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Yiiksek Lisans
OZET

KURAKLIGA HASSAS VE DAYANIKLI MISIR CESITLERINDE ALFA LIPOIK
ASIT ON MUAMELESININ KURAKLIK TOLERANSI UZERINE ETKISi

Funda Giil GUVEN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Assm KADIOGLU
2013, 54 Sayfa

Kurakliga maruz birakilan iki farkli misir (Zea mays L.) ¢esidinde (Akpinar; hassas
ve Helen; dayanikli), Alfa Lipoik Asit (ALA) 6n muamelesinin yaprak su potansiyeli, nispi
su igerigi, kuru agirlik, lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit icerigi (H,0,), guaiakol
peroksidaz (GPX), catalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX),
glutatyon rediiktaz (GR), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) gibi antioksidan
enzim aktiviteleri tizerine etkisi arastirildi.

Yapilan analizler sonucunda, kuraklik stresinin lipid peroksidasyonunu, hidrojen
peroksit icerigini, SOD, GPX, APX ve GR aktivitelerini arttirdig1, yaprak su potansiyelini,
nispi su igerigini, yaprak kuru agirligini azalttig1 belirlendi. Kuraklik stresi altinda ALA 6n
uygulamasinin, lipid peroksidasyonunu ve H,0; igerigini azalttigi, SOD, GPX, MDHAR
ve GR aktivitelerini artirdigi, yaprak su potansiyeli, nispi su igerigi ve yaprak kuru
agirhigindaki azalmay1 engelledigi bulundu.

Elde edilen verilere gore, on ALA uygulamasi ile kuraklik stresinin olumsuz

etkisinin azaltilabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Alfa Lipoik Asit (ALA), Antioksidan sistem, Kuraklik stresi, Misir
(Zea mays L.)
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Master Thesis

SUMMARY

EFFECT OF ALPHA LiPOIC ACID PRE-TREATMENT ON DROUGHT TOLERANCE
IN DROUGHT-SENSITIVE AND DROUGHT-RESISTANT MAIZE GENOTYPES

Funda Giil GUVEN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Asim KADIOGLU
2013, 54 Pages

Alpha lipoic acid (ALA) pre-treatment has been applied to two different genotypes
of (Akpmar and Helen) maize (Zea mays L.) plant which were exposed to drought stress.
Leaf relative water content, dry weight, leaf water potential, lipid peroxidation, hydrogen
peroxide content (H,0,), guaiacol peroxidase (GPX), catalaz (CAT), siiperoxide dismutase
(SOD), ascorbate peroxidase (APX), glutathione reductase (GR), monodehidroascorbate
reductase (MDHAR) activities have been spectrophotomecticly investigated.

After the analysis it has been determined that drought stress increased lipid
peroxidation, hydrogen peroxide content, SOD, GPX, APX and GR activities and
decreased leaf water potential, relative water content and leaf dry weight. It has been
determined that ALA pre-treatnent averted increase of lipid peroxidation, hydrogen
peroxide content, induced SOD GPX, MDHAR and GR activities, and retarted to decrease
of leaf water potential, relative water content and leaf dry weight under drought stres. It
has been concluded that negative effect of drought stress can be alleviated by ALA pre-
treatment.

Key Words: Alpha lipoic acid (ALA), Antioxidant system, Drought stres, Maize (Zea
mays L.).
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Bitkilerde stres, bitkilerin yasadigi ortamda bir veya birden fazla etkenin, biiyiime ve
gelismeyi olumsuz yonde etkileyerek, verim diislikliigli ile sonuglanan bir dizi gerileme
nedeni olarak algilanir. Bitkiler yasam siiregleri igerisinde degisik stres kosullar: ile
karsilagirlar. Stres altinda yetisen bitkilerin gelismeleri, metabolizmalar1 ve verimleri
onemli Ol¢iide olumsuz etkilenir. Stres faktorleri biyotik (patojen, diger organizmalarla
rekabet vb.) ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yliksek sicaklik vb.) olmak {izere
ikiye ayrilirlar. Biyotik ve abiyotik stresler bitkilerde onemli fizyolojik ve metabolik
degisimlere yol acarlar (Lawlor, 2002). Tiim bu stresler bitkilerin iirlinlerinde nitelik ve
nicelik kaybi yasamasina (iirlin kalitesinin ve miktarinin azalmasina), bitkinin veya
organlarinin 6liimiine yol agabilmektedirler (Drake vd., 1997).

Abiyotik stresler iginde kuraklik stresi % 26°lik payiyla en biiyiik dilimi igermektedir
(Kalefetoglu ve Ekmekgi,2005). Kuraklik stresi, bitkilerde belirli bir siire igerisinde
yitirilen su miktarinin ¢evreden alinan su miktarindan fazla olmasi durumunda
olugsmaktadir. Giderek azalan tarim alanlarinda, strese yol agan olumsuz ¢evre kosullarma
kars1 bitkilerde tolerans gelistirmek bitkisel iiretimde verimliligi siirdiirmek agisindan
onemlidir (Pugnaire vd., 1994). Bunu basarmanin yolu ise genetik modifikasyonlar veya
kimyasal muamelelerdir (Ejaz vd., 2012). Bitki iiretimi stratejisi ve genetik miihendisligi
yontemiyle toleranshi gesitlerin elde edilmesi uzun zaman alan kompleks islemlerdir ve
cogu kez basar1 sinirhdir. Bitki biiyiime diizenleyicilerinin uygulanmasi teknigi ise tolerans
gelistirmede etkili ve basit bir tekniktir. Distan bitki biiylime diizenleyicilerinin yani sira,
enzimatik olmayan antioksidan uygulamalar1 kuraklik stresinin bitki biiylimesi ve verimi
iizerine olumsuz etkilerini azaltmak i¢in basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Dolatabadian
vd., 2009).

Son yillarda askorbat ve glutatyon gibi enzimatik olmayan antioksidan bilesiklerin
disaridan bitkilere uygulanmasi ile stresin etkilerini azaltmaya yonelik c¢aligmalar
artmaktadir. Ornegin kuraklik stresi altindaki aycicegi bitkisine uygulanan askorbik asit,
bitkinin strese olan direncini arttirmis ve stresin bitkiler {izerine olan olumsuz etkisini

azaltmistir (Ebrahimian ve Bybordi, 2012). Benzer sekilde, bir antioksidan bilesik olan



prolinin kuraklik stresi altindaki musir fideleri iizerindeki olumsuz stres etkilerini
iyilestirdigi bildirilmistir (Ali vd., 2007). Arabidopsis thaliana’da yapilan bir ¢alismada ise
disaridan glutatyon uygulanan bitkilerin, kuraklik stresine daha toleransli oldugu
kaydedilmistir (Chen vd., 2012).

Canlilarda bir¢ok antioksidan bilesigin varligi bilinmektedir. Bunlardan biri olan
alfa lipoik asit (ALA), vitamin benzeri bir antioksidan olarak kullanilan insan sagligi igin
yararl bir bilesiktir. Bakterilerden insana kadar, organizmalardaki enerji metabolizmasinda
rol oynayan bir kofaktor olan ALA, bitkilerde solunum ve dolayli olarak karbon
fiksasyonu ve azot asimilasyonunda rol oynamasi bakimindan énemlidir (Taylor vd.,
2004). Kofaktor olan ALA’nin norolojik hastaliklarda kullanildigr ve giiglii bir beyin
koruyucusu oldugu saptanmistir. ALA’nin insanda yaslanmaya kars1 etkili oldugu, seker
hastalarinda ise proteinlere baglanarak proteinlerin sekerlenmesini engelledigi ortaya
konmustur.

Alfa lipoik asit, diger antioksidanlardan farkli olarak hem indirgenmis
(dihidrolipoik asit, DHLA) hem de yiikseltgenmis (lipoik asit) formda antioksidan
Ozelligini koruyabilen bir bilesiktir (Navari-izzo ve Quartacci, 2001). Alfa lipoik asit ve
DHLA bitkilerde antioksidan olarak dort farkli role sahiptir. Birinci rolii; sliperoksit,
hidroksil radikali, hipoklorik asit, peroksil radikali ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen
bilesiklerini (ROS) temizlemeleridir (Packer vd., 1995). Ikinci rolii; organizma stres
kosullarinda glutatyon, askorbat, tokoferol, vitamin C ve vitamin E gibi antioksidanlar1
kullandiginda, yan tirlinlerden antioksidanlar1 tekrar olusturabilmeleridir (Packer vd., 1997;
Navari-izzo ve Quartacci, 2001). Uciincii rolii; metaller ile selat olusturabilmeleridir.
Dordiinciisii i1se okside olmus proteinleri de tekrar eski hallerine doniistiirebilmeleridir
(Navari-izzo vd., 2001; 2002).

Diinyada musir, bugday ve arpadan sonra iigiincii 6nemli besin kaynagidir. Misirin
tanesinden elde edilen nisasta, glikoz ve misirézii yagi da ekonomide ham madde agisindan
biiylik 6nem tagimaktadir. Ayrica iilkemizde musir tarimi hayvansal protein {iretimine
biiyiik olgiide katkida bulunmaktadir. Ulkemizde bugday ve arpadan sonra ozellikle
Karadeniz Bolgesi’nde 600.000 hektar alanda musir tarimi yapilmaktadir (Tanyolag vd.,
2007). Mistr, gesitli sekillerde insan gidasi, hayvan yemi ve endiistri hammaddesi olarak
kullanilan bir bitkidir. 2020 yilina kadar gelismekte olan iilkelerde misira olan talebin
bugday ve pirincin 6niine gegmesi ve yillik musir ihtiyacinm 837 milyon tona kadar artmasi

beklenmektedir (Rosegrant vd., 2001). Artan ihtiyacin ¢ogu, mevcut islenebilir



topraklardaki yogunlastirilmis liretim ile yerel kaynaklardan karsilanacaktir (Rosegrant ve
Cline, 2003). Diinya sicakliginin artis egilimi ve bdlgesel ya da mevsimsel asir1 iklim
degisiklikleri goz Oniine alindiginda kuraklik stresine toleransli misir varyetelerinin
gelistirilmesi 6nem kazanmustir (Saglam, 2011).

Yukarida ifade edildigi gibi ALA’nin insanda bir¢ok hastalik ve stres kosullarina
kars1 kullanildig: bildirilmistir. Bununla beraber yapilan literatiir ¢alismalarinda, ALA’ nin
bitki gelisimi iizerine etkisi ve stres toleransindaki rolii konusunda herhangi bir kayita
rastlanmamistir. Ayrica literatlir c¢aligmalarimizda, kuraklik kosullarindaki bitkilere
disaridan antioksidan bilesiklerin uygulanarak antioksidan enzim aktivitesindeki
degisimlerin incelendigi herhangi bir ¢alisma tespit edilememistir. Bu nedenle mevcut
arastirmada disaridan uygulanan ALA’nin musir bitkisini kuraklik stresinden korumadaki
rolii aragtirilmisgtir. Diisiik konsantrasyonlarda insan sagligina yararli etkisi olan ALA’nin
stres kosullarinda 1iyilestirme saglamak amaciyla tarimda kullamilma potansiyeli
belirlenmeye calisilmistir.  Bu amagla ALA’nin kurakhi§a dayanikli ve hassas misir
cesitlerinde antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz, peroksidaz, katalaz, glutatyon
rediiktaz, askorbat ve glutatyon) aktivitesi, hidrojen peroksit seviyesi, lipid
peroksidasyonu, nispi su igerigi, yaprak su potansiyeli ve bitki kuru agirlig1 lizerine etkisi

incelenmistir.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Canlilarda normal sistemin fonksiyonlarini inhibe etme egiliminde olan ters etkiler
ya da kuvvetler stres olarak tanimlanir (Kadioglu, 2011). Diger taraftan stres ¢ogunlukla,
bitkiler lizerinde olumsuz etki olusturan dissal bir etmen olarak tanimlanmaktadir.

Bitkilerin maruz kaldig1 baslica ¢evresel stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak

iizere iki kisma ayrilabilir. Bu stres faktorleri Sekil 1°de 6zetlenmektedir.
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Sekil 1. Baslica ¢evresel stres tipleri

Bu cevresel stres tiplerinin etkileri birbiriyle iliskilidir. Ornegin, yiiksek sicakliga
dayaniklilik, onunla birlikte meydana gelen kuraklik sartlarina dayanikliliga baghdir. Diger
taraftan donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyonuna dayaniklilig: ile 6nemli derecede
baglantilidir (Hale ve Orcutt, 1987).

Stres etmenlerinin olusturdugu zarar, bitkinin ¢evreye genetik adaptasyon derecesine
bagli olarak degisir. Bu olgu degisik bitkilerin farkli bolgelerde en iyi sekilde yetismelerini
belirleyen temel faktordiir. Diger taraftan, bir bitkinin bazi kisimlar1 (tohumlar, tomurcuk
ve dormant hiicreler) strese dayanikli iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar
ve fideler) duyarli olabilir. Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklari ¢cevreye kismen veya
tamamen uyabilme 6zelligine sahiptirler (Bidwell, 1974). Bu, bitkilerin ortamdaki mevcut
streslere dayaniklilik veya hassaslik 6zelliklerine baghdir.

Strese dayaniklilik mekanizmasi bitkilerde iki sekilde etkili olmaktadir. Bitkiler ya
gelistirdikleri 6nleyici mekanizmalarla stres faktorlerinin etkinligini 6nlemekte (sakinma)
ya da tolerans mekanizmalariyla karsi koymakta ve yasamlarini stirdiirmektedirler (URL-1,
2013). Sakinma, dis ¢evrede stres olusturabilecek kosullar olmasina ragmen bitkinin,

hiicrelerini stres altina sokmayan bir i¢ ortam hazirlamasidir. Diger bir deyisle bitkinin



distan gelen olumsuz faktorlerin etkisini stres olusturmadan 6nleme yetenegidir (Street ve
Opik, 1984). Cogu bitkilerde cesitli kuraklik sakinma mekanizmalar1 gelismistir. Ornegin,
kserofit bitkilerde su kaybin1 azaltan yaprak kivrilmasi, ylizey tiiyleri, alt durumlu stoma ve
benzer mekanizmalar bulunur. Benzer sekilde kaktiis bitkisi, su stresi esnasinda hiicre
icindeki su miktarini koruyarak kurakliktan sakinabilir (Bidwell, 1974). Tolerans ise distan
uygulanan bir strese canlinin dayanabilme yetenegidir. Eger bir bitki stres sonucu olusan
hasarlar1 azaltabilme veya hi¢ hasar olusturmama 6zelliginde ise bu durum tolerans olarak
adlandirilir (Street ve Opik, 1984). Kuraklik toleransma sahip bitkilerin protoplazmasi su
kaybettigi zaman yeniden su alana kadar hayatsal faaliyetlerine devam edebilmesi ise
tolerans mekanizmasina bir 6rnektir. (Hopkins, 1995).

Stres altindaki bitkiler iizerinde calisma yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir.
Birincisi, bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasmm 6grenilmesidir. Ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma
yeteneklerinin Olciilmesi ve dolayisiyla daha verimli {iriin elde edilmesidir. Bilindigi gibi
diinya topraklarmin % 10’undan daha az1 tarima elverislidir. Bu nedenle asir1 olumsuz
sartlardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler
yetistirmeye ihtiya¢ vardir. Daha dayanikli ve toleransh bitkiler yetistirmek icin strese

dayaniklilik ve tolerans mekanizmalarmin bilinmesi gerekir.

1.3. Kurakhk ve Kurakhk Stresi

Kuraklik genel anlamda meteorolojik bir olgu olup, topragin su igerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz donem igin
kullanillan bir terimdir. Yagigsiz donemin kuraklik olusturmasi; topragin su tutma
kapasitesi ve bitkiler tarafindan gerceklestirilen buharlasma veya transpirasyon hizina bagh
olarak gerceklesir (Jones, 1992; Kozlowski ve Pallardy, 1997).

Kuraklik stresi biiylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin cevresel streslerden biri olup
bitkilerde bir¢ok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi olusturmaktadir. Buna bagh
olarak bitkiler, sinirli ¢evresel kosullara adapte olmayr saglayacak bazi tolerans
mekanizmalar1 gelistirirler (Arora ve Mohan, 2002). Kramer (1980)’e gore bu
mekanizmalar kurakliktan sakinma ve kurakliga tolerans gosterme olmak iizere iki ana
baslik altinda incelenebilir. Cogu bitkide cesitli kuraklik sakinma mekanizmalari

gelismistir. Stresten sakinma mekanizmalarindan ilki ¢61 bitkilerinde goriiliir. Ornegin,



¢colde kisa Omiirli olan bitkiler yeterli yagmur periyodu sirasinda biiyilir ve direrler.
Kuraklik periyodunda ise dormant tohumlar meydana getirirler. Diger bir sakinma
mekanizmasi sukkulent bitkilerde goriilir. Bu bitkiler kurakliga karst sukkulent
dokularinda su depolayarak su kaybini en az oranda tutarlar ve bdylece uzun bir siire
canliliklarini siirdiirebilirler (Salisbury ve Ross, 1992). Ornegin herdem yesil ¢ol bitkileri
kuraklik periyodu boyunca dokularindaki turgoru devam ettirebilmek i¢in suda ¢6ziinebilir
maddeleri biriktirerek kurakliktan sakinirlar (Mundree vd., 2002). Diger taraftan, bitkisel
organlar arasinda stresten en ¢ok etkilenen organlardan birisi yapraklar olup, 6zel cevre
kosullarma adapte olmak i¢in bir takim metamorfozlar gecirirler. Ornegin, kurak ortam
bitkileri 151k etkisinden korunmak ve su kaybini1 engellemek i¢in yaprak yiizeyinde tiiy,
kiitikula ve stoma modifikasyonlar1 gibi 6zel yapilar gelistirirler.

Stresten sakinan bitkiler yalnizca orta siddetteki kuraklik stresi durumunda hayatta
kalirken strese toleransh bitkilerde ise ¢ok daha siddetli kuraklik stresi durumunda hayatta
kalabilirler. Kurakliga toleransli bitkiler dehidrasyonu erteleyenler ve dehidrasyona
tolerans gosterenler olmak iizere iki gruba ayrilirlar (Kramer, 1980). Dehidrasyonun
ertelenmesi transpirasyonu azaltan veya su absorbsiyonunu artiran mekanizmalar ile
saglanir. Boylece bitkinin zarar olusturacak derecede diisiik su potansiyeline ulagmasi
Onlenir. Dehidrasyon toleransi ise hiicreler su hasarina ve diisiik su potansiyeline maruz
brrakildiktan sonra bitkinin canliligmi devam ettiren veya biiyliten mekanizmalar1 igerir.
Su hasar1 artarsa hiicreler turgor durumlarimi kaybederler ve bdylece hiicrelerin biiylimesi
smirlandirilir. Ayrica, hiicreler igsel osmotik potansiyellerini ayarlayarak da hiicre biiyiime
ve gelismesini diizenlerler (Hasegawa vd., 1984).

Kuraklik stresine karsi tolerans mekanizmalarindan biri de osmotik ayarlamadir
(Kramer, 1980). Kuraklik stresinin bir sonucu olarak bitkiler, osmolitler olarak bilinen ve
turgorun devamini saglayan maddeleri biriktirirler. Osmotik ayarlama, kuraklik sonucu
turgor Ozelligini kaybeden bitki hiicrelerinin, sakinma mekanizmalarinin yoklugunda
turgoru yeniden kazanmalar1 ve biliylimeyi devam ettirebilmeleri i¢cin bagvurduklart bir
yoldur (Handa vd., 1983). Indirgen sekerler, prolin, betainler, trehaloz, K", fruktanlar,
osmotik ayarlama saglamak i¢in bitkiler tarafindan sentezlenirler (Hasegawa vd., 1984;
Smirnoff, 1998). Yapilan arastirmalar, osmotik ayarlamanin bitkinin tiirine, yasina, stresin
derecesine, ¢evresel sartlara ve strese maruz kalan bdlgeye bagli oldugunu goéstermistir

(Ackerson vd., 1980; Turner vd., 1986). Osmotik ayarlama, stomalarin acik tutulmasi



(Turner vd., 1978; Ackerson vd., 1980; Ludlow vd., 1985) ve fotosentezin devam etmesine
(Ackerson vd., 1980) katki saglar.

1.4. Bitkilerde Kuraklik Stresinin EtKkileri

1.4.1. Oksidatif Etki

Bitkilerdeki oksidatif etki serbest radikallerin Gzellikle reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu igerir. Serbest radikaller eslesmemis elektron iceren molekiiller olup oldukga
reaktiftirler. Her tlirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dis
orbitallerindeki elektronlar sayesinde gergeklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron
bulunmas1 serbest radikallerin reaktivitesini arttirdigi icin, serbest radikaller kimyasal
aktifligi yiliksek molekiillerdir. Bu radikaller plazma membrani, mitokondri ve ER
membranlarinda da olusabilir (McKersie ve Lehsem, 1994). Bununla birlikte, suyun kisitl
oldugu durumlarda, bitki daha fazla su kaybetmemek i¢in, genellikle stomalarini kapatir.
Bu durum fotosentez i¢in gerekli CO2’nin aliniminin kisitlanmasina neden olur ve bdylece
fotosentetik kuantum verimi azalir. Bu nedenle fotosentezdeki elektron akseptdrii NADP*
kisith hale gelir ve ferrodoksin NADP yerine oksijeni rediikler ve PS I’in elektronlar1
O7’ye transferi sonucunda reaktif siiperoksit radikali (O2"), tiretilir (Mehler reaksiyonu)
(Tambussi vd., 2000). Bir¢ok tiirde kuraklik stresi altinda artan siiperoksit iiretim hiz1 lipid
peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonug olarak membranlarm biitiinliyle zarar
gormesine neden olur (Sgherri vd., 1996). Siiperoksit tek basina ¢ok fazla reaktif olmayip,
H,0O, ve OH radikallerini olusturmak suretiyle etkili olur (Halliwell ve Gutteridge, 1989).
Stiperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil radikalini olusturmak tizere tepkimesi sirasinda
(Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir ya da bakir gibi diger gegis metalleri, bu
reaksiyonlar1 hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da artirabilir (Fenton reaksiyonu)
(Smirnoff, 1993). Serbest radikaller, hem indirgen hem de yiikseltgen olarak bazen de her
iki etkiyi birlikte gostererek hiicre hasarma neden olurlar. Serbest radikallerin DNA,
hiicresel proteinler ve lipidler tizerinde de zararh etkileri vardir.

Serbest oksijen radikalleri genellikle hidroksil, hidrojen peroksit, singlet oksijen,
peroksit radikallerinden olusur. Bu radikallerin yarilanma Omiirleri birka¢ mili saniye ile

dakikalar hatta saatler arasinda degisebilmektedir.



1.4.1.1. Hidrojen Peroksit (H,05)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
stiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Stiperoksitin olustugu yerlerde 6nemli miktarda H,O;, de tretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri H,O2’nin iiretiminden sorumludur. H>O; nin iiretildigi baska bir kaynak
fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica
biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri swrasinda ve genellikle flavoproteinlerle gercgeklestirilen reaksiyonlarla da
olusturulur. Diger taraftan plazma membrani1 ve ekstrasellular matriks H,O;’nin tretildigi
diger onemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). H;O;’nin oksitleyici bir tiir olarak
bilinmesinin nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarmin varliginda hidroksil radikalinin
onciilii olarak davranmasidir. H,O, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir
ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarmni olusturur.
Bu formdaki demir ¢ok giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici ozelligi nedeniyle
biyolojik sistemlerde olusan H3O,’nin ortamdan uzaklastirilmas1 gerekir. Bu gorevi
hiicrelerdeki 6nemli antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir

(Halliwell, 1984).

1.4.2. Mekanik Etki

Bitki hiicrelerinden belirgin bir su kaybi1 gerceklestigi zaman bitkide turgor
azalmasiyla kendini gdsteren birincil strestir (Lewitt, 1980). Plazma membraninin yapisi
hiicredeki sulu ortamin bir sonucudur. Bu yapt membrandaki hidrofobik fosfolipid
kuyruklarin su tarafindan itilmesiyle olusur (sivi-kat1 faz). Hiicreden su kaybiyla beraber,
membran yapisi degisiklige ugrar; fosfolipidlerin hidrofilik bas kisimlar1 birbirine yaklasir
ve membranlar kompakt bir goriintii alir (Jel fazi). Bu yeni yapida membran lipidleri sivi-
kat1 fazinda oldugundan daha az kinetik enerji ile lateral ve rotasyonal harekete sahiptir. Su
kaybia bagli olarak hiicre hacmi de azalir ve plazma membrani hiicre ¢eperinden ayrilarak
plazmodesmalar aracilifiyla iligkisini siirdiiriir. Gerilim altindaki plazma membrani ve
tonoplastta gergeklesen ¢okme, yirtilmalara yol agabilir (McKersie ve Lehsem, 1994) ve

bu durum, zarlar iizerinde yerlesmis olan hidrolitik enzimlerin serbest kalmasi ve



dolayisiyla sitoplazmanin otolizi ile sonuglanabilir (Salisbury ve Ross, 1992) Bu etki,

normal hiicresel metabolizmay1 genelde kalic1 olarak bozar.

1.4.3. Metabolik Etki

Hiicre igeriginin biiyiik bir kismin1 olusturmasi, tagiyict olmasi, hiicresel reaksiyonlar
ve islevler i¢in ¢Ozilicii rolii oynamasi gibi fonksiyonel 6zelliklerinden dolay:r suyun,
hiicreden kayb1 durumunda, normal regiilasyon devam edemez ve metabolizma bozulur. Su
kaybma baglh olarak gerceklesen iyon birikimi, membran biitiinliigliniin proteinlerinin
yapisimin bozulmasina yol agarak hiicreye zarar verebilir. Su kayb1 sonucunda, proteinlerin
yapisinda bulunan hidrofobik ve hidrofilik aminoasitlerin su ile etkilesimleri bozulur
(Campbell, 1991) ve bu durum protein denatiirasyonlarma neden olur (Bray, 1997;
Kalefetoglu ve Ekmekgi, 2005). Proteinlerin pargalanmasiyla dokularda aminoasitler
birikir ve enzim inhibisyonlar1 ortaya ¢ikar. En dnemlisi NH3 gibi toksik bir bilesik ortaya
¢ikar. NHj3 bitkide metabolik dengenin bozulmasina neden oldugu gibi suyun yukar1 dogru
tasinmasina da engel olarak iki yonlii zarar verir. Kuraklik stresi sirasinda hasar goren
diger yapilar DNA ve RNA gibi niikleik asitlerdir. Kessler (1961)’e gore kuraklik stresine
maruz kalmis olan bitkilerde RNAaz aktivitesi artmakta ve bu da enzimin bagh
durumundan serbest duruma ge¢mesinden kaynaklanmaktadir. Kuraklik stresi altinda
bitkilerde hormonal dengelerde de bir takim degisiklikler meydana gelir. ABA miktar1
artarken, sitokininlerin, GA’nin ve IAA’nin miktarlar1 azalmaktadir (Cirak ve Esendal,

2006).

1.4.4. Kurakh@m Antioksidan Sistem Uzerine Etkisi

Antioksidan terimi, zararli bir forma doniismeksizin reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ni
temizleyebilen bilesikler i¢cin kullanilmaktadir. Bitki dokular1 stres kosullarinda hiicreleri
ROS etkisinden korumak i¢in, bazi enzimler (sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
rediiktaz, peroksidazlar) ve diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar (glutatyon, askorbat,
karotenoidler, tokoferoller) ihtiva ederler. Antioksidan enzimler koordineli bir sekilde
ROS’lar1 temizlerler veya onlar1 daha az toksik olan bilesiklere metabolize ederler. Bitkiler

biitiin hiicre alt yapilarinda antioksidan sisteme sahiptirler.
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Yapilan literatiir aragtrmalarina gore kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin,
antioksidan savunma sistemlerinin bazilarinin ya da tamammin aktivasyonu ile oksidatif
stresin istesinden geldikleri bildirilmistir. (Srivalli vd., 2003; Jung, 2004; Pinheiro vd.,
2004; Ramachandra vd., 2004).

1.4.4.1 Antioksidan Enzimler

1.4.4.1.1. Peroksidaz (GPX)

Peroksidazlar (POD, EC 1.11.1.17) bitkilerde yaygin olarak bulunan ve hem grubu
ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. POD’lar ¢oklu molekiiler formlara ve genis bir
hiicre alt1 dagilimimna sahiptirler. Bitki hiicrelerinde POD esas olarak, hiicre g¢eperinde,
vakuollerde, membrana bagli ribozomlarda ve bitki dokularmin ekstrasellular alanlarinda
bulunurlar. Hiicre ¢eperine bagli olan peroksidazlar ¢oziinebilir, iyonik baglh ve kovalent
bagl formlarda mevcutturlar. Peroksidazlarin bir¢ok fizyolojik olayla iligkili oldugu ve
metabolizmada aktif bir rol oynadig1 belirlenmistir.

Bitki hiicrelerindeki ¢eperin uzama kabiliyeti, lignin biyosentezi ve oksin
katabolizmasiyla iligkisinin olmasmin yani sira en O6nemli fonksiyonu H>O;’nin
parcalanmasini katalizleyerek antioksidan savunma sistemine katki saglamalaridir. Stres
altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Gaspar vd., 1991).
Ornegin Arabidopsis bitkisinde yapilan bir ¢alismada kuraklik stresine maruz birakilan
bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Peroksidaz aktivitesi, dig kaynakli
sinyallere ve zor ¢evre kosullarina cevap olarak hizli bir sekilde degisebilir. Peroksidazlar
hidrojen vericisi olarak birgok organik ve inorganik substrati kullanarak H»0,’yi
temizlerler ve H* vericisi olarak kullandiklar1 substrata gore isimlendirilirler. Guaiakol
peroksidazlar guaiakole olan yiiksek spesifikliklerine ragmen baska bircok substrati
elektron vericisi olarak kullanabilirler.

Kuraklik stresi kosullarinda musir bitkisinde yapilan bir calismada guaiakol
peroksidaz aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir (Zhang vd., 1995). Benzer sekilde orta
siddette kuraklik stresine maruz birakilan ¢eltik bitkisinde guaiakol peroksidaz
aktivitesinin kontrole gore arttigi, fakat agwr kuraklik kosularinda aktivitenin azaldigi

belirlenmistir (Sharma ve Dubey, 2005).
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1.4.4.1.2. Askorbat Peroksidaz (APX)

Hidrojen peroksiti parcalarken substrat olarak askorbati kullanan enzimler askorbat
peroksidazlar (APX, EC 1.11.1.11) olarak adlandirilirlar. APX’lerin bitki hiicrelerinin
sitoplazma ve kloroplastlarindaki  H20,’nin  temizlenmesinde etkili  olduklari
diistiniilmektedir (Dalton vd., 1987; Asada, 1992). Bu enzimin Kloroplastlarda tilakoid
membrana bagli ve stromada bulunan formlar1 vardir (Chen ve Asada, 1989; Miyake ve
Asada, 1992). Bu formlar elektron verici olarak askorbat icin spesifik olup, askorbatin
yoklugunda asir1 derecede kararsizdirlar (Miyake ve Asada, 1996). Askorbat peroksidazlar
yaygin sekilde calisilan guaiakol peroksidazlara benzemesine ragmen H™ vericisi olarak
askorbata olan yliksek spesifikliklerinden dolay: aralarinda farkliliklar vardir (Nakano ve
Asada, 1987). Sitoplazmada bulunan askorbat peroksidazlar, kloroplasttakine benzer ancak
askorbat yoklugunda daha fazla kararli olup askorbattan baska elektron vericilerini de
kullanabilir.

Kuraklik stresine maruz kalan duyarli bugday c¢esitlerinde askorbat peroksidaz
aktivitesinin uyarildigi, toleransli bugdayda ise sadece yiiksek stres yogunlugunda arttigi
kaydedilmistir (Sgherri vd., 2000). Benzer sekilde orta siddetli kuraklik stresine maruz
birakilan ¢eltik  bitkisinde artan askorbat peroksidaz aktivitesinin H2O,’nin

detoksifikasyonunda anahtar bir rol oynadigi kaydedilmistir (Sharma ve Dubey, 2005).

1.4.4.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) siiperoksit serbest radikalinin hidrojen
peroksit ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir (Fridovich, 1986; Elstner,
1987). SOD, ilk kez Mann ve Kleilis (1938) tarafindan izole edilmis ve baslangigta bir
bakir depo proteini oldugu diisiiniilmiistiir. Bu enzimin katalitik fonksiyonu kesfedilene
kadar eritrokuprein, indofenol oksidaz ve tetrazolium oksidaz gibi isimlerle
adlandirilmigtir. Canli organizmalar SOD ile siiperoksiti uzaklastirr ve Haber-Weiss
reaksiyonuyla hidroksil radikalinin olusum riskini azaltir. SOD, siiperoksit anyonlarini
uzaklagtirmasina ragmen toksik bir oksijen tiirevini (O2) digerine (H20O,) doniistiiriir
(Mehlhorn vd, 1996). Bu reaksiyon sonucu olusan H;0,, fotosentezin giiclii bir
inhibitoriidiir ve kloroplast fonksiyonu i¢in risk olusturur. Bu toksik iiriin peroksidazlar

tarafindan temizlenebilir. SOD biitiin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis oksijen iireten
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biitiin hiicre alt yapilarinda bulundugu igin oksidatif strese karsi savunmada merkezi bir
roliiniin oldugu diisiiniilmektedir (Bowler vd., 1992).

Yapilan galigmalarda; SOD’larin ifadesindeki artiglarin biyotik ve abiyotik strese
bagl olusan oksidatif stresle basa ¢ikmada ve bitkilerin stres kosullar1 altinda canliligi
stirdiirmesine katki saglamada 6nemli rolleri oldugu ileri siiriilmiistiir. Morus alba L. (dut),
Cicer arietinum L. (nohut) ve Lycopersicum esculentum (domates) gibi bir¢cok bitkide
cesitli stres kosullar1 altinda gergeklestirilen ¢alismalarda SOD aktivitesinde artislar
meydana geldigi gozlenmistir (Harinasut P vd., 2003, Attia H vd., 2009). Diger taraftan
SOD’un hiicre membran proteinleriyle iliskisi oldugu diisiiniilmektedir (Ogawa vd., 1997).

1.4.4.1.4. Katalaz (CAT)

Stres kosullar1 altinda olusan zararli H,0,’in H,O ve O;’e direkt olarak doniisiimiinii
saglayarak hiicreleri strese kars1 korumada gorevli en 6nemli enzimatik antioksidanlardan
biridir. Katalaz yiiksek konsantrasyonlardaki H,O, nin iki elektronunu kullanarak su ve
oksijene indirgenmesini katalizleyen, tetramerik demir porfirin i¢eren ve yiiksek molekiil
agirhigma sahip bir enzimdir. Ayn1 zamanda katalaz, disik H,O, konsantrasyonlarmda
alkoller, askorbat ve fenol iceren indirgenmis substratlar1 kullanarak peroksidatif aktivite
gosterebilir (Chaudiere ve Ferrari-lliou, 1999).

Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiiksek 151k yogunlugu ve stresli bitki
hiicrelerinde olusan H,O,’nin yiiksek konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Feierabend
vd., 1992; Streb vd., 1993). Siyanid, azid, siiperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan
da katalaz aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmistir (Fridovich, 1986). Ayrica H,O;’ye
olan zayif affinitesi bu enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Foyer vd., 1994). Katalazin
biiylik bir kismi, peroksizomlarda ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur.
Katalazin  bitki dokusunda H;O;’in uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynadigi
diistiniilmektedir (Patykowski ve Urbanek, 2003). Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler
oksijen mevcudiyetinde H,O,’in ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek
Ozellikle membranlarda olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemektir
(Chaudiere ve Ferrari-Ilioui, 1999).

Yiiksek bitkilerde tanimlanmis ¢ok sayida katalaz izozimi; Hordeum vulgare’de
(arpa), Helianthus annuus L.’ta (aygicegi), Brassica oleracea L. ’da (karnabahar) ve Zea

mays L.’da (musir) calisilmistir. Elde edilen veriler neticesinde enzimin farkli stres
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kosullar1 ve farkli bitkilerde degisik diizeylerde koruma sagladigi gézlenmistir (Polle A.
vd., 1992; Azevedo RA vd., 1998). Kuraklik stresinde yetistirilen bugday cesitlerinde
yapilan bir ¢alismada antioksidan enzimlerdeki degisimler arastirilmig ve katalaz enzim

aktivitesinin 6nemli derecede arttig1 bildirilmistir (Sairam vd., 1998).

1.4.4.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) elektron verici olarak NADPH’1 kullanan
oksitlenmis glutatyonun (GSSQG), indirgenmesini (GSH) katalizleyen bir enzimdir (Scruton
vd., 1990; Creissen vd., 1994). GR’nin hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda
bulundugu belirlenmis olup (Creissen vd., 1994) ilk defa eritrositlerde ve mayalarda tespit
edilmistir (Meldrum ve Tarr, 1935). GR hem gimnospermler hem de angiospermlerin dahil
oldugu bircok bitkide calisilmistir (Creissen vd., 1994). GSH’in antioksidan 6zelliginden
dolayi, glutatyon rediiktaz hiicrenin antioksidan kapasitesinin devamlilig1 i¢in onemlidir
(Meister, 1983; Creissen vd., 1994).

Glutatyon rediiktaz, bitkilerin kuraklik, yliksek oksijen basinci ve hava kirleticileri
tarafindan tretilen oksidatif stresin olumsuz etkilerinin diizeltilmesine ve strese karsi
direng saglanmasina katkida bulunur (Sairam vd., 1997). GR enzimi GSSG’yi GSH’a
indirgerken, NADPH’1 kullanmakta ve boylece CO; fiksasyonu azaldig1 zamanlarda,
NADPH/NADP" oranmnmn ayarlanmasma yardimei olmaktadir. Bu nedenle GR tarafindan
GSSG’nin GSH’a indirgenmesi, oksidan temizlenmesinde biiylik bir adim olarak kabul
edilmekte (Creissen vd., 1996) ve oksidatif strese karsi korunmada GR’nin 6nemli bir
enzim oldugu disiiniilmektedir (Aono vd., 1995). Nitekim, yapilan ¢esitli calismalarda
oksidatif stres durumunda bu enzim aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir (Mehlhorn vd.,

1987; Pastori ve Trippi, 1992; Edwards vd., 1994).

1.4.4.1.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR)

Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR, EC 1.6.5.4), bitkilerde ilk kez 1951
yilinda bulunmasina ragmen (Matthews, 1951), bu enzimin izolasyonu ve karakterizasyonu
son yillarda yapilmistir (Arrigoni vd., 1981; Kow, 1982a, 1982b; Hossain vd., 1984;
Hossain ve Asada, 1984). MDHAR aktivitesi, askorbik oksidaz ve L-askorbik asit veya
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askorbat peroksidaz ve L-askorbik asit gibi monodehidroaskorbat olusumuna neden olan
bir sistem varliginda NAD(P)H’1n oksidasyonu ile belirlenir. MDHAR’in NADH’a olan
ilgisi NADPH’a olandan iki kat daha fazladir (Hossain ve Asada, 1984; Sano vd., 1995) ve
elektron vericisi olarak NADH’1 kullanr. MDHAR, NAD(P)H araciligiyla
monodehidroaskorbatin (MDHA) askorbata indirgenmesini katalizler (Hossain ve Asada,
1984).

Monodehidroaskorbat rediiktaz, bir¢ok bitkide, hayvanda, mantar, alg ve tek hiicreli
canlilarda bulunmustur (Arrigoni vd., 1981; Hossain ve Asada, 1984). Bitkilerde
kloroplastlarda (Hossain vd., 1984), glioksizomlarda (Bowditch ve Donaldson, 1990),
peroksizomlarda (Jimenez vd., 1997), mitokondri ve sitozolde (Yamamuchi vd., 1984)
bulundugu belirlenmistir. Kloroplastlardaki MDHAR, stromaya yerlesik olarak bulunur ve
yapist tilakoid membrana bagli APX’e cok benzerlik gosterir.

Reaktif oksijen tiirlerini temizlemede ASC’nin antioksidan aktivitesinin siirmesi i¢in
MDHA’dan ASC’nin olusumu 6nemlidir. MDHA, kendiliginden ya da NAD(P)H’1
indirgeyici ajan olarak MDHAR tarafindan askorbata indirgenir. Bircok enzim MDHA
tarafindan inaktive edilir. Bu yiizden hiicrelerde MDA radikalinin  diistk
konsantrasyonlarda tutulmasi gereklidir. MDHAR, ASC {retmek igin MDHA’nin
indirgenmesini katalizleme kapasitesine sahip olan tek enzimdir.

Monodehidroaskorbat rediiktaz’in ROS’lar1 temizlemedeki anahtar roliine ek olarak,
bitki hiicrelerinin uzamasi ve hiicre boliinmesinde, tohum ¢imlenmesinde rol oynadigi
rapor edilmistir. (Cakmak vd., 1993; Arrigoni, 1994). Su stresi altindaki bitkilerde
MDHAR sentezinin artmasi, oksidatif stresin etkisini azaltmak i¢in bitkinin gosterdigi
temel cevaplardan biridir. Ornegin, yapilan calismalarda kuraklik stresi esnasinda geltik
bitkisinde MDHAR aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Benzer
sekilde kuraklik kosullarinda bezelye (Pisum sativum) yapraklarmm mitokondri ve
peroksizomlarmda MDHAR aktivitesinin oldukga yiiksek oldugu rapor edilmistir (Jimenez
vd., 1997).

1.4.5. Yaprak Su Potansiyeli

Yaprak su potansiyeli, bitkinin igsel su durumunu tanimlayan ve kolaylikla
Olciilebilen bir parametredir. Stres ile ilgili caligmalarda ve bitki-su iligkilerinin incelendigi

caligmalarda, temel parametre olan yaprak su potansiyeli, bitkinin gelismesini devam
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ettirebildigi kritik su diizeyinin saptanmasinda 6nemli bir 6zelliktir. Cilinkd diisik yaprak
su potansiyeli degerinde yaprak turgoritesinin devam etmesi, biiyiime ve gelismenin az da
olsa gergeklestigini gostermektedir. Turgor potansiyelinin diizenlenememesi sonucu bu
degerdeki azalma, yaprak su potansiyelinin diigmesine, dolayisiyla biiyiimenin durmasina
neden olmaktadir (Kaynas vd., 1995).

Biiylime periyodundaki musir bitkisinde yaprak su potansiyelinin -0,6 ile -0,7
MPa'dan diisiik olmamas1 gerektigi ileri siiriilmiistiir (Padurariu vd., 1969). Ornegin,
sekerpancarinda bu deger -0,5 MPa olarak kaydedilmistir. Karnabahar bitkisinde de bakir
stresi kosullar1 altinda transpirasyon hizinda ve su potansiyelinde onemli 6lciide azalma
gozlenmistir (Chatterjee ve Chatterjee, 2000). Grzesiak vd. (2007) tarafindan misir bitkileri
ile yapilan ¢aligmada kuraklik stresi sonucunda yaprak su potansiyelinde azalma oldugu
belirlenmistir.

Benzer bicimde Guoth vd. (2009) bugday cesitlerinde su potansiyelinin kurakliga
cevap olarak hizli bir bicimde azaldigmi gozlemislerdir. Misir bitkisinde su stresinin
artmastyla stoma iletkenliginin, yaprak su potansiyelinin ve osmotik potansiyelin azaldigi
ve stoma iletkenligi ile yaprak su potansiyeli ve osmotik potansiyel arasinda pozitif bir
korelasyonunun oldugu rapor edilmistir (Premachandra vd., 1992). Benzer sekilde, Olea
europaea’da kurakligin stoma iletkenligini ve yaprak su potansiyelini diisiirdiigii ve stoma
iletkenligi ile yaprak su potansiyeli arasinda pozitif bir iliskinin oldugu kaydedilmistir
(Giorio vd., 1999). Kurak kosullarda yetistirilen nohut bitkisi tizerine donemsel kurakligin
etkilerini belirlemek ic¢in yapilan bir calismada susuz kosullarda yetistirilen bitkilerde

yaprak su potansiyelinin -3 MPa’1n altina diistiigii gozlenmistir (Leport vd., 1999).

1.4.6. Nispi Su I¢erigi (NSI)

Nispi su igerigi (NSI), bitkinin su durumunun genel bir ifadesidir (Sivaramakrishnan
vd., 1988). Diger bir deyisle yapragin su durumunu ve dokunun metabolik aktivitesini
yansitan bitkideki su miktarinin alternatif bir dl¢iimiidiir (Flower ve Ludlow, 1986). Su
potansiyeline benzer olarak nispi su igerigi de bir ¢ok cevresel parametreden etkilenen
transpirasyon ve topraktan su alinimi arasindaki dengenin saglanmasma karsi oldukca
duyarhdir (Sivaramakrishnan vd., 1988). Kuraklik etkisi ile bitkilerde yapraklarin nisbi su
iceriginin diismesi fotosentez oranini azaltmaktadir (Lawlor ve Cornic, 2002). Stres

calismalarinda NSI’nin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir.
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Bugday cesitleri (Sairam vd., 2001) ve aygigceginde (Sgherri ve Navari-1zzo, 1995)
NSI su stresinin artmasiyla azalir. Stres esnasinda dayanikli rklarmn nispi su icerigindeki
azalisin hassas olanlara nazaran daha az oldugu bilinmektedir. Ornegin, Pastori ve Trippi
(1992), NSi’nin iki nmusir kiiltivarinda kuraklik periyodu esnasinda azaldigini ve bu azalisin
hassas olan wrkta dayanikli olana gore dnemli derecede fazla oldugunu rapor etmislerdir.
Bugday bitkisinde yapilan diger bir calismada da toleransli olan kiiltivarin hassas olanla
karsilastirildiginda, stres periyodu esnasinda daha fazla NSI’ye sahip oldugu goriilmiistiir
(Sgherri vd., 2000). Sogan (Allium cepa) bitkisinde yapilan bagka bir ¢alismada ise
NSi’nin kontrol ile karsilastirildiginda % 25 oraninda azaldig: tespit edilmistir (Egert ve
Tevini, 2002).

1.4.7. Bitki Kuru Agirhg

Kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerde, bitki kuru agirhiginda azalma oldugunu
bildiren birgok arastirma bulunmaktadir (Srivalli vd. 2003; Jung 2004; Lazaridou ve
Koutroubas, 2004; Maggio vd., 2005). Kuraklik siiresince iiretimin sinirlanmasi ve
fotoasimilatlarin tiiketimine bagl olarak karbonun yapraklardaki ve tiim bitkideki miktar1
kacmilmaz sekilde degismekte ve bu da kuru agirlikta azalmaya neden olmaktadir. Govde
kuru agirh@indaki azalmanin fotosentetik CO, asimilasyonundaki ve klorofil igerigindeki
azalmaya bagli oldugu da bildirilmistir (Mohsenzadeh vd., 2006).

Kuraklik stresi sonucu hiicrede meydana gelen su kaybi, plazma membraninda
olusan ¢okme ve serbest kalan hidrolitik enzimler sitoplazmanin otolizine neden olmakta,
sonugta biiyiimede yavaslama ve turgorda azalma meydana gelmektedir (Kalefetoglu ve
Ekmeke¢i, 2005). Alexieva ve ark. (2001)’ nin bugdayda ve Tsuji ve ark. (2003)’nin
sorgumda yaptiklar1 ¢alismalarda, kuraklik stresi sonucu bitkilerin yas ve Kkuru

agirliklarinda kayiplar olustugunu vurgulanmaistir.

1.4.8. Lipid Peroksidasyonu

Tiyobarbitiirik asitle Olgiilen malondialdehid (MDA), oksidatif hasar1 gdstermede
yaygm olarak kullanilan bir parametredir (Yilmaz ve Bahgecioglu, 2000). Stres etkisiyle
Olusan serbest radikaller bitkilerde lipid peroksidasyonunu bagslatabilir (Thompson vd.,
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1987). Lipid peroksidasyonu olay1, membranda bulunan ve ¢ift bag tasiyan doymamis yag
asitlerinin (RH), reaktif oksijen tiirleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehidler, hidroksi
yag asitleri gibi cesitli lriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipit hidroperoksitlerinin
(ROOH) yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler, ya hiicre diizeyinde
metabolize edilirler, ya da baslangictaki etki alanlarindan diffiize olup, hiicrenin diger
boliimlerinde de peroksidasyonun baslamasina neden olurlar (Yilmaz ve Bahgecioglu,
2000).

Ug veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehid
(MDA) meydana gelir (Smirnoff, 1993). Malondialdehit, membran bilesenlerinin ¢apraz
baglanmasina ve polimerlesmesine neden olarak, membran biitiinliigiiniin bozulmasina ve
hiicrenin elektrolitlere permeabilitesinin artmasina yol agmaktadir (Tarin vd., 1998). Lipid
peroksidasyonu oksidatif stres sonucunda olusan malondialdehit (MDA) igerigine
bakilarak belirlenir (Iriyogen vd., 1992) ve yaprak senesensi esnasinda dnemli bir degisim
olarak diisiiniiliir (Thompson vd., 1987). Stres altinda lipidlerin oksidasyonu iki veya 3 kat
artabilir. Ornegin celtik siirgiinlerinde (Yordanov vd., 2000), bugday genotiplerinde
(Sairam vd., 2001) ve seker kamis1 yapraklaridaki (Smirnoff, 1993) kuraklik stresi lipid
peroksidasyonunu artirir. Lipid peroksidasyonunun diisiik seviyede olmasi 6zellikle SOD
ve peroksidaz gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitesinin yiiksek seviyede tutulmasmin
bir sonucu olabilir (Fu ve Huang, 2001).

Ayrica lipid peroksidasyonunun bitkilerin strese toleransi ile iligkili oldugu bilinir.
Ornegin su stresine maruz birakilmis bugday ve musir gesitlerinde su stresi sartlar1 altinda
MDA igerigi artarken hassas genotiple karsilastirildiginda strese toleransli genotiplerde
diisiik oranda lipid peroksidayonu meydana gelir (Sairam vd., 1998). Bugday bitkisine
uygulanan su stresinin lipid peroksidasyonunda artiga, membran stabilitesinde ise

azalmayla sonuglandig: bildirilmistir (Sairam ve Saxena, 2000).

1.5. Masir Hakkinda Genel Bilgiler

Misir, Poaceae (bugdaygiller) familyasina ait monokotiledon bir bitkidir. Poaceae
familyas: igerisinde c¢iceklenme bigimi bakimindan diger tiirlerden farkhdir. Cigekleri
monoik yapida olup, erkek (tepe piiskiilii) ve disi ¢igekler (kogan) ayni bitki tizerinde fakat
farkl: yerlerde bulunmaktadir. Misir, 2n=20 kromozomlu olup diploid bir bitkidir. Bitkinin

sistematikteki yeri asagidaki sekilde olup, musir, genis adaptasyon kabiliyeti nedeniyle
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Diinya’nin farkh bolgelerinde kiiltiirii yapilabilmektedir. 50° kuzey enleminden 50° giiney
enlemlerine, deniz seviyesi ile 3000 m ye kadar olan yiiksekliklerde ve ayrica bir¢ok
toprak tipinde tarimi yapilabilmektedir (Morris, 2002).

Muisir, genis bir kullanim alani olmasi nedeni ile diger tahillara gére oldukga farkli bir
konuma sahiptir. igerdigi zengin besin maddeleri ile misir, hem insan hem de hayvan
beslenmesinde kullanilir. Misir danesinin yapisinda ticari degere sahip bircok kimyasal
bilesik vardir. Olgun bir misir danesi %70-75 nisasta, % 8-10 protein ve % 4-5 yag igerir
(Earle vd., 1946). Misir, nisasta protein ve yag kaynag: olarak kullanilmasinin disinda
diger bircok kullamim alanlar1 (glukoz; igeceklerde ve regel yapiminda, etanol; biodizel
yakit, plastik yapiminda ve bunun gibi) ile de dikkat ¢ekmektedir. Bir¢ok kullanim alani
nedeniyle bugiin; kogan uzunlugu ve sekli, tane biiyikligi ve sekli, dane rengi, yapisi,
aromasi ve lezzeti, pisirim kalitesi, endospermi, yag, protein ve nisasta igerigi gibi birgok

farkl 6zelliklere sahip farkli misir ¢esitleri gelistirilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyalin Saglanmasi, Stres ve ALA Muamelesi

Kuraklik stresine hassas (Akpinar) ve dayanikli (Helen) oldugu bilinen iki farkli
musir (Zea mays L.) cesidine ait tohumlar sirasiyla Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii
ve Advanta Tohumculuk’dan temin edildi. Kullanilacak ALA miktarmi belirlemek
amaciyla 0,002 mM, 0,02 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 1 mM ve 2 mM ALA konsantrasyonlar1
ile 6n denemeler yapildi ve 6n denemeler sonucunda tohumlarin ¢imlenme oranlarina
bakilarak etkili konsantrasyonun 0,02 mM ALA olduguna karar verildi.

Tohumlar toprak igeren esit biiyiikliikteki saksilara (yiikseklik 14 cm, iist cap 16 cm,
alt cap 11 cm) dikildi. Fideler saksilara iki giinde bir su verilerek 16 saat 151k, 8 saat
karanlik, 21°C sicaklik ve 400 m™s™' 151k yogunluguna sahip iklim odasinda 25 giin
biiyiitiildiikten daha sonra fideler iki gruba ayrilarak topraktan 2 cm yiikseklikte olacak
bicimde govdelerinden kesilerek hasat edildi. Birinci gruba 8 saat boyunca Hoagland besin
soliisyonunda 0,02mM 6n ALA uygulamasi yapilirken, diger gruba sadece Hoagland besin
soliisyonu uygulamasi yapildi. Her bir grup yeniden ikiye ayrilarak, bir grup sadece
Hoagland besin soliisyonunda, diger grup ise %10 PEG6000 igeren besin soliisyonunda 1

giin bekletildi. Bitkilerden yaprak numuneleri alinarak asagidaki 6lgiimler yapildi.

2.2. Yaprak Su Potansiyelinin Belirlenmesi

Yaprak su potansiyeli C52 termocouple psikometre cihazi ile belirlendi (Wescor,
Inc., Logan, UT USA). Bitkilerin en gen¢ yapragmnm genis yiizeyinden 6 mm ¢apinda
alinan diskler, cihazin C52 sensoriine yerlestirildi. Numunelerin yaprak su potansiyelleri
belirlenmeden 6nce cihaz 60 dakika kalibre edildikten sonra okumalar psikometrik
modunda Wescor PSYPRO su potansiyeli veri kayit cihazi ile kaydedildi. Yaprak su
potansiyel degerleri MPa olarak ifade edildi.
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2.3. Nispi Su I¢erigi Tayini (NSI)

Nispi su igerigi tayini Castillo (1996)’a gore yapildi. Bitkilerin yapraklarinin taze
agirhiklar: 6lgiildiikten sonra +4°C’de 24 saat deiyonize suda bekletilerek turgid agirliklar:
alindi. Daha sonra Ornekler 65°C’ye ayarli firinda 48 saat bekletilerek kuru agirliklar:

kaydedildi ve asagidaki formiilde yerine koyularak nispi su igerikleri (NSI) belirlendi.

Nispi Su Igerigi (%) = (Taze Agirhk-Kuru agirlik/Turgid agirhk —Kuru agirhik) x100

2.4. Yapraklarda Kuru Agirhik Tayini

Toplam kuru yaprak agirligi, 24 saat boyunca 80 °C’lik etiive birakilan yapraklarla
belirlendi. Veriler, g kuru agirlik basina mg olarak ifade edildi.

2.5. Lipid Peroksidasyonu Tayini

Lipid peroksidasyonu Heath ve Packer (1968) tarafindan belirlenen metoda gore
hesaplandi. Bu metoda gore lipid peroksidasyonunun son iiriinii olarak MDA ’y1 kabul eden
tiyobarbiitirik asit testi kullanildi. 1 g bitki 6rnegi, % 20 trikloroasetik asit ve % 0,5
tiyobarbiitirik asit iceren 10 ml ¢ozeltide homojenize edildi. Homojenat 95 °C de 30 dakika
inkiibe edildi ve 10 000 g de 10 dakika santrifiijlendi. 532 ve 600 nm de siipernatantin
absorbans okundu, 600 nm deki spesifik olmayan absorbans ¢ikarildi. Kirmizi renkli
MDA-TBA kompleksinin miktarindan lipid peroksidasyon degisimleri hesaplandi ( € =155

mMZem™).
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2.6. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Tayini

2.6.1. Enzimler icin Ekstrakt Hazirlanmasi

Yapraklardan alinan numunelerden 0,5 g tartildi ve sivi azot igerisinde toz haline
getirildi. Daha sonra 5 ml ekstraksiyon tamponu (50mM potasyum fosfat, 1 mM EDTA
pH 7,0, % 1 PVPP) icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt +4°C’de 20000 g’de 20 dakika

santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildi.

2.6.2. Guaiakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesinin Tayini

Guaiakol peroksidaz aktivitesi, Urbanek vd., (1991)’in yontemine goére belirlendi.
Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA, 5 mM
guaiakol, 15 mM H,0; ve 50 ul enzim ekstrakti igeren 2 ml’lik reaksiyon karsiminin 470
nm’de 1 dak. siireyle Ol¢lilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi 26,6

mM™cm™ epsilon katsayisinin kullanilmastyla hesapland.

2.6.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6) aktivitesi, Aebi (1983)’nin yontemine gore belirlendi.
Enzim aktivitesi, 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H,0; ve 20 ul enzim
ekstrakt1 igeren 1 ml’lik reaksiyon karsimmin 240 nm’de 5 dakika siireyle Olgiilmesiyle
belirlendi. Katalaz aktivitesi, H,O, i¢in 39,4 mMicm? epsilon katsayisinin kullanilmasiyla

hesaplandu.

2.6.4. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

Stiperoksit dismutaz (SOD, EC 1.15.1.1) aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971)
metoduna gore belirlendi. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13
mM metiyonin, 75 uM nitro blue tetrazolyum ve 50 ul ekstrakt ihtiva eden 1 ml reaksiyon
ortamma 2 puM riboflavin ilave edilerek reaksiyon baglatilmis, bu karisim 10 dakika

boyunca 375 umol m? s siddetinde beyaz 1s15a maruz birakildiktan sonra 560 nm’de
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absorbans degerleri belirlendi. SOD aktivitesi, g taze agirlik basmna iinite enzim olarak

ifade edildi.

2.6.5. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Tayini

Askorbat peroksidaz (APX, EC 1.11.1.11) aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki
azalisa bagl olarak belirlendi (Nakano ve Asada, 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 250 uM ASC, 5 mM H;0; ve 20ul enzim ekstrakti
iceren 1 ml’lik reaksiyon karisimmin 3 dakika boyunca 290 nm’de dlgiilmesiyle belirlendi.
Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de ASC i¢in 2,8 mM™ cm™ epsilon katsayismin

kullanilmasiyla hesaplandi.

2.6.6. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Tayini

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve
Halliwell (1976)’e gore belirlendi. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis
glutatyon (GSSG) kullanildi. Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi
icin indirgeyici faktor olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini i¢in, 200 pl 0,5 mM
EDTA igerisinde hazirlanmis 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 ul NADPH
ihtiva eden karigima 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH’1n oksidasyonu 340 nm’de
5 dakika boyunca azalmanin 6lgiilmesiyle belirlendi. Glutatyon rediiktaz aktivitesi, 6,2

mM™cm™ epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi.

2.6.7. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR) Aktivitesinin Tayini

Monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR, EC 1.6.5.4) aktivitesi, Hossain vd.,
(1984)’nin tanimladig1 gibi Olgiildii. Monodehidroaskorbat (MDHA), askorbat oksidaz
vasitasiyla askorbattan olusur. Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH
7,8), 150 uM NADH, 500 pM ASC ve 100ul enzim ekstrakt: igeren 1 ml’lik reaksiyon
karisimmnin dlciilmesiyle belirlendi. Olgiilen degerler askorbat oksidaz (AO)’mn yoklugunda
elde edilen verilerden ¢ikarild. MDHAR aktivitesi, 340 nm’de NADH i¢in 6,22 mM “cm™

epsilon katsayismin kullanilmasiyla hesaplandi.
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2.7. Hidrojen Peroksit (H,0,) I¢eriginin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit icerigini belirlemek i¢in Velikova vd., (2000) ’nin giincellenen
metodu kullanildi. Yapraklardan alinan numuneler (0,25 g), 0,1 g aktif kdmiir kullanilarak
3 ml %S5 trikloroasetik asit igerisinde ekstre edildi. 0.75 ml KI (1 M) ve 0,5 ml 10 mM
potasyum fosfat tamponu (pH:7) 0,5 ml’lik siipernatanta eklendi. Absorbans degerleri
spektrofotometrede 390 nm’de Slgiildii. H,O, icerigi nmol g™ taze agirlik olarak ifade
edildi.

2.8. istatistik Analizler

Biitiin denemeler i¢ kez kuruldu ve biitiin analizler bagimsiz dort ayri ekstraksiyon
ile dort tekerriir olarak yapildi. Elde edilen ortalamalarin varyansi, %5°lik 6nemde (p<
0.05) Microsoft Windows versiyon 15.0 SPSS yazilimi kullanilarak Duncan Coklu

Karsilastirma Testi kullanilarak kontrol edildi.



3. BULGULAR

3.1. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Yaprak Su Potansiyeli Uzerine
Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla yaprak su potansiyelindeki degisimler arastirildi. Olgiimler sonucunda ALA
uygulamasinin kuraklik stresi altinda yaprak su potansiyelini iyilestirdigi gozlendi.
Dayanikli (Helen) ve hassas (Akpinar) misir ¢esitlerinin ikisinde de yapilan denemeler
sonucunda, sonuglarin benzer oldugu bulundu. PEG uygulanmis her iki ¢esitte yaprak su
potansiyeli kontrol bitkilerine gore istatistiki olarak onemli derecede azaldi. Yine her iki
cesitte ALA 6n muamelesinin su kaybimi 6nemli derecede azalttig1 belirlendi.

Kuraklik stresi altinda Helen misir yapraginin su potansiyeli -1,28 MPa iken ALA 6n
uygulamasi yapilan bitkilerde bu deger -0,54 MPa olarak 6l¢iildii. Hassas misir ¢esidi olan
Akpinar misir yapraginin su potansiyeli ise kuraklik stresi altinda -1,34 MPa iken ALA 6n
uygulamasi yapilan bitkilerde bu deger -0,7 MPa olarak belirlendi ( Sekil 2).
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Sekil 2. ALA 6n muamelesinin yaprak su potansiyeli lizerine etkisi. Kontrol;
Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+ %10 PEG,
ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar 4 tekerriirli
olarak yapilan Olglimlerin standart sapmasini gdstermektedir. Ayni
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
Oonemsizdir.* ¢esitler arasindaki 6nemli farki gosterir.
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3.2. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Nispi Su I¢erigi Uzerine Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla yaprak su igerigindeki degisimler incelendi. Hem Helen hem de Akpinar’da
yapilan analizler sonucunda, sonuglarin benzer oldugu bulundu. Kuraklik stresi
uygulanmis her iki ¢esitte yaprak su icerigi kontrol bitkilerine goére 6nemli derecede azaldi.
Yine her iki ¢esitte ALA 6n muamelesinin su kaybin1 azalttig1 bulundu.

Helen bitkisinin kontrol grubunda yaprak su igerigi %85,91 iken ALA 6n uygulamas1
yapilmis bitkilerde bu deger %89,8’e kadar yiikseldi. Kuraklik stresine maruz birakilan
bitkilerde su icerigi %69,6’ya diiserken, stres ve ALA’nin birlikte uygulandig: bitkilerde
bu deger %71,71 e kadar artt1.

Akpmar bitkisinin kontrol grubunda yaprak su icerigi %90,97 iken ALA 6n
uygulamasi yapilmis bitkilerde bu deger %96,44’°e kadar yiikseldi. Kuraklik stresine maruz
birakilan bitkilerde su igerigi %74,08’e diiserken, stres ve ALA’nin birlikte uygulandigi
bitkilerde bu deger %75,63’¢ ¢ikt1 (Sekil 3).
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Sekil 3. ALA 6n muamelesinin nispi su icerigi lizerine etkisi. Kontrol; Hoagland,
ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+ %10 PEG,
ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan Olglimlerin standart sapmasini gdstermektedir. Ayni
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0,05) seviyesinde
Onemsizdir. * gesitler arasindaki 6nemli fark: gosterir.
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3.3. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Kuru Agirhk Uzerine Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla bitkinin kuru agirhigindaki degisimler incelendi. Hem Helen hem de Akpinar’da
yapilan analizler sonucunda, sonuglarin benzer oldugu bulundu. Kuraklik stresi
uygulanmig Helen bitkisinde yaprak kuru agirligi kontrol bitkilerine gore azaldigi tespit
edildi. Kuraklik stresi altindaki bitkilerin kuru agirligi ile ALA 6n uygulamasi yapilan
bitkiler kiyaslandiginda ALA uygulamasmin bitki kuru agirhigmi arttirdigi bulundu.
Kuraklik stresi altindaki bitkiler ile stres ve ALA’nin birlikte uygulandigi bitkiler
kiyaslandiginda ise uygulanan ALA’nin bitkilerin kuru agirlhigindaki azalmay: uyardigi

gozlendi (Sekil 4).
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Sekil 4. ALA 6n muamelesinin yaprak kuru agirligi iizerine etkisi. Kontrol;
Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+ %10 PEG,
ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar 3 tekerriirli
olarak yapilan Olclimlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0,05) seviyesinde
Oonemsizdir. * ¢esitler arasindaki 6nemli farki gosterir.
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3.4. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Lipid Peroksidasyonu Uzerine
Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresi kosullar1 altinda lipid peroksidasyonu tizerine
etkisi incelendi. Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA igerigi, ALA 6n
uygulamasinda kontrole gore istatistiki olarak 6nemli derecede bir azalig gosterirken, PEG
uygulamasinda ise kontrole gore artig gosterdi.

Kurakliga hassas ve dayanikli misir ¢esitlerinde kuraklik periyodu boyunca lipid
peroksidasyonu artarken ALA On uygulamasi yapilan bitkilerde membran hasarinin
onlendigi gozlenmistir. Yapilan analizlerde dayanikli ¢esit olan Helen bitkisinde MDA
icerigi kontrol bitkilerinde 65,41 nmol g™ taze agirlik olarak belirlenirken 6n ALA
uygulamasinda 46,18 nmol g* taze agrrlik, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise
strasiyla 106,55 nmol ve 91,09 nmol g™ taze agirlik olarak gozlendi.

Hassas tiir olan Akpinar ¢esidinde ise MDA igerigi kontrol bitkilerinde 71,21 nmol g°
! taze agirlik olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 59,35 nmol g™ taze agirlik, PEG
ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirastyla 92,51 nmol ve 77,67 nmol g™ taze agirhk
olarak g6zlendi (Sekil 5).
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Sekil 5. ALA 6n muamelesinin lipid peroksidasyonu tizerine etkisi. Kontrol;
Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+ %10 PEG,
ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan Olgiimlerin standart sapmasmi gostermektedir. Ayni
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %35 (P<0,05) seviyesinde
Oonemsizdir. * ¢esitler arasindaki onemli farki gosterir.

3.5. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin I¢sel H,O, I¢erigi Uzerine Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla i¢sel H,O; igerigindeki degisimler incelendi. Her iki cesitte ALA 6n muamelesi,
kuraklik stresi altindaki bitkilere kiyasla i¢sel H»O, igerigini istatistiki olarak Onemli
miktarda azalttr. Kurakliga maruz birakilan Helen bitkilerinde H,O, icerigi 0,92 nmol g™
taze agirlik olarak belirlenirken, ALA 6n uygulamasi yapilan bitkilerde bu oran 0,23 nmol
g'l taze agirlik olarak 6lciildli. Kurakliga maruz birakilan Akpmar bitkilerinde ise H20;
icerigi 0,5 nmol g taze agirlik olarak belirlenirken, ALA 6n uygulamasi yapilan bitkilerde
H20; i¢erigi 0,16 nmol g'1 taze agirhik olarak o6lgiildi (Sekil 6).
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Sekil 6. ALA 6n muamelesinin igsel H,O, igerigi tiizerine etkisi. Kontrol;
Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+ %10 PEG,
ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan Olclimlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0,05) seviyesinde
Oonemsizdir. * ¢esitler arasindaki dnemli farki gosterir.

3.6. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi
(SOD) Uzerine Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesindeki degisimler incelendi. Her iki gesitte
kuraklik stresine maruz birakilan bitki yapraklarindaki SOD aktivitesi ile ALA 6n
uygulamasi yapilan bitkilerin SOD aktivitesi kiyaslandiginda aktivitede onemli derecede
bir azalma goézlenmedi ancak stres ve ALA’nin birlikte uygulanmasiyla SOD enzim
aktivitesinde belirgin bir artig oldugu gozlendi (Sekil 7).

Yapilan analizlerde dayanikli ¢esit olan Helen bitkisinde SOD aktivitesi kontrol
bitkilerinde mg protein basma 1,26 iinite olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 1,31
Unite mg'l protein, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 1,44 ve 1,77 iinite mg
! protein olarak gozlendi.

Hassas ¢esit olan Akpmar ¢esidinde ise SOD aktivitesi kontrol bitkilerinde mg
protein basma 1,53 iinite olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 1,67 iinite mg™
protein, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 1,7 ve 2,18 tinite mg'l protein

olarak gozlendi.
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Sekil 7. ALA 6n muamelesinin siiperoksit dismutaz aktivitesi {izerine etkisi.
Kontrol; Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+
%10 PEG, ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar 3
tekerriirlii olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini gostermektedir.
Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0,05)
seviyesinde Onemsizdir. * ¢esitler arasindaki 6nemli fark: gosterir.

3.7. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Katalaz Aktivitesi (CAT) Uzerine
Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla katalaz (CAT) aktivitesindeki degisimler incelendi. CAT aktivitesi ile ilgili
yapilan analiz sonuglarina gore her iki tiirde de kuraklik stresine maruz birakilan
bitkilerdeki CAT aktivitesi kontrol bitkileriyle kiyaslandiginda aktivitede artis gézlenmis,
on ALA uygulamasiyla enzim aktivitesindeki artisin kurakliktaki artistan daha fazla oldugu
gozlenmistir (Sekil 8).

Yapilan analizlerde dayanikli ¢esit olan Helen bitkisinde CAT aktivitesi kontrol
bitkilerinde mg protein basina 0,154 iinite olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda
0,462 iinite enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise swrasiyla 0,42 ve 0,445 iinite
mg™ protein olarak gozlendi.

Hassas ¢esit olan Akpmar g¢esidinde ise CAT aktivitesi kontrol bitkilerinde mg

protein basma 0,59 {inite enzim olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 1,05 iinite
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enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 0,67 ve 0,85 nmol g™ iinite mg™

protein gézlendi.
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Sekil 8. ALA 6n muamelesinin Kkatalaz aktivitesi tizerine etkisi. Kontrol;
Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+ %10 PEG,
ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan Olgiimlerin standart sapmasini gostermektedir. Ayni
harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0,05) seviyesinde
Oonemsizdir. * ¢esitler arasindaki dnemli farki gosterir.

3.8. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Guaiakol Peroksidaz Aktivitesi
(GPX) Uzerine Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amactyla guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesindeki degisimler incelendi. Her iki bitki
cesidinde yapilan analizler sonucunda Kkuraklik stresine maruz birakilan bitki
yapraklarindaki GPX aktivitesi ile on ALA uygulamasi yapilan bitki yapraklarmdaki GPX
aktivitesi kiyaslandiginda aktivitede belirgin bir azalis gozlendi (Sekil 9).

Yapilan analizlerde dayanikli ¢esit olan Helen bitkisinde GPX aktivitesi kontrol
bitkilerinde mg protein basma 0,154 {inite enzim olarak belirlenirken 6n ALA
uygulamasinda 0,462 iinite enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 0,42
ve 0,445 {inite mg™ protein olarak gozlendi.

Hassas ¢esit olan Akpmar ¢esidinde ise GPX aktivitesi kontrol bitkilerinde mg

protein basma 0,59 {inite enzim olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 1,05 iinite
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enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 0,67 ve 0,85 iinite mg™ protein
olarak gézlendi.
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Sekil 9. ALA 6n muamelesinin guaiakol peroksidaz aktivitesi iizerine etkisi.
Kontrol; Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+
%10 PEG, ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar 3
tekerriirlii olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini gostermektedir.
Ayni1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P<0,05)
seviyesinde onemsizdir. * gesitler arasindaki 6nemli fark1 gosterir.

3.9. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Askorbat Peroksidaz Aktivitesi
(APX) Uzerine Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla askorbat peroksidaz (APX) aktivitesindeki degisimler incelendi. Yapilan
analizler sonucunda her iki ¢esitte, kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin APX
aktivitesi ile ALA 6n uygulamasinin yapildigi bitkilerin APX aktivitesi kiyaslandiginda
aktivitede 6nemli bir azalis oldugu goriildii. Kuraklik stresi altinda artan aktivitenin, stres
ve ALA’nin birlikte uygulanmasiyla 6nemli derecede azaldig1 gozlendi (Sekil 10).

Yapilan analizlerde dayanikli gesit olan Helen bitkisinde APX aktivitesi kontrol
bitkilerinde mg protein basina 7,38 iinite olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 6,69
{inite enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 10,37 ve 9,18 iinite mg™

protein olarak gozlendi.
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Hassas ¢esit olan Akpmar ¢esidinde ise APX aktivitesi kontrol bitkilerinde mg
protein basina 10,64 iinite enzim olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 7,73 iinite
enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirastyla 12,17 ve 8,52 iinite mg™ protein

olarak g6zlendi.
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Sekil 10. ALA 6n muamelesinin askorbat peroksidaz aktivitesi tizerine etkisi.
Kontrol; Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+
%10 PEG, ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar
3 tekerriirli olarak yapilan Olglimlerin  standart sapmasini
gostermektedir. Ayn1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P
< 0,05) seviyesinde Onemsizdir. * c¢esitler arasindaki onemli farki
gostertir.

3.10. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin Glutatyon Rediiktaz (GR)
Uzerine EtKisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla glutatyon reditktaz (GR) aktivitesindeki degisimler incelendi. Yapilan analizler
sonucunda her iki ¢esitte, kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin GR aktivitesi ile
ALA 6n muamelesi uygulanmis bitkilerin GR aktivitesi kiyaslandiginda aktivitede azalis
gozlenmistir. Kuraklik stresi altinda azalan GR aktivitesinin, stres ve ALA’nin birlikte
uygulanmasiyla 6nemli derecede arttigi gézlendi (Sekil 11).

Yapilan analizlerde dayanikli ¢esit olan Helen bitkisinde GR aktivitesi kontrol

bitkilerinde mg protein basma 4,32 iinite enzim olarak belirlenirken 6n ALA
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uygulamasinda 4,74 iinite enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 5,37 ve
7,24 {inite mg™ protein olarak gozlendi.

Hassas gesit olan Akpinar ¢esidinde ise GR aktivitesi kontrol bitkilerinde mg protein
bagina 3,6 iinite enzim olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 7,18 iinite enzim, PEG
ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 8,02 ve 10,04 iinite mg™ protein olarak

gozlendi.
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Sekil 11. ALA 6n muamelesinin glutatyon rediiktaz aktivitesi {izerine etkisi.
Kontrol; Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG; Hoagland+
%10 PEG, ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM ALA. Barlar
3 tekerriirli olarak yapilan Olglimlerin  standart sapmasini
gostermektedir. Ayn1 harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P
< 0,05) seviyesinde Onemsizdir. * c¢esitler arasindaki onemli farki
gostertir.

3.11. Alfa Lipoik Asit (ALA) On Muamelesinin  Monodehidroaskorbat
Rediiktaz (MDHAR) Uzerine Etkisi

ALA 6n muamelesinin kuraklik stresinin etkisini hafifletmedeki roliinii belirlemek
amaciyla monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) aktivitesindeki degisimler incelendi.
Yapilan analizler sonucunda, kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin MDHAR
aktivitesi ile ALA 0n muamelesi uygulanmis bitkilerin MDHAR aktiviteleri
kiyaslandiginda aktivitede belirgin bir artis go6zlendi. Stres ve ALA’nin birlikte
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uygulandigi bitkiler ile kuraklik stresi altindaki bitkiler kiyaslandiginda MDHAR
aktivitesinin ALA uygulamasiyla 6nemli derecede arttig1 gozlendi (Sekil 12).

Yapilan analizlerde Helen g¢esidinde MDHAR aktivitesi kontrol bitkilerinde mg
protein basma 1,02 {inite enzim olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 2,1 iinite
enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 0,91 ve 1,12 iinite mg™ protein
olarak g6zlendi.

Hassas gesit olan Akpinar ¢esidinde ise MDHAR aktivitesi kontrol bitkilerinde mg
protein basma 1,33 iinite enzim olarak belirlenirken 6n ALA uygulamasinda 1,77 inite
enzim, PEG ve ALA+PEG uygulamalarinda ise sirasiyla 1,12 ve 1,62 iinite mg™ protein
olarak gézlendi.
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Sekil 12. ALA 6n muamelesinin monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi tizerine
etkisi. Kontrol; Hoagland, ALA; Hoagland + 0,02mM ALA, PEG;
Hoagland+ %10 PEG, ALA+PEG; Hoagland + %10 PEG + 0,02mM
ALA. Barlar 3 tekerriirlii olarak yapilan dl¢iimlerin standart sapmasini
gostermektedir. Ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark %5 (P
< 0,05) seviyesinde Onemsizdir. * cesitler arasindaki onemli farki
gosterir.



4. TARTISMA

Bu calismada Zea mays’m iki farkli ¢esidine disaridan uygulanan alfa lipoik asit’in
bitkileri kuraklik stresine karsit korumadaki roliinii anlamak i¢in bitki yapraklarinin su
icerigi, su potansiyeli, yaprak kuru agirhgi, MDA, H;O, ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisimler arastirilmistir.

Stres etkisini hafifletmek icin bitkilere distan hidrojen peroksit, glutatyon, salisilik
asit, askorbat, prolin gibi ¢esitli maddelerin uygulandig1 bilinmektedir. Ornegin salisilik
asit abiyotik stres olan kuraklik stresi sartlarinda bitkilerin toleransini arttirmaktadir.
Nitekim kuraklik stresiyle ilgili yapilan ¢caligmalarda, distan salisilik asit uygulamalarmin
fasulye ve domates bitkilerinde (Senaratna vd., 2000), bugday fidelerinde (Bezrukova vd.,
2001) kurakliga toleransi arttirdigi bildirilmistir. Disaridan salisilik asit uygulanan misir
bitkilerinde kuraklik sartlar1 altinda su kaybinin azaldig1 ve antioksidan sistemin uyarildigi
bildirilmistir (Saruhan vd., 2012).

Yaprak su potansiyelinin bitkilerin su stresine cevabini 6lgmek i¢in iyi bir parametre
oldugu bilinmektedir (Singh vd., 1990). Bir¢ok stres kosulunda oldugu gibi kuraklik
stresine gosterilen tepkilerden birisi de yaprak su igeriginde goriilen azalmadir (Lopez vd.,
2002). Bitkilerin kuraklik kosullarina erken donemde verdigi cevaplarin basinda;
stomalarin kapatilmasi, transpirasyon yoluyla su kaybinin azaltilmasi gelmektedir
(Mahajan ve Tuteja, 2005). Kurakligin, bitkilerin yaprak su igeriginde bir azalmayla
sonuglandigi, kuraklik stresinin baslamasi sonucunda, topraktan su almiminin azaldigi
degisik arastirmacilar tarafindan elde edilen sonuglarla bildirilmistir (Cornic 2000; Fu ve
Huang, 2001; Egert ve Tevini, 2002; Liu ve Stiitzel, 2002; Tambussi vd., 2002; Anyia ve
Herzog, 2004; Bloch vd., 2006; Cuevas vd., 2006; Praxedes vd., 2006). Ornegin misir
bitkisinde yapilan bir ¢calismada kontrol bitkilerinin yapraklarindaki su icerigi degismezken
kurakliga maruz brrakilanlarda kurakligin 3. giiniinden sonra azalmaya basladigi
belirlenmistir (Foyer vd., 1998). Yaprak su igerigi azaldiginda, bitki hiicreleri turgorunu
kaybederek biiziilmekte ve ozmotik dengeyi koruyucu mekanizmalarint devreye sokarak
hiicre hacminin korunmasini kontrol altina almaya calismaktadir (Cirak ve Esendal, 2003).
Yine misirda yapilan bir ¢alismada, 100 mM NaCl uygulamasinda nispi su igeriginin stres
kosullarinda diistiiglinii ve kontrol bitkilerinde ise en yliksek degerlere ulastigi ifade

edilmistir (Yakit ve Tuna, 2006). Yaptigimiz mevcut ¢alismada misir (Zea mays) bitkisinin
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iki farkli ¢esidinde de (Helen ve Akpmar) yaprak su igerigi incelenmis ve ALA 6n
uygulamasinin her iki ¢esitte de su kaybini azalttig1 goriilmiistiir. Yaprak su potansiyelinde
de benzer sonuglar elde edilmistir. Calismamizda kuraklik stresinin misir bitkisindeki su
icerigini azaltma etkisi, ALA 6n muamelesi ile engellenmis ve boylece distan uygulanan
ALA uygulamalarmm misir bitkisinde dehidrasyon sakinma mekanizmasini harekete
gecirerek kuraklik stresinin zararl etkilerini indirgedigi belirlenmistir.

Bitkilerde  strese  tepkinin  biyokimyasal  belirteclerinden  biri  lipit
peroksidasyonudur. Membran lipitlerinin peroksidasyonu ve proteinlerin —SH gruplarinin
oksidasyonu, oksidatif stresin bir gostergesi olarak dikkate alinir (Sharma and Dubey,
2005). Yapilan bir calisma ile Sairam vd. (1998), kuraklik stresinde yetistirilen bugday
cesitlerinde H,O, birikimi ile lipid peroksidasyonunun artmis oldugu gostermislerdir.
Mevcut ¢alismada Helen ve Akpar isimli iki farkli misir ¢esidinde lipid peroksidasyonu
Olclilmiis ve kuraklik stresi altinda artan peroksidasyona ragmen 0,02 mM ALA 6n
muamelesinin lipid peroksidasyonunu azalttigi gozlenmistir. Diger bir deyisle, kuraklik
stresi MDA miktarinda 6nemli derecede artisa neden olmus ve ALA uygulamasiyla olusan
MDA miktarinda 6nemli derecede diisiis gézlenmistir. Bu sonuglar, kuraklik stresindeki
musir bitkilerinde, ALA 6n muamelesinin kuraklik stresine karsi iyilesme sagladigini
gostermektedir.

Bitkilerde herhangi bir ¢evresel stres altinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminin
uyarildig1 bilinmektedir (Sgherri vd., 1996). ROS’larin sitotoksik etkilerinden hiicre ve
hiicre alt yapilarin1 korumada ve bitkinin ¢evresel streslere dayanikliliginda antioksidan
enzimlerdeki degisimlerin etkili oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte bitkinin strese
dayanikliligi, ROS {iretimi ve hiicrenin antioksidan yetenegiyle denge halindedir (Pastori
ve Trippi, 1993). Ayrica yapilan ¢aligmalar incelendiginde nohutta kuraklik stresi sirasinda
H,O, konsantrasyonunun arttigina iliskin ¢aligmalar bulunmaktadir (Gunes vd., 2006;
2007). Bu nedenle mevcut ¢alismada her iki ¢esit Zea mays bitkilerinde H,O; icerigi
Olciilmiis ve kuraklik stresi altinda artan H;0O; igeriginin 6n ALA uygulamasi ile azaldigi
gbzlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, ALA 6n muamelesinin H»O; icerigini stres
boyunca azalttig1 goriilmiistiir. Diger bir deyisle, on ALA uygulamas: ile azalan H,0;
iceriginin kuraklik toleransi ile iliskisi oldugu, ALA’nin kuraklifa tolerans sagladigi
gozlenmistir.

Kuraklik stresi sonucunda olusan serbest oksijen radikallerini zararsiz bilesiklere

doniistiiren antioksidan madde miktarlar1 ve antioksidan enzim aktiviteleri, bitkilerin
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oksidatif strese karst en onemli tolerans mekanizmalaridir (Akashi vd., 2001; Fang vd.,
2002). Misirda yapilan bir ¢alismada, antioksidan enzimlerin, bitkileri kuraklik stresine
kars1 korumada rol oynadigi, kuraklik stresi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin birikiminin
ve antioksidan enzim aktivitelerinin arttigi, disaridan uygulanan askorbik asit etkisi ile
ROS birikimi ve antioksidan enzim aktiviteleri azaltilarak kuraklik stresine kars1 bitkilerin
daha direngli hale geldigi bildirilmistir (Dolatabadian vd., 2009). Bu nedenle mevcut
caligmada antioksidan sisteme ait belirli enzimlerin (SOD, CAT, GPX, APX, GR,
MDHAR) aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda; SOD’larin ifadesindeki artiglarin
biyotik ve abiyotik strese bagli olusan oksidatif stresle basa ¢ikmada ve bitkilerin stres
kosullar1 altinda canliligi siirdiirmesine katki saglamada onemli rolleri oldugu ileri
siiriilmiistiir. Ornegin ¢alismamiza benzer sekilde, nohut ve domates gibi bir¢ok bitkide
kuraklik kosullarinda gerceklestirilen caligmalarda SOD aktivitesinde artislar meydana
geldigi gozlenmistir (Harinasut vd., 2003; Attia vd., 2009). Mevcut ¢alismada 6n ALA
uygulamasi ile SOD aktivitesi diismiis, kuraklik stresiyle ALA‘nin birlikte verilmesi ile
onemli derecede artt1g1 gézlenmistir.

Katalaz, stres kosullar1 altinda olusan zararli H,0;’in H,O ve Oy’ya direkt olarak
donilistimiinii saglayarak hiicreleri strese karst korumada gorevli en onemli enzimatik
antioksidanlardan biridir. Yiksek bitkilerde tanimlanmis ¢ok sayida katalaz izozimi;
Hordeum vulgare’de (arpa), H. annuus L.’ta (ayg¢igegi), Brassica oleracea L. ’da
(karnabahar) ve Z. mays L.’da (musir) ¢alisilmistir ve elde edilen veriler neticesinde
enzimin farkli stres kosullar1 ve farkli bitkilerde degisik diizeylerde koruma sagladigi
gozlenmistir (Azevedo vd., 1998). Pamukta yapilan bir ¢alismada disaridan uygulanan
prolinin, katalaz enzim aktivitesini arttirarak bitkinin kuraklik stresine karsi daha direngli
hale geldigi bildirilmistir (Aktas vd., 2009). Mevcut calismada CAT aktivitesi sonuglarina
baktigimizda her iki ¢esitte de kuraklik stresindeki bitkiler ile 6n ALA uygulamas1 yapilan
bitkiler kiyaslandiginda, 6n ALA uygulamasinin enzim aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir.
MDHAR enzim aktivitesi sonuglarina bakildiginda ise benzer sekilde, kuraklik stresindeki
bitkiler ile 6n ALA uygulamasi yapilmis bitkiler kiyaslandiginda, 6n ALA uygulamasinin
enzim aktivitesini arttirdig1 gdzlenmistir.

Askorbat peroksidaz yiiksek bitkiler gibi birgok organizmada ROS’a karsi
gerceklestirilen savunmada Onemli role sahip oldugu disiiniilen enzimatik
antioksidanlardandir. APX, H;0,’ye karsi CAT’a kiyasla daha yiiksek bir affiniteye

sahiptir. Yapilmis olan ¢caligmalarda Ceratopyhllum demersum L. (tilki kuyrugu), Brassica
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juncea L. Czern. (hardal), Triticum aestivum L. (bugday), Vigna mungo L. (siyah
mercimek) ve Phaseolus vulgaris L. (fasulye) gibi bir¢ok organizmada stres kosullari
altinda APX enzim aktivitesinde ve gen ekspresyonunda artiglar oldugu gézlenmis ve bu
artiglarm stres savunmasiyla iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Beauchamp vd., 1971; Mobin
vd., 2007; Polidoros vd., 2007). Sairam ve Saxena (2000), {i¢ bugday ¢esidinde kuraklik
stresi toleransinda antioksidan sistemlerin roliinii arastirdiklar1 ¢aligmalarinda kuraklik
stresinin askorbat peroksidaz aktivitesini Onemli sekilde arttigini bildirmislerdir.
Literatiirde de oldugu gibi, yaptigimiz analizler sonucu kuraklik stresi sirasinda APX
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Bununla beraber, 6n ALA muamelesi yapilan bitkilerde
APX enzim aktivitesinde onemli 6l¢giide diisiis gdzlenmistir. Calismamiza benzer sekilde
kurak kosullardaki misir bitkilerinde askorbat uygulamasmin antioksidan enzim
aktivitelerini azalttig1 ileri siiriilmiistiir (Dolatabadian vd., 2009). Bu bilgiler 1s18inda,
mevcut ¢alismada ALA’nin ROS’lar1 temizlemek i¢in diger antioksidan enzimleri (GPX,
CAT ve GR gibi) kullandigini ifade edebiliriz.

GPX’ler H,0,, organik ve lipit hidroperoksitlerin miktarin1 azaltan gesitli izozimleri
olan genis bir ailedir ve oksidatif strese karsi bitkileri korumada goérevlidirler. Capsicum
annuum L. (biber), Pisum sativum (bezelye) ve L. esculentum (domates) basta olmak iizere
pek cok bitkide stres kosullar1 altinda GPX’in koruyucu bir rolii oldugu bulunmustur ( Dixit
vd.,, 2001, Leisinger vd., 2001). Mevcut c¢alismada GPX aktivitesi sonuglarina
baktigimizda her iki gesitte de kuraklik stresi sirasinda artan GPX aktivitesi 6n ALA
uygulamasi ile daha fazla artmistir. Antioksidan sistemde rol olan bir diger enzim olan
glutatyon rediiktaz aktivitesine baktigimizda ise benzer sekilde kuraklik sirasinda artan GR
aktivitesi, on ALA uygulamasi ile daha fazla artmustir.

Literatiir ¢alismalarimizda, kurak kosullardaki bitkilere disaridan ALA uygulanarak
antioksidan enzim aktivitesindeki degisimlerin incelendigi herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bununla beraber Ebrahimian vd. (2012) kuraklik stresi altindaki aycicegi
bitkisine askorbik asit uygulamasinin bitkinin strese olan direncini arttirdigini ileri
stirmekle beraber antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimleri arastirmamiglardir.
Kumar vd. (2013), lipofilik bir antioksidan olan alfa tokoferol uygulamasmin sicaklik
stresi altinda yetistirilen bugday fidelerinde SOD, CAT, APX VE GR gibi antioksidan
enzim aktivitelerini sicaklik stresine gore daha fazla arttirdigin1 kaydetmislerdir.

Sonug olarak mevcut ¢alismada, Zea mays bitkisinde kuraklik stresi kosullar1 altinda

ALA 6n muamelesinin, yaprak su potansiyeli, yaprak su icerigi, yaprak kuru agirligs, lipid
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peroksidasyonu, antioksidan enzim aktiviteleri ve H,O, igeriginde 6nemli derecede
degisiklige neden oldugu bulunmustur. Yapilan calismalarda 6n ALA uygulamasimin
stresli ve stressiz kosullarda bitki gelisimini olumlu etkiledigi gosterildi. Stres durumunda
her iki ¢esitte de 6n ALA uygulamasmin antioksidan sistemi uyardigi, H,O, birikimini ve
lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve boylece membran hasarinin 6nlendigi ve su durumunu

iyilestirdigi sonucuna varimistir.



5. SONUCLAR

Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda;

1) Misir (Zea mays L.) bitkisinin iki farkli ¢esidinde kuraklik stresinin etkisiyle
bitkilerde biiyiime ve gelisme parametrelerinden olan nispi su igeriginin ve yaprak
kuru agirhigmin azaldig1 goriilmiistiir. On ALA uygulamast ile bitkilerin nispi su
iceriginin ve yaprak kuru agirligmnin arttig1 belirlenmistir.

2) Stres periyodu sirasinda yaprak su potansiyelinde 6énemli derecede bir azalma
oldugu fakat 6n ALA uygulamasiyla yaprak su potansiyelindeki bu azalmanin
onlendigi tespit edilmistir.

3) Lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA igeriginin, stres kosullar1
altinda oOnemli derecede arttig1 gozlenirken 6n ALA uygulamasiyla MDA
iceriginin istatistiki olarak 6nemli derecede azaldig1 gozlenmistir.

4) Kuraklik periyodu boyunca igsel H,O; igeriginin arttigi ancak on ALA
uygulamasiyla i¢sel H,0; igeriginin 6nemli derecede azaldigi bulunmustur.

5) Her iki gesitte de kuraklik stresine maruz birakilan bitki yapraklarindaki SOD, GR
ve GPX aktiviteleri artarken, 6n ALA uygulamasi yapilan bitkilerde kuraklik
stresi altinda SOD, GR ve GPX aktivitelerinin daha fazla arttig1 saptanmistir.

6) Stres periyodu sirasinda CAT ve MDHAR aktivitelerinde 6énemli derecede bir
azalma oldugu, 6n ALA uygulamasiyla CAT ve MDHAR aktivitelerinin kuraklik
stresi altinda arttig1 kaydedilmistir.

7) Kisaca bu c¢alismada, Kuraklik stresine maruz kalan musir (Zea mays L.)
cesitlerinde ALA 6n uygulamasmin antioksidan enzim aktivitelerindeki ve yaprak
su potansiyelindeki artis1 uyardigi, nispi su igerigini, yaprak kuru agirhgmi ve
lipid peroksidasyonunu azalttig1 ve boylece kuraklik stresini hafifletmede roliiniin

olabilecegi belirlenmistir.



6. ONERILER

Tiim diinyada, bitkiler elverissiz ¢evre sartlarindan olumsuz etkilenmektedir. Bitkiler
iizerinde olumsuz etkileri olan c¢evresel streslerden biri kuraklik stresidir. Hidrojen
peroksit, glutatyon, salisilik asit, askorbat ve prolin gibi ¢esitli maddelerin kuraklik
stresinin etkilerini hafifletmede rolii oldugu ispatlanmistir. Benzer sekilde, mevcut
calismada ALA 6n uygulamasmin kuraklik stresi etkilerini 6nemli derecede azalttigi
belirlenmistir. Ozellikle diinyada genis olarak tarimi yapilan musir bitkisi icin bu calismalar
daha biiylik 6nem arz etmektedir. Elde edilen veriler dogrultusunda, ALA’nm stres
kosullarinda bitkileri iyilestirmeyi saglamak amaciyla tarimda kullanilabilecegi, boylece
kuraklik stresine maruz kalma durumunda bu bitkilere ALA uygulamak suretiyle misir
iretimindeki ekonomik kayiplarin 6nlenebilecegi sdylenebilir.

Mevcut ¢aligmamizda antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen bir takim
degisimler gozlenmistir. Bu degisimlerin daha ayrmtili olarak incelenebilmesi ve
molekiiler diizeyde arastirilmasi sonuglarin bir¢cok veriyle desteklenmesi agisindan yarar
saglayabilir.

Calismada elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi noktasinda ileriye doniik katkilarin
arttirilabilmesi i¢in disaridan uygulanan ALA’nin bitki tarafindan ne kadar alindigini

belirlemek iizere i¢sel ALA seviyesi HPLC yontemi ile arastirilabilir.
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