,
1993; Philpott vd., 2004).

Iyonize radyasyon bitkilerde ROT’larm olusumuna bagl olarak oksidatif stres
olusturur. Oksidatif strese maruz kalan bitkilerde, iyonize radyasyonun dozuna bagl olarak
morfolojik, fizyolojik, anatomik ve biyokimyasal degisimler ortaya ¢ikar. Bu degisimler
bitkilerin hiicresel yapilarina, hiicrelerde bulunan fenolik bilesiklere, hiicrelerdeki
antioksidatif sistemin diizenlenmesine ve fotosentezin degisimine bagli olarak
cesitlenebilir (Kim vd., 2004; Kovacs ve Keresztes, 2002; Wi vd., 2005). Suyun radyolizi
ile olusan H,O gibi serbest radikaller hiicrelerin normal biiyiime kosullar1 altinda olusan
normal metabolitlerdir ve hiicreler i¢in toksik degillerdir. Ancak iyonize radyasyon ve
diger ¢evresel stresler altinda hiicrelerdeki bu radikallerin miktar1 artar ve hiicresel hasara
ve hucre 6limune neden olurlar. Genel olarak ROT’lar 6zellikle H,O, bitki hicrelerini
cevresel streslerden korumak amaciyla sinyal basamaklarinin bir parcasi olarak islev
gorurler. Cevresel stresler ROT’larin olusumu ve antioksidan aktivite arasindaki dengeyi
bozar (Al Rumaih, ve Al Rumaih, 2008). Yapilan ¢alismalarda da gosterildigi gibi g¢evresel
stresler sonucu olusan oksidatif stresin listesinden gelebilmek i¢in antioksidan mekanizma
tesvik edilir (Arora vd., 2002). Antioksidan mekanizma hiicre hasarna bagl olarak aktif
hale gelen peroksidaz (POD), slperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR) ve
askorbat peroksidaz (APX) gibi antioksidan enzimlerden ve askorbat, glutatyon ve fenolik
maddeler gibi enzimatik olmayan antioksidan bilesiklerden olusmaktadir (Dubner vd.,
1995; Halliwell, 1974). Blokhina ve arkadagslarinin (2003) yaptig1 calisma stres altindaki
canlilarda olusan toksik ROT’larin seviyesinin azalmasinda ve canlilarin stresin olumsuz
etkilerinden korunmasinda seviyesi artan POD, SOD ve GR antioksidan enzimlerinin etkili
oldugunu gostermektedir. Ayrica iyonize radyasyon uygulanan bitkilerde iyonize
radyasyonun etkilerine karsi SOD, CAT, GR ve APX enzimlerinin savunma
mekanizmasini siirdiirdiikleri yapilan gesitli ¢calismalar ile gosterilmistir (Kim vd., 2004;
Zaka vd., 2002; Sharabas vd., 1988; Sah vd., 1996). Calismamizda iyonize radyasyon
uygulanan ¢imlenen arpa ¢esitlerinin hem siirgiin hem de koklerinde antioksidan enzim

aktivitelerinde istatistiksel olarak dnemli (P<0,05) degisimler kaydedilmistir ve Asn’in



52

iyonize radyasyon uygulamasi ile tesvik edilen enzim aktiviteleri Uzerine olan etkileri
belirlenmistir.

POD enzimi bitki hiicrelerinde solunum, fotosentez ve terleme gibi farkli fizyolojik
olaylarda, ligninlesme ve fenol oksidayonu gibi reaksiyonlarda rol alir. Organizmalarin
degisen durumlarina gére POD enziminin kompozisyonu ve aktivitesi degisir ve stres
indikatori ya da isaretgisi olarak kabul edilirler (Kok, 2011). POD bitki hiicrelerinden
iyonize radyasyon gibi stres kosullari altinda tesvik edilen H,O, gibi toksik oksijen
tiirlerini uzaklastiran en O6nemli antioksidan enzimlerinden biridir (Willekens, 1995).
Calismamizda Asn olmadan yalnizca iyonize radyasyon uygulanan ¢imlenen her iki arpa
¢esidinin hem kok hem de siirglinlerinde POD enziminin aktivitesinde 6énemli diisiigler
belirlenmistir. Bizim ¢alismamiza benzer olarak Constantinovici ve arkadaglarinin (2009)
elma ile yaptiklar1 ¢alismada artan radyasyon dozuna bagli olarak peroksidaz aktivitesinde
diisiisler belirlemislerdir. POD aktivitesindeki bu diisiis iyonize radyasyon dozuna bagh
olarak enzimlerin konformasyonal yapisinda olusan degisim sonrasi olusan enzimik yapi
diizensizligine baglanmaktadir. Akhisar ve Erginel arpa ¢esitlerinin kok ve siirgiinlerindeki
POD aktivitesi karsilastirildiginda, iyonize radyasyon uygulamasi ile Akhisar ¢esidinin
hem kok hem de stirgunlerindeki aktivite Erginel ¢esidine gore daha fazla diismiistiir. Elde
edilen bu sonuglara gére Akhisar ¢esidinin oksidatif stres azalmasinin Erginel ¢esidindeki
kadar olmadigi tespit edilmistir. Wada ve arkadaslarinin (1998) iyonize radyasyon
uyguladiklart iki tiitiin (Nicotiana tabacum L. ve Nicotiana debneyi L.) tiirii ile yaptiklari
calismada, iyonize radyasyona cevap olarak artan toksik H,O, radikalini hicreden
uzaklastirmada 6zellikle POD antioksidan enzim aktivitesinin etkili oldugu gosterilmistir.
Ayni sekilde POD aktivitesinin iyonize radyasyon uygulanan iki tiitiin tiirii arasinda strese
olan duyarlilik farklarmin oldugu kaydedilmistir. Iyonize radyasyonun POD aktivitesini
tesvik ettigi Datura innoxia L. kallus (Jain vd., 1990), sarimsak (Allium sativum L.) (Croci
vd., 1991) ve sekerkamisi (Singh vd., 1993) ile yapilan ¢alismalarda da rapor edilmistir

Caligmamizda, hem kok hem de siirgiinde 6l¢iimii yapilan POD, SOD, GR ve APX
antioksidan enzim aktivitelerinin Erginel ¢esidinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Ayrica her iki arpa ¢esidinde Sl¢iilen antioksidan enzim aktiviteleri igerisinde istatistiksel
olarak 6nemli (P<0,05) 6lcude yiksek olan aktivitelerin POD ve APX enzimlerine ait
oldugu kaydedildi. Benzer sonuclar iyonize radyasyon hassasiyeti farkli olan iki tiitiin
tirinde rapor edilmistir (Wada vd., 1998). Her iki ¢esidin kok ve siirgiinlerinde POD

enzimi hari¢ Olgllen diger antioksidan enzimlerin iyonize radyasyon uygulamasi ile
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aktivitelerinin artma durumu, oksidatif strese karsi bitkinin kendini korumasinda etkili
olduklarinin bir gostergesi oldugu distiniilmektedir. APX 0zellikle kloroplast ve sitozolde
aktivite gosterdigi bilinmektedir (Arora vd., 2002). Ancak son yapilan ¢alismalar
mitokondride de bulundugunu ortaya koymustur (Gomez vd., 1999). Calismamizda
Olclimii yapilan diger antioksidan enzim c¢esitlerine gore APX aktivitesinde iyonize
radyasyon uygulamasi ile kontrol grubuna gore daha yiiksek aktivite artis1 kaydedilmistir.
Bu sonu¢ APX aktivitesinin ¢imlenen arpa c¢esitlerinde H,O;’in zararli etkilerinin
hafifletilmesinde diger enzimlere gore daha etkili oldugunu gdstermektedir. Yapilan bircok
caligmada kuraklik, sicaklik ve UV radyasyon gibi ¢esitli abiyotik streslere maruz kalan
bitkilerde, artan APX aktivitesinin bitkiyi streslerin olumsuz etkilerine kars1 korumada
etkili oldugu rapor edilmistir (Sharma vd., 2010; Sharma ve Dubey, 2005; 2007; Kumutha
vd., 2009; Locato vd., 2009; Maheshwari ve Dubey, 2009). Ayrica yaban tip ile
karsilastirildiginda ozon hasarina karsi yiiksek oranda hassas olan APX-antisens transgenik
tiitlin  bitkisi ile yapilan calismada APX aktivitesinin stres savunmasindaki 6nemi
gosterilmektedir (Orvar ve Ellis, 1997). Bununla birlikte Iyonize radyasyon uygulanan
Arabidopsis, Stipa capillata, Trigonella stellata ve bezelye (Pisum sativum) bitkilerinde
artan APX aktivitesinin bitkiyi oksidatif hasara kars1 korudugu kaydedilmistir (Karpinski
vd., 1997; Zaka vd., 2002; Al-Rumaih ve Al-Rumaih, 2008).

GR antioksidan enzimi de kloroplastta bulunan ve bitkileri oksidatif hasara kars1
koruyan o6nemli bir enzimdir. Yikseltgenmis glutatyonun NADPH bagimh
indirgenmesinden sorumludur. Calismamizda her iki ¢esidin kok ve siirgiinlerinde iyonize
radyasyon uygulamasi ile GR enzim aktivitesinde artis kaydedilmistir. APX ve GR enzim
aktivitelerinde ¢imlenen Akhisar ve Erginel arpa cesitlerinin kok ve siirgiinlerindeki artma
durumu askorbat-glutatyon dongiisiinin - ROS  temizlemesinde etkili  oldugunu
gostermektedir. Cesitli bitkilerle yapilan c¢alismalarda abiyotik stres varliginda GR
aktivitesinin s6z konusu bitkilerde arttig1 belirtilmektedir (Rao vd., 1996; Hernandez vd.,
2001; Sharma ve Dubey, 2005;2007; Kumutha vd., 2009; Locato vd., 2009; Maheshwari
ve Dubey, 2009). Ayrica Kim ve arkadaglarinin (2004) diisik doz iyonize radyasyon
uyguladiklart kirmizibiber (Capsicum annuum L.) ile yaptiklar1 ¢alismada bizim
calismamiza benzer olarak SOD ve GR enzim aktivitelerinde artis belirlemislerdir.
Bununla birlikte iyonize radyasyon uygulanan ¢esitli bitkilerle yapilan analiz sonuglarinda

da benzer bulgular elde edilmistir (Al-Rumaih ve Al-Rumaih, 2008; Zaka vd., 2002).
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Calismamizda elde edilen bulgularda iyonize radyasyon Oncesi ya da sonrasi Asn
uygulanan ¢imlenen her iki arpa tohumlarinda Asn’in, Asn uygulanmayip yalnizca iyonize
radyasyon uygulamasi yapilan gruba kiyasla POD aktivitesini 6nemli dlgiide (P<0,05)
tesvik ettii saptandi. Buna ilaveten iyonize radyasyon sonrasi 24 saat Asn muamelesi
yapilan grupta Akhisar ¢esidinde, 24 saat 6n Asn muamelesi yapilan grupta ise Erginel
cesidinde POD aktivitesinde daha fazla artis kaydedilmistir. Asn muamelesi ile gdzlenen
aktivite artig1 her iki vejetatif organda da kaydedilmistir. Bizim ¢alismamizin sonuglarina
benzer olarak Zhang ve arkadaslarinin (2005) yaptig1 calismada yalniz Asn muamelesinin
POD aktivitesini azalttig1 kaydedilmistir. Ayrica Gazania splendens bitkisinde Asn igerigi
yiiksek olan yapraklarda POD aktivitesinin Asn miktarinin az oldugu yapraklara oranla
daha diisiik oldugu belirlenmistir (Cevahir vd., 2004). POD aktivitesinin aksine Asn’in her
iki uygulamas1 ile Akhisar ve Erginel arpa cesitlerinde yalnizca iyonize radyasyon
uygulanan gruba goére SOD, GR ve APX enzim aktivitelerinde azalma gozlenmistir.
Antioksidan enzim aktivitelerinde olusan bu azalma durumu iyonize radyasyona hassas
olan Akhisar arpa ¢esidinde daha fazla oldugu ve ayrica her iki arpa ¢esidinde koklerdeki
aktivitenin stirgiinlerdeki aktiviteden daha fazla azaldigi belirlenmistir. Asn uygulamali
gruplarin kendi aralarindaki bulgulara bakildiginda gesitli streslere ve iyonize radyasyona
daha hassas oldugu belirlenen Akhisar ¢esidinde hem kok hem de siirglinde her iki Asn
uygulamasinin SOD aktivitesini diger enzimlere gore daha fazla azalttig1 belirlenmistir.
Ayrica iyonize radyasyon sonrast Asn uygulanan gruplardaki SOD ve APX enzimlerinin
aktivitelerinin 6n Asn muamelesi yapilan gruplara gore daha fazla azaldigi, fakat Akhisar
koklerindeki GR aktivitesinin 6n Asn muamelesi ile diger Asn muamelesine gore daha
fazla azaldig1 belirlenmistir.

Yapilan ¢aligmalar diger flavonoid tiirleri gibi Asn’lerin de direk olarak H,O, gibi
molekiiler aktif oksijen tiirlerini temizleme O6zelligine sahip oldugunu gdstermektedir
(Gould vd., 2002; Radovanovi¢ ve Radovanovi¢, 2010; Einbond vd., 2004). Calismamizda
elde ettigimiz bulgularda Asn’lerin arpa c¢esitlerindeki antioksidan enzim aktiviteleri
tizerindeki etkileri, iyonize radyasyon ile olusan hasara kars1 bitkinin toleransinin artmasint
saglayan antioksidan cevabin tesvik edilmesi ve Asn’lerin sahip oldugu antioksidan 6zellik
ile iliskilidir. Phaseolus vulgaris L. tohumlarindan elde edilen ii¢ farkli Asn, UV-B’ye
maruz birakilmis rat liposomal sistemine uygulanmis ve elde edilen her bir Asn’in UV-B
1sinlamast  sonucu olusan lipid peroksidasyonunu azalttigi kaydedilmistir. Bunun

sonucunda Asn hiicreyi oksidatif hasara kars1 korudugu belirtilmektedir (Tsuda vd., 1996).
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Ayrica insanlar iizerinde yapilan ¢alismalar da giinliik olarak tiiketilen Asn’lerin kirmizi
kan hcrelerini serbest radikallere ve oksidatif strese kars1 korumada etkili oldugu rapor
edilmistir (Youdim vd., 2000).

Fenolik bilesikler bitkilerin savunma mekanizmasinda yer alan ve biyotik ve abiyotik
streslere karsi bitkide stres cevabi olusturabilen antioksidan ozellige sahip sekonder
metabolitlerdir (Lachman vd., 2005; Rohman vd., 2010). Fenolik bilesiklerin antioksidan
ozellikleri onlarin indirgenme-yiikseltgenme (redoks) 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.
(Rohman vd., 2010). Arpa tanelerinde bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite
gosterdikleri ve ¢esitli streslere karsi bitki savunmasinda 6nemli rol oynadiklari gesitli
calismalarda tespit edilmistir (Lachman vd., 2005). Calismamizda elde edilen verilere gore
her iki arpa ¢esidinin kdklerinde bulunan TFM miktarinin siirgiinlerdekinden daha fazla
oldugu bulunmustur. Yalnizca iyonize radyasyon uygulanan her iki arpa cesidinin
koklerinde bulunan TFM miktarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
(P<0,05) diizeyde artis belirlenmistir. Iyonize radyasyon uygulanan bitkilerde TFM’de ki
artma ya da azalma durumu uygulanan radyasyon miktarina, bitki ¢esidine ve uygulanan
vejetatif kisma gore degismektedir. 5 kGy iyonize radyasyon uygulanan Polygoni
Multiflori Radix bitkisinde bulunan TFM miktarinda kontrol bitkisine gore artis
gozlenirken, uygulanan 10 kGy iyonize radyasyon ile madde miktarinda azalma
kaydedilmistir (Chiang vd., 2011). Yapilan farkli calismalarda da iyonize radyasyon
uygulamasi sonucu TFM miktarinda artiglar rapor edilmistir (Behgar vd., 2011; Gumus
vd., 2011). Mevcut ¢alismamizda kullandigimiz her iki arpa g¢esidinde bulunan ve fenolik
bir bilesik olan flavonoid miktarina bakildiginda Erginel ¢esidinde bulunan miktar Akhisar
¢esidindekinden daha yliksektir ve her iki arpa gesidinin siirgiinlerinde bulunan flavonoid
miktar1 koklerde bulunandan daha fazladir. Lachman ve arkadaslar1 (2005)’da benzer
sonuglar elde etmislerdir. Iyonize radyasyon uygulamasi sonucunda ise her iki arpa
cesidinin flavonoid miktarinda artis kaydedilmistir. Literatiirde de bizim g¢alismamizin
sonuclarina benzer sonuglar yer almaktadir (Gumus vd., 2011; Moghaddam vd., 2011).

Fenolik bilesiklerin antioksidan olarak hareket edebildikleri daha onceki yillarda
yapilan ¢alismalar ile kanitlamistir. Fenolik hidroksil gruplari iyi bir hidrojen vericidir:
hidrojen verici antioksidanlar sonlandirma reaksiyonuyla reaktif nitrojen ve oksijen tiirleri
ile reaksiyona girebilirler ve sonug¢ olarak yeni radikal olusum dongiisii kirilir. Olusan ilk
radikaller ile antioksidanlarin reaksiyona girmesi sonucu antioksidanlarin radikal bir formu

olusur ve meydana gelen bu radikal form olusan ilk radikalden ¢ok daha biiyiikk bir
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kimyasal kararliliga sahiptir (Heim vd., 2002; Paya vd., 1992; Choi vd., 2002; Parr ve
Bolwell, 2002). Calismamizda ¢imlenen arpa tohumlarindaki antioksidan aktiviteyi
belirlemek i¢in DPPH radikali kullanilmistir. DPPH radikalinin temizlenme (stiplrilme)
derecesinin  Olcilmesi bitki 6rneklerinin  hidrojen atomu veya elektron verme
yeteneklerinin belirlenmesine imkan saglar. Flavonoid ve fenolik bilesikler gibi hidrojen
verici gruplara sahip antioksidan maddeler sayesinde radikal olan DPPH radikal olmayan
DPPH-H formuna doniisiir. Ayrica bitkilerde bulunan antioksidan aktivite flavonoid ve
fenolik bilesiklerle siirli degildir. Aktivite ugucu yaglar, karotenoidler ve vitaminler gibi
farkli sekonder metabolitlerden de kaynaklanir (Javamardi vd., 2003). Calismamizda
Akhisar ve Erginel cesitlerine ait koklerde DPPH radikal temizleme aktivitesine
bakildiginda iyonize radyasyon uygulamasi sonrasi aktivitede kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli (P<0,05) derecede azalma belirlenmistir. Her iki arpa ¢esidinin
koklerine ait aktivitede belirlenen azalma durumu iki ¢esidin siirgiinlerinde de tespit
edilmistir.

Diger flavonoidler de oldugu gibi Asn’ler hidrojen peroksit (H,0>), stuperoksit (O2’)
ve hidroksil (OH') gibi aktif oksijen turlerini direk olarak temizleyebilirler (Gould vd.,
2002). Calismamizda iyonize radyasyon ve diger streslere karsi hassas oldugunu bildigimiz
Akhisar arpa ¢esidinde iyonize radyasyon uygulamasi ile H,O, miktarinda Erginel
cesidine gore daha fazla artis belirlenmis ve bu artis her iki vejetatif organda da
kaydedilmigtir. Her iki arpa c¢esidinde iyonize radyasyon uygulamasi ile artan H,O,
miktarinda, iyonize radyasyon Oncesi ve sonrasi uygulanan Asn ile istatistiksel olarak
onemli (P<0,05) derecede diisiis kaydedilmistir. Ayrica 10 Gy>Asn grubunda bulunan
H,0; miktarinda Asn>10 Gy grubunda bulunan miktardan daha fazla diisiis gozlenmistir.
Bu sonug bize her iki arpa gesidinde bulunan H,O,’in temizlenmesinde iyonize radyasyon
sonrast uygulanan Asn’in Oncesinde uygulanandan daha fazla etkili oldugunu
gostermektedir. Antioksidan aktivitenin de aymi grupta diger gruba oranla daha yiiksek
olmasi bu sonuglar1 desteklemektedir. Asn’lerin direk olarak ROT temizleme aktivitesi
cesitli hayvan hiicre kiiltiirleri ile yapilan galigsmalarda hiicre kiiltiirlerine in vitro olarak
uygulanan Asn’in hicre kiltirlerinde bulunan ROT’lar1 direk olarak temizlemesi ve
hicrelerin oksijen radikallerini emici giiciinii artirmasit sonucu hdcrelerin  kiltir
sistemindeki toksik etkilerden zarar gormesini smirlayarak etkisini gosterdigi
kaydedilmistir (Wang ve Stoner, 2008).
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Biiylime ortamlarinda siirekli olarak biyotik ve abiyotik streslere maruz kalan
bitkiler, ¢esidine ve siddetine gbre maruz kaldiklari streslerden olumsuz etkilenirler.
Ozellikle de esas gecim kaynagi tarim olan iilkelerde stres sonucu olusan iiriin kaybi
yetistiricilerin en 6nemli problemlerini olusturmaktadir. Bitkiler maruz kaldiklart stres
ortamlarinda hayatta kalabilmek icin ¢ok yonlii tolerans mekanizmalar1 gelistirirler. Tez
caligmamizda iyonize radyasyon uygulanmis iki arpa c¢esidinin hem kok hem de
stirgiinlerine Asn uygulamasinin antioksidan savunma sistemine olumlu etkilerinin oldugu

ve bu etkiyi stres sonrasi uygulamalarla daha etkili olarak gdsterdigi ortaya konuldu.



5. SONUCLAR

1) Iyonize radyasyon uygulamasi ile her iki arpa cesidinin kok ve siirgiin boylarinda
azalma gozlenmistir. Ancak, iyonize radyasyon oncesi ve sonrasi Asn (antosiyanin)
uygulanan gruplarda her iki arpa g¢esidine ait kok ve siirgiin uzunluklarindaki azalma
durumunu tersine ¢evirebildigi saptanmaistir.

2) Cimlendirilen arpa ¢esitlerinde her iki vejetatif organ goz Oniine alindiginda
iyonize radyasyon uygulamasi ile olusan oksidatif strese karst APX, SOD, GR enzim
aktivitelerinde artis kaydedilmis ve olusan ROT’larin temizlenmesinde Asn’lerin etkin
olduklar1 tespit edilmistir.

3) Asn uygulanan gruplarda hidrojen peroksit (H,0;) miktarinda belirgin azalma
belirlenmistir ve bunun paralelinde 6l¢iimii yapilan antioksidan enzim aktivitelerinde de
diisiis kaydedilmistir.

4) Akhisar ve Erginel arpa cesitlerinde iyonize radyasyon uygulamasi ile toplam
flavonoid ve fenolik madde miktarinda artis kaydedilmistir. Antioksidan aktivitede ise
diisiis belirlenmistir.

5) Iyonize radyasyon &ncesi ve sonrasi dis (ekzojenik) Asn uygulamasi ile her iki
arpa ¢esidinin kok ve siirgiinlerinde antioksidan aktivitede artma ve iyonize radyasyonun
artisinin neden oldugu H,O, miktarinda ise azalma belirlenmistir.

6) Calismamizda iyonize radyasyonun ve dis Asn uygulamasinin arpa gesitleri
arasinda onemli fizyolojik ve biyokimyasal olarak degisimlere sebep oldugu belirlenmistir.
Tiim bulgular degerlendirildiginde bu degisimlerin en olumlular1 iyonize radyasyon
uygulamast ardindan 24 saatlik Asn muamelesi ile olabildigi ortaya konulmustur.

7) Iyonize radyasyon ve Asn uygulama sonuglar1 géz oniine alindiginda tuz stresinde
oldugu gibi iyonize radyasyonun etkilerine kars1 Erginel arpa c¢esidinin Akhisar ¢esidine

gore daha direngli (duyarsiz) oldugu ortaya belirlenmistir.



6. ONERILER

Tim diinyada bitkiler elverissiz ¢evre kosullarindan dolayr olumsuz bir sekilde
etkilenmektedir. Bu olumsuz ¢evre kosullarina daha dayanikl bitkiler yetistirmek amaciyla
cesitli c¢alismalar yapilmistir. Bu cevresel stres faktorleri arasinda iyonize radyasyon
bitkilerin blytmesini molekuler, morfolojik ve fizyolojik seviyede etkileyen en 6nemli
faktorlerden biridir. Iyonize radyasyonun bitkiler iizerine olan etkilerini arastirmak
amaciyla c¢ok cesitli calismalar yapilmistir, ancak mevcut bilgilerimize gore bitkiler
tizerindeki olumsuz etkilerinin azaltilmas1 1ile ilgili literatiirde fazla calisma
bulunmamaktadir. Calismamizda iyonize radyasyon uygulanmis streslere karsi hassasiyet
seviyeleri farkli olan iki farkli arpa ¢esidine (Akhisar ve Erginel arpa cesitleri) 24 saat stre
ile Asn uygulanmigtir ve iyonize radyasyonun olumsuz etkilerinin hafifletilmesinde ne
derecede etkili oldugu incelenmistir. Arpa cesitlerine total Asn uygulamasi ile olumlu
sonuglar elde edildiginden, yapilacak ¢alismalarda farkli Asn ¢esitleri kullanilabilir ve stres
etkilerinin hafifletilmesinde Asn c¢esitleri arasinda bir fark olup olmadigi arastirilabilir.
Ayrica Asn uygulamasi ile olusan olumlu etkilerin daha uzun ya da kisa stres siirelerinde
devam edip etmeyecegi belirlenebilir. Asn uygulanmis bitkilerdeki antioksidan sistemler
daha genis incelenebilir ve antioksidan sistemleri kodlayan transkriptlerin ifadeleri
aragtirilabilir. Iyonize radyasyonun bitkilerde ikinci ve daha sonraki nesillere etkisi ile ilgili
caligmalar yapilmistir. Bu calismalar Asn’in ikinci ve daha sonraki nesillerde iyonize
radyasyonun olumsuz etkilerini azaltmada etkili olup olmadiginin arastirilabilecegini
diisiindiirmektedir. Iyonize radyasyon stresine maruz birakilmis gruplarda Asn uygulamasi
ile arpa boylarinda olusabilecek azalma durumu tersine ¢evrilmistir. Bundan dolayr Asn
uygulamasinin bitkilerin meyve ve dane verimi {izerinde etkisinin olup olmadigr da
arastirilabilir. Calismamizda Asn ¢imlenme ortamina uygulanmistir ve c¢imlenme
triinlerinde stres etkilerinin azaltilmasinda olumlu sonuglar elde edilmistir. Aym
sonuglarin Asn’in yapraklara piiskiirtiilmesi ile uygulanarak elde edilip edilemeyecegi
belirlenebilir.

Calismamiz tiim canlilar i¢in ¢ok 6nemli olan ve dogada bol miktarda bulunan
Asn’lerin iyonize radyasyon stresi altinda iki arpa ¢esidi lizerinde meydana gelen olumlu
etkileri incelenmis ve iyonize radyasyonun olumsuz etkileri dikkate alindiginda Erginel

cesidinin ~ Akhisar’a  gore  tercih  edilebilir  {irlin  oldugunu  gostermistir.
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