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OZET

IYONIZE RADYASYON KOSULLARININ BUGDAY FIDELERINDE
OLUSTURDUGU OKSIDATIF HASARIN ETKILERINI DISTAN SALISILIK VE
GALLIK ASIT UYGULANMASIYLA [YILESTIRILMESININ ARASTIRILMASI

Rizky FAUZAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu
Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Faik Ahmet AYAZ
2021, 66 sayfa

Bu caligmada iyonize radyasyon (IR) stresi (100, 200, 300, 400 Gy) kosullarinda
bugday (Triticum aestivum L. 'GOnen 98') fidelerinin yapraklarinda olusan stres hasarinin,
salisilik asit (SA) ve gallik asit (GaA) uygulamalariyla iyilestirilmesi, fizyolojik (yaprak
boyu, kuru ve taze agirlik, osmotik potansiyel, vb.) ve biyokimyasal diizeyde arastirilmustir.
Bu amagla yapraklarin fotosentetik parametreleri (klorofil ve karotenoidler, stoma
iletkenlik), enzimatik olan (POX, GR, SOD, APX, MDHAR, DHAR) ve olmayan (TFM)
antioksidan savunma sistemi bilesenleri, 0zmotik potansiyel degerleri belirlenmistir. SA ve
GaA bugday fidelerinde IR’un biyiime ve fotosentetik parametreler ve ozmotik potansiyeli
iizerinde olusturdugu azalmayi iyilestirdigi belirlenmistir. Stres kosullarinda SA ve GaA
uygulamalar: yapraklarda, TFM igeriginde ve antioksidan enzim aktivitelerinde azalma
saglamugtir. Bununla birlikte stres etkisi ile artan H.O, ve TBARS iceriklerinde de SA ve
GaA uygulamalarin azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Buyime parametreleri ile
fotosentetik parametre sonuglarmin, ayrica antioksidan sistem elemanlarma ait sonuglarin
birbiri ile iligkili oldugu kaydedilmistir. Sonug¢ olarak distan SA ve GaA uygulamalari
bugday fidelerinde IR stresi kosullarinda bitkiye yiiksek tolerans kazandig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Triticum aestivum, Bugday, Salisilik asit, Gallik asit, Iyonize
radyasyon stresi, Antioksidan
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SUMMARY

AN INVESTIGATION OF IMPROVING THE EFFECT OF IONIZED RADIATION ON
WHEAT SEEDLINGS WITH EXOGENOUS SALICYLIC ACID AND GALLIC ACID
APPLICATIONS
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This present study was aimed to investigate stress alleviation effect of salicylic acid
and gallic acid in leaves of wheat seedlings (Triticum aestivum L. 'Génen 98") exposed to
ionizing radiation (100, 200, 300 400 Gy) stress. In this regard, some physiological (leaf
length, fresh and dry weight, osmotic potential, etc.) and biochemical measurements were
comparatively conducted in the leaves. Phosynthetic parameters (chlorophyll and carotenoid
contents, stomatal conductivity), enzymatic (POX, GR, SOD, APX, MDHAR, DHAR) and
non-enzymatic (TPC) antioxidant defense system components, osmotic potential of the
leaves of the seedlings were determined for this purpose. Accordingly, SA and GaA
treatments alleviated IR-induced decreases in growth and photosynthetic parameters and
osmotic potential in the seedlings. In addition, the SA and GaA treatments resulted in
decreased TPC content and antioxidant enzymes activities in the leaves, that induced by the
IR exposure. Also, notable decreases in H.O, and TBARS contents were determined by the
SA and GaA treatments. It was noted that the results of growth and photosynthetic
measurements were significantly correlated with the results of antioxidant system
components. In conclusion, a stress alleviation effect of exogenous SA and GaA in wheat

seedlings exposed to IR stress was determined with high tolerance.

Key Words: Triticum aestivum, Wheat, Salicylic Acid, Gallic acid, lonizing irradiation
stress, Antioxidant
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Hayatin stirekliligi i¢in yeterli ve dengeli beslenme 6nem tagimaktadir. Saglikli yasam
icin sadece dengeli beslenme yeterli olmayip, saglanan gidanin da kaliteli olmasini
gerektirmektedir (Tiirkes, 2014; Godfray vd., 2010). A¢lik giiniimiiz toplumunun énemli bir
sorunu haline gelmis olup her yil 800 milyondan fazla insan aglik sorunlariyla kars1 karsiya
kalmaktadir (Schmidhuber ve Tubiello, 2007). Bu soruna ek olarak gida giivenilirligi de
gliniimiizim kiiresel sorunlarindan biri haline gelmis durumdadir (Rosegrant ve Cline, 2003;
Capone vd., 2014). Gida giivenilirligi baslica dort faktorle ele alinmaktadir; (i) yeterli besine
ulasabilme, (i1) gec¢ici ya da siirekli besine ulasabilme, (iii) bireysel olarak beslemede
almabilecek uygun gidalar i¢cin yeterli kaynaklara erisebilme ve (iv) besin degeri agisindan
guvenli ve kaliteli gida bulma (Schmidhuber ve Tubiello, 2007; McKeown vd., 2013; HLPE,
2016).

Bitkiler hayatimizin vazgegilemez bir pargasidir. “Gida” ya da “besin” olarak
adlandirdigimiz soframizdaki tabaga kadar gelen birgok hammadde ya da islenmis iiriin i¢in
bitkilerden yararlanmaktayiz. Bitkiler sahip olduklar1 yapraklar sayesinde giines 1smlarini
etkili bir sekilde absorbe ederck atmosferden aldiklar1 CO2’i fotesentez mekanizmasi
sayesinde ilk besin formu olan sekerlere indirgeyerek 151k enerjisinin kimyasal enerji haline
doniistiirmiis olurlar. Iste bitkiler gidanin ilk kaynag1 oldugu i¢in ve insanligm devami i¢in
gerekliligi ve vazgegilmezligi anlasildigindan bilim adamlar1 yiizyillardir bitkileri en 1yi
sekilde yetistirebilmek ve onlardan daha fazla iriin alabilmek ig¢in blylUmeyi ve onu
diizenleyen genetik, c¢evresel ve hormonal faktorlerle iligkisini aydinlatmaya
calismaktadirlar (Taiz ve Zeiger, 2015).

Glinlimiizde birden fazla ¢evresel stres tipi tanimlanmis olup her biri kendi i¢inde ayr1
bir ¢aligma disiplini olusturmustur (Sekil 1.1). Bu stres ¢esitlerinin bitki lizerindeki etkisi
yalnizca tek stres tipi lizerinden gergeklesmeyip bazen onlarin birlikte etkilesmesiyle de
olmaktadir (6rn. sicak stresi ya da tuz stresi her iki durumda bitki su icerigini etkileyerek su
kithig1 olusturabilir). Bu abiyotik streslerden biri olan iyonlastirici/iyonize radyasyon (Sekil
1.1) stresi son yillardaki kiiresel 1sinmayla birlikte bitkisel iiretimi smirlayabilecegi

endisesiyle onem arz etmektedir.
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Sekil 1.1. Cevresel streslerin genel smiflandirilmasi (Taiz ve Zeiger, 2015°den
degistirilerek)

Degisen cevresel kosullar bitkilerin islev ve yayilmalarinda anahtar bir role sahiptir.
Bitkilerin biiyliyebilmeleri ve hayatlarini normal bir sekilde siirdiirebilmeleri i¢in genetik ve
fizyolojik etkilerin yaninda gevresel faktorlerin de (sicaklik, su, CO2, 1s1k gibi) en uygun
siirlar i¢cinde olmas1 gerekir. Cevresel faktorlerin herhangi birinin en uygun sinirlar disinda
olmasi bitkinin biiyiimesinde ve veriminde azalmaya neden olmaktadir. (Salisbury ve Ross,
1985). Bu ¢evresel faktorler arasinda, radyasyon bitkinin biiyiimesini molekiiler, morfolojik
ve fizyolojik diizeyde etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir (Cucinotta ve Durante, 2006).
Yeryiiziinde bulunan biitiin canlilar hayatlar1 boyunca yasadiklar1 cevrede dogal
radyasyonun etkisi altindadirlar. Dalga boyu 2800 Angstrom (A)'den kiigik mor 6tesi
1isinlarm canli organizmalar tizerinde tahribat yaptig1 bilinmektedir. Uzun siire radyasyonun
etkisi altinda biiyliyen bitkilerde adaptasyon belirtileri smirli olabilir; bazi bitkiler
radyasyona kars1 daha duyarliyken bazilar1 daha duyarsizdir. Bitkilerin radyasyona karsi
duyarhliklarinm bitki tiiriinden bagimsiz oldugu ancak geng bitkilerin yiiksek farklilagsma



oranlarindan dolayr diger bitkilere oranla radyasyona karst daha hassas olduklar:
belirlenmistir. Radyasyonun bu etkileri bitkinin tiiriine, yasma, bitki morfolojisine,
fizyolojisine ve genom organizasyonuna baghdir (Kovalchuk vd., 2003). Ayni tiiriin varyete
ve ekotiplerindeki farkli cevaplar onlarin farkli poliploidi seviyelerine veya farkli genetik
organizasyona sahip olmalar1 ile agiklanmaktadir (Ukai ve Yamashita, 1969; Al-Rubeai ve
Godward, 1981).

Kozmik radyasyondan veya dogal olarak olusan radyoniikleidlerden dolay1 ¢evrede
var olan radyasyonun yani sira (Van der Stricht ve Kirchmann, 2001), insan aktiviteleri de
ortamdaki radyasyon seviyesini arttirmaktadir. Cernobil ve EURT (Dogu-Ural Radyoaktif
Deneme) alanlarinda yapilan calismalarda, bu alanlarda yetisen bitkilerde meydana gelen
mutasyon oranlar1 ve anormallikler 38 yil sonra bile kontamine olmamis alanlarda yetisen
bitkilere oranla ¢ok 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 siiperoksit radikali (O2), hidroksil
radikali (OH") ve hidrojen peroksit (H20>) gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) asir1 iretimi
ile oksidatif stresi tetikledigi belirlenmistir. ROT’lar proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi
islevsel ve yapisal organik molekiillerin hemen hemen hepsi ile reaksiyona girerek hiicresel
metabolizmanmm bozulmasma yol agar (Al-Rumaih ve Al-Rumaih, 2008). Iyonize
radyasyonun organizmalardaki etkisi diisiintildiigiinde, bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar iyonize radyasyonun etkilerine karsi bir korunma sistemine sahip
olmalidirlar (Zaka vd., 2002). ROT’larin neden oldugu hasar1 azaltmak ya da engellemek
icin hiicreler kapsamli ve tiimlesik bir endojen savunma sistemine sahiptirler. Peroksidaz
(POX), katalaz (CAT) ve slperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimler bitki htcrelerinin
enzimatik antioksidan savunma sistemini temsil ederler. Askorbat peroksidaz (APX), POX,
CAT, SOD ve gibi enzimlerin ¢esitli bitkilerde ROT temizleme aktivitelerinin iyonize
radyasyon uygulamasi ile arttig1 belirlenmistir (Kim vd., 2005; Wada vd., 1998; Zaka vd.,
2002; Colak vd., 2015). Nicotiana tabacum ve Nicotiana debneyi tiirlerinde, y-radyasyon
uygulamasina cevap olarak POD aktivitesinin arttigi, Triticum aestivum L. turtine ytksek
radyasyon uygulamasinda bitkinin biiyiimesi azalitken POD ve CAT enzimlerinin
aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir (Wada vd., 1998).

Tlm organizmalar oksidatif hasardan korunmak icin antioksidan savunma ve tamir
mekanizmalarina sahiptirler, ancak bu sistemler hasardan tam olarak korunmalari i¢in yeterli

degildir (Simic, 1998). Son yillarda dikkatler fenolik bilesiklerin antioksidan &zellikleri



iizerinde yogunlasmustir (Kowalczyk vd., 2003). Onemli iki fenolik asit olan ve yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip SA ve GaA ile ilgili kuraklik, tuzluluk gibi ¢evresel stresler ile
cok sayida calisma yapilmistir. Digtan SA uygulamasmin ¢evresel streslere karsi bitki
cevabinin hafifletilmesi i¢in 6nemli bir sinyal molekiilii oldugu bilinmektedir (Senaratna vd.,
2000). SA tuz stresine maruz birakilmig kabak (Cucurbita sp.) (She vd., 2002), mung
fasulyesi (Vigna radiata) (Nazar vd., 2011), Arabidopsis thaliana fideleri (Borsani vd.,
2001) ile kadmiyum uygulanmis soya fasulyesi (Glycine max) fideleri (Drazic ve
Mihailovic, 2005) gibi sayisiz bitki tiirlinde birgok farkli abiyotik stres etkilerini
hafifletmede 6nemli rol oynadig1 defalarca vurgulanmistir. Yapilan ¢aligmalarda GaA’in Oz~
ve "OH gibi ROT’un siipiirebilme kapasitesi belirlenmis ve giiclii bir antioksidan bilesik
oldugu kaydedilmistir (Kim, 2007; Priscilla ve Prince, 2009). Ayrica hayvanlar lizerinde
yapilan ¢aligmalarda antioksidan enzim aktivitelerine etki ederek radyasyona bagli lipit
peroksidasyonunu 6nledigi ve karacigeri sitotoksisiteden korudugu belirlenmistir (Gandhi
ve Nair, 2005). Antioksidan aktivitenin yaninda GaA, anti-mutajenik, anti-timoral ve anti-
bakteriyel aktivitelere de sahiptir ve hayvan ve insanlardaki gesitli tiimor hiicrelerinin
biiyiimesini inhibe ettigi belirlenmistir (Yeh ve Yen, 2006).

Yapilacak olan ¢alismada, tohumlara farkli dozlarda (100, 200, 300 ve 400 Gy) gamma
111 uygulanarak olusturulan IR stresi kosullarinda biiyiitiilen yerli Gonen-98 bugday
cesidinde gelisen oksidatif hasarin iyilestirilmesinde, distan SA ve GaA uygulamasinin
etkisi fizyolojik ve biyokimyasal diizeyde arastirilmistir. Mevcut tezinde morfolojik
parametreler, enzimatik olan (POX, SOD, APX, GR, MDHAR ve DHAR) ve olmayan
(GSH, TPC, fenolik asit) antioksidan icerikleri, H2O2 ve TBARS belirlenmistir.

1.2. Tahillar ve Bugday (Triticum aestivum L.)

Tahillar 6nemli oranlarda icerdikleri besin 6geleri sayesinde toplumun saglikli
beslenmesinde temel besin kaynagini olustururlar. Bugday, ¢eltik, musir, avdar ve yulaf gibi
tahillarin tanelerinden ¢ok ¢esitli besin kaynaklar1 tiiretilmistir (un, kepek, bulgur, irmik,
yarma, gevrek, vb.). Tahil ve tahil iirlinleri 6zellikle karbohidratlar (nisasta, lif), vitaminler,
mineraller ve diger besin 6geleri bakimmdan 6nemli bir kaynak durumunda olup ¢esitler
arasinda da genis bir dagilisa sahiptir. Bu grup besinlerin 6nemli kismini ise karbohidratlar
olusturdugundan viicudun temel enerji kaynagi olarak kabul edilirler (Lee, 2016). Bunun
yaninda, tahillar kiiciiksenmeyecek miktarda, ¢esitli proteinleri de igerirler. Bu proteinlerin

kalitesi diisiik olmakla birlikte islevi ¢ok yiliksektir (McKeown vd., 2013). Tahillar, ayrica



bir miktar yag da igerirler. Tahillar vitaminleri bakimindan hem kendi iginde ve hem de
cesitler arasida ¢ok secicilik gosterirler. Ornegin, tahillarda C ve B12 vitamini disindaki
diger B grubu vitaminleri (6zellikle B1 (tiamin), E, A) bakimindan en iyi kaynaktir. Bu
vitaminler tahil tanelerinin ¢cogunlukla kabuk ve 6ziinde bulunur. Bu nedenle, kabuk ve
Oziinilin ayrilmasi esnasinda B1 vitamini basta olmak {izere diger B grubu vitaminlerde bazi
kayiplar s6z konusu olabilir. Bu kayiplar beslenmede goriilen olast B grubu vitamin
yetersizliklerinden dolay1 ciddi hastaliklara yol agabilmektedir. Bu nedenle bu kayiplar
dikkate alinarak besin zenginlestirmesi yaklasimlar1 kiiresel bir strateji haline gelmistir.
Saglikli beslenme i¢in tam tahilli besinlerin tercih edilmesi bu nedenlerden dolay1 Gnemlidir
(Fardet, 2010; McKeown vd., 2013).

Bugday (Triticum aestivum L.), misir (Zea mays) ve celtik (Oryza sativa)ten sonra en
cok iiretilen iigiincii tahil bitkisidir. Istatistikler bugdayin tiim tahil cesitleri arasindan
yaklagik 734,74 milyon ton ile ikinci sirada yer aldigini rapor etmektedir (Tablo 1.1).
Tirkiyede ortalama 10 milyon ton bugday unu iiretilmekte ve kisi basma yillik un tiiketimi
150 kg olup, dunya tiketiminde ikinci sirada yer almaktadir (Elgiin vd., 2009). Bununla
birlikte, bugday ve celtik, kiiresel insan niifusunun dogrudan kalori aliminin biiyiik kismini
karsilasa da (Dyson, 1999) bugday, ondan elde edilen genis {iriin yelpazesi nedeniyle en
onemli gida maddesi olarak kabul gormektedir. Bugday, genellikle ekmeklik (Triticum
aestivum), makarnalik (Triticum durum) ve biskuvilik (Triticum compactum) olarak
yetistirilmektedir (Yiksel vd., 2011).



Tablo 1.1. Dunya tahil iiretimi (FAO, 2018)

Tahillar Ulke/ Kita Toplam Tahil Uretimi
(milyon ton) (FAO, 2018)

Misir (Zea mays) 1. ABD (371 milyon ton) 1.099,61
(USDA. FAS grain: 2. Cin (215 milyon ton)
world market and 3. Digerleri (156,8 milyon ton)
trade. Ocak 12, 4. Brazil (95 milyon ton)
2018) 5. Avrupa Birligi-27 (60,1 milyon ton)
Bugday 1. Avrupa birligi (149,4 milyon ton) 734,74
(Triticum aestivum 2. Cin (129 milyon ton)
L.) (2018/19 USDA) 3. Hindistan (97 milyon ton)
4. Rusya (68,5 milyon ton)
5. Amerika birlesik (49,7 milyon ton)
Celtik (Oryza sativa) 1. Gin (144,95 milyon ton) 495,87
(2016/17 US 2. Hindistan (110,15 milyon ton)
Department of 3. Endonezya (36,86 milyon ton)
Agriculture) 4. Bangladesh (34,58 milyon ton)
5. Vietnam (27,4 milyon ton)
Turkiye
Bugday 20
Arpa 7
Misir 5,7

Son arastirmalar kiiresel 1sinmaya bagl olarak tarim alanlarinin ¢dllesmeye ve
kurakligin artmaya baslamasiyla diinya niifusunun (2050’de 9 milyara ulasacak) gida
ihtiyacinin onemli bir kismini karsilayan bugday, musir ve celtik gibi tahillarm besin
degerinin giderek azalabilecegini 6nemle vurgulamaktadir (Gregory vd., 2005; Capone vd.,
2014). Bu durum halen var olan aglik riskini hem daha ¢ok arttiracagini ve hem de tarim
ulkelerini oniimiizdeki 20 yil i¢inde daha biiyiik ekonomik sikintiya siiriikleyebilecegini
gostermektedir. Ac¢lik bir yana, sadece beslenme yetersizliginden her yil 63 milyon insan
hayatin1 kaybettigi bildirilmistir. Calismalar yaklasik 2 milyar insanin demir ve ¢inko
ihtiyacinin yiizde 70’ini tahillarla ve bakliyattan sagladigmni rapor etmistir (Marinangeli vd.,
2017).

Tahil trinlerindeki besin degeri kaybmm hizlanmasmna etki eden en onemli
faktorlerden birisi atmosferdeki karbondioksit fazlaligindan kaynaklanan ‘“sera gazi
karbondioksit”in artmasidir. Karbondioksit, hem kiiresel 1sinmay1 hizlandirmakta ve hem de
bitkilerin besin depolama kabiliyetini azaltmaktadir. Bu durumda daha saglikli oldugu 6ne
stiriilen organik gidalar da kiiresel 1sinmadan olumsuz etkilenecek ve besin degerini
kaybedecektir. Arastirmalar 2050 yilina kadar bugdaydaki ¢inko (Zn), demir (Fe) ve protein

oraninin ylizde 10°a kadar azalacagini ve bunun 6zellikle gelismekte olan iilkelerde yasayan



milyarlarca insanda yetersiz beslenmeye yol agacagini rapor etmektedir (Taiz ve Zeigner,
2015; Tkemaladze ve Makhasvili, 2016).

Dogal ve tarimsal kosullarda bitkiler siklikla ¢evresel streslere maruz kalirlar. Bu
stresler birka¢ dakikaligina olabildigi gibi (6rn. hava sicakligi) gibi giinlerce de siirebilir
(6rn. toprak su ve mineral igerigi). Toprak ve iklim kosullarinin bu sekilde degisiklik
gostermesiyle olusan stres bitki tiirlerinin dagiligini 6nemli derecede sinirlandirir. Stres
cogunlukla, bitkinin {izerinde olumsuz etki olusturan dissal bir etmen olarak
tanimlanmaktadir. Stres kavramu strese tolerans ile yakindan iligkidir. Stres toleransi bitkinin
uygunsuz ortam kosullar1 ile basa ¢ikma potansiyelidir. Bu nedenle, stresin olusturdugu
zarar bitkilerin ¢evresel streslere adaptasyonu ve alisma mekanizmalariin altinda yatan
fizyolojik islemlerin anlagmas1 hem tarim hem de ¢evre agisindan biiyiik 6nem tasir. Kisacasi
stres bitki verimliligini ya da diger bir ifade ile bitkisel verimi 6nemli diizeyde etkiler.
Bitkisel tiretimde onemli olan ve verimliligi dolaysiz bir sekilde etkileyen biyolojik kiitle
birikimi (biyomass) bitkinin biiylimesi ile iligkili olup primer 6ziimleme islemlerine (CO2 ve
mineral alinmasi) dayandirilarak olciilmektedir. Bitkinin maruz kaldigi olumsuz biiyiime
kosullar1 (biyotik ve abiyotik) bitkisel {iretimi yakindan etkiler. Bitkiler bunu gelistirdikleri
tolerans mekanizmalariyla atlatabilirler ya da bu siiregte verimsiz kalabilir, 6lebilirler (Taiz
ve Zeiger, 2015; Shabala, 2017). Ornegin, bezelye (Pisum sativum) ve soya fasulyesi
(Glycine max) en iyi biiyiimeyi sirasiyla 20°C ve 30°C’lik sicakliklarda gosterirler. Sicaklik
artik¢a, 1s1 stresinin etkileri bezelyede soya fasulyesinden Once ortaya ¢ikar. Yani, soya
fasulyesinin sicaklik stresine toleransi daha yiiksektir seklinde kabullenilir (Yordanov vd.,
2000; Taiz ve Zeiger, 2015).

1.3. iyonize Radyasyon (IR) Stresi

Herhangi bir kaynak tarafindan emilen enerji radyasyon olarak ifade edilir. Radyasyon
genel olarak Sekil 1.2°de oldugu gibi sematize edilmekte ve elektromanyetik radyasyon
olarak ifade edilmektedir. Elektromanyetik radyasyon dalga boyu ya da dalga siklig1 olmak
izere iki farkl birim ile ifade edilmektedir. Dalga boyu metre, dalga siklig1 ise saniyede
gerceklesen dongu olarak olcilir.

Sekil 1.2°de yer alan radyasyon tiplerine bakildiginda, radyo dalgalarindan gama
isinlarina dogru, dalga boyu kisalir, siklik ve enerji artar. Artan enerjiyle birlikte 1gmlarin

molekdlleri iyonize etme durumlari da artmaktadir (Goodwin vd., 1970).



Radyo dalgalarinin iyonlastirict etkisi bulunmazken, gama isinlar1 ¢ok yiiksek
iyonlastirma enerjisine sahiptir. Radyasyondan gelen enerjiyi soguran molekiillerde bir,
sogurulan enerji sayesinde bir ‘uyarilma’ meydana gelir. Sogurulan enerji yeteri kadar
yuksek ise (X-isinlar1 ya da gama isinlarmin sahip oldugu enerji gibi) atom ya da
molekiillerden bir elektron uzaklasir, bu siirece ‘iyonizasyon’, bu siireci gergeklestirebilen

radyasyona ise ‘Iyonize Radyasyon (IR)’ ad1 verilir (Hall ve Giacci, 2006).
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Sekil 1.2. Elektromanyetik spektrum (URL-1’den degistirilerek)

Iyonize radyasyonun en onemli ozelligi gok yiiksek miktarda enerjiyi (33 eV)
aktarabilmesidir ve bu enerji C=C bagmnin kirilmasi i¢in gereken enerjiden (4.9 eV) ¢ok daha
yuksektir (Hall ve Giacci, 2006).



Tablo 1.2. Iyonize radyasyon (IR) tirleri ve 6zellikleri (Gudkov vd., 2019)

. Bagil
Iyonlastiric o . . . o .
radyasyon tiirleri IR gesitleri Enerji (keV) BIyC_iIOJ_Ik A (nm) Kesifci, kesif yili
Etkinlik
Alfa bozunmasi Parcaciklar 2000-11000 20 - E. Rutherford, 1998
Beta bozunmasi Parcaciklar 20-20000 1 - E. Rutherford, 1998
Gama (y)igmi | CleKwomanyetik 5-6000 1 <0,1 | P.U. Villard, 1900
dalgalar
X-1sint Elektromanyetik | 1 15 4 1 0,1-30 | W.C. Rontgen, 1995
dalgalar
EUV Elektromanyetik | 415 9,124 1 10-100 | W.N. Bennet, 1934
dalgalar
Proton emisyonu Parcaciklar <1500 1-3 - K. P. Jackson, 1970
Hizlandirilmis
Parcaciklar <1500 1-10 - E.O. Lawrence, 1930
parcaciklar

Ultraviyole radyasyon, X ve y-isinlar1 biyolojik materyaller ile yapilan ¢alismalarda
kullanilan radyasyon tipleridir. Tablo 1.2’de IR tiplerinin ¢zeliklerini gortulmektedir. X ve
y-1sinlarini enerjileri UV 1simnlarina gére ¢cok daha yiiksek enerjiye sahiptir, dolayisiyla daha
yiiksek oranda molekiillerde iyonlasmaya neden olurlar. X ve y-ismlar1 birbirlerine yakin
Ozelliklere sahiptirler. X isinlari, bir cihaz tarafindan elektronlarm g¢ok yiiksek enerjiye
ulagana kadar hizlandirildiktan sonra tungsten ya da altindan yapilmis bir hedefte aniden
durdurularak bir kinetik enerji olusturulur ve olusan bu enerjinin bir kismi X 1sinlarma
doniislir. Gama radyasyon ise bir radyoizotoptan yayilir, kararli olmayan cekirdek kararl
duruma gegebilmek i¢in yiiksek enerjili 1sinlar yayar. Yeryliziinde kayalarda dogal olarak vy
radyasyon bulunur (Hall ve Giacci, 2006; De Micco vd., 2011).

Radyasyon dolaysiz ve dolayl iyonizasyon olarak iki gruba ayrilabilir. Biyolojik
sistemler iyonize radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin absorpsiyonu ve biyolojik hasar
arasnda basamaklar halinde birtakim degisimler olustururlar. Iyonize radyasyon hasar1
dolaysiz ve dolayli olmak iizere iki kisma ayrilmaktadir. Dolaysiz iyonizasyon (hedef doku
tarafindan dogrudan sogurulma) absorbe edildigi atomik yapiy1 bozabilecek yeterli enerjiye
sahip olunan partikiiller ile gerceklestirilir. Proton, nétron, a-partikiiller, negatif =-mezonlar
dolaysiz iyonizasyona yol agan partikiillere 6rnek olarak verilebilir (Smith, 1976; Hall ve

Giacci, 2006). Elektromanyetik radyasyon (X ve y- 1smlar1) dolayli iyonizasyona neden
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olurlar. Gama ve X radyasyon tiirleri molekiillerde dogrudan bir kimyasal ya da biyolojik
bir hasara neden olmazlar. Bunun yerine sogurulmalar1 durumunda hizli hareket eden yiikli
partikiiller olusturmak tizere enerjilerini aktarirlar ve bu yiikli pargaciklar hasara neden olur
(Esnault vd., 2010; De Micco vd., 2011).

Ancak dolayli hasarda ilk hedef ¢cogunlukla su gibi molekiillerdir. Su molekiillerinde
olusan uyarilma ve iyonizasyondan sonra iyonize su molekiilleri (H2O™), hidrojen (H") ve
hidroksil ("fOH) radikalleri olusur. Olusan bu radikaller bir dizi reaksiyona, sekonder
radikallerin olugmasina ve sonug olarak oksidatif stresle birlikte biyolojik hasara neden olur
(Lee vd., 2009; Esnault vd., 2010).

Bitkilerin iyonize radyasyon stresine kars1 verdikleri cevaplari belirli basliklar altinda
toplamak ya da maddelendirmek zordur. Cunkii iyonize radyasyon etkisi ve radyasyona kars1
bitkilerin verdikleri cevaplar radyasyonun akut ya da siirekli olusuna gore, doz oranina ve
maruz kalma siiresine, bitki tiiriine, varyete veya kiiltivarina gore, bitkinin gelisim siirecine
gore degisiklik gostermektedir (Boyer vd., 2009). Bundan dolay1 bitkiler ile yapilan
calismalarda uygulanan iyonize radyasyon dozu birka¢ Grey (Gy)’den birkag yliz Gy’e kadar
degiskenlik gostermektedir (Esnault vd., 2010; Gudkov vd., 2019).

1.3.1. iyonize Radyasyon (IR) Stresinin Bitkilerde Olusturdugu Biyolojik
Etkiler

Iyonize radyasyona maruz kalan organizmalarda enerjinin soguruldugu ilk asama ile
biyolojik hasarin olustugu son asama arasinda farkli bir seri basamak aktive olur. Iyonize
radyasyonun dogrudan etkisinin ilk hedefi su ve DNA molekiilleridir. Enerjinin sogurulmasi
ile primer hedeflerde bir uyarilma ve neticede iyonlagsma olusur. Iyonlasmanm sonucu
reaksiyon birbirine bagh zincir seklinde ilerler ve sekonder reaksiyonlar neticesinde hiicre
icin reaktif oksijen tlrleri (ROT) artar (Esnault vd., 2010).

Iyonize radyasyona maruz kalan bitkilerde ROT nin miktarmnda genel olarak bir artis
gbzlenir. Suyun radyolizi sonucu olusan *OH radikalinin 6mrii ¢ok kisadir, ancak bu radikal
uzun mesafelere kisa siirede tagmabilir ve yiiksek diizeyde hiicre hasarina hatta ¢liimiine
neden olur. Diger ROT lar (H202 gibi) genel olarak ikincil reaksiyonlar sonucunda olusurlar.
Ayrica iyonize radyasyon daha az aktif ancak ¢ok daha uzun dmre sahip oksijen tiirlerinin
olusumuna da neden olur. Bu radikaller hiicre 6limiine neden olmazlar ancak genetik
anormalliklere yol agarlar (Koyama vd., 1998). Iyonize radyasyon etkisi ile ROT larin

miktarinin artmasi hiicrede radyasyon stresinden sonra ikincil bir stres olan oksidatif strese
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yol acar. Oksidatif stres kosullarinda bitkilerin antioksidan savunma sistemleri uyarilir, stres
etmenlerine karsi enzimatik olan ve olmayan antioksidanlar hiicre ve sistemlerini korumaya
calisir (Esnault vd., 2010).

Akut 1 kGy iyonize radyasyona maruz birakilan balkabagi yaprak ve petiollerinde
(yaprak damarlarinda, hiicre zarinda, orta lamellerde ve parankima hiicrelerinde) yiiksek
oranda H»O: biriktigi, artan peroksidaz antioksidan enzim aktivitesi ile H2O2 birikiminin
bitki hiicreleri tarafindan azaltilmaya g¢alisildigi belirlenmistir. Ayrica peroksidaz enzim
aktivitesi artig1 sarimsak (Allium sativum L, 10 Gy) (Croci vd., 1991; 1994) ve tath patates
disklerinde (900 Gy) (Ogawa ve Uritani, 1970) kaydedilmistir. Vigna radiata, Nicotiana
tabacum ve Nicotiana debneyi tirlerinde 20-200 Gy iyonize radyasyon uygulamasi
sonrasinda SOD enzim aktivitesinde artis ve diistisler belirlenmistir (Roy vd., 2005; Wada
vd., 1998). Capsicum annuum L. bitkisinde, 2 ve 8 Gy iyonize radyasyona maruz kaldiktan
sonra APX ve SOD antioksidan enzim aktivitelerinde artis, GR enzim aktivitesinde ise bir
diisiis belirlenmistir (Kim vd., 2005).

Iyonize radyasyonun bitkiler iizerindeki etkileri, maruz kalman dozla birlikte maruz
kalinan siireye gore de (akut ya da kronik) degismektedir (Tablo 1.3). Zaka ve arkadaslar1
(2002), Kazakistan niikleer deneme alanlarinda yetisen Poaceae ailesine ait yaban tip Stipa
capillata L. bitkilerini incelediklerinde, bu bitkilerin radyasyona karsi hassasiyetlerinin
azaldigini, POD, CAT, SOD ve GsPDH (glukoz-6 fosfat dehidrogenaz) enzim aktivitelerinin
kronik doza maruz kalmayanlarinkine kiyasla daha fazla arttigin1 belirlemislerdir. Art arda
iki defa iyonize radyasyon uygulamasi yapilan Allium cepa L. bitkisinde, ikinci uygulama
sonrasinda birinciye oranla daha az kromozom yapisinda kiriklar olustugu Cortes ve
arkadaslar1 (1990) tarafindan rapor edilmistir.

Diistik doz iyonize radyasyon bitkilerde antioksidan sistemi harekete gecirerek,
bitkinin farkli stres tiplerine karsi tolerans kazandirabilir. Kuru Oryza sativa L. tohumlarina
8 Gy iyonize radyasyon uygulandiktan sonra, ayni tohumlarin tuz stresine kars1 hassasiyet
diizeylerinin azaldig1i, ¢imlenme kapasitelerinin arttigi, SOD ve APX aktivitelerinin arttig1

saptanmstir (Beak vd., 2005).
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Tablo 1.3. Akut 1isinlamanin bitkilerin temel morfometrik parametreleri tizerindeki
etkileri (Gudkov vd., 2019)

Bitki Diisiik dozlar Orta dozlar Yiiksek dozlar
M siirgiin uzunlugu
Asiirgiin uzunlugu M kdk uzunlugu
Lathyrus chrysanthus MNkOK uzunlugu (1isinlamadan | (1isinlamadan sonra
Boiss (tohum) sonra zamana bagli) zamana bagli)
MNagirlik Vagirhk
M siirgiin uzunlugu Vsiirgiin uzunlugu
M kdk uzunlugu Vkok uzunlugu
Pigeon pea (L.) Millsp. Vsiirgiin uzunlugu
(tohum) Vkok uzunlugu
Capsicum annuum L. Nsiirgln
(tohum) uzunlugu
MNyaprak alani
Zea mays L. (tohum) Wsiirgiin uzunlugu
Vkok uzunlugu
MNsiirglin uzunlugu
Vigna sinensis (L.) MNkok uzunlugu
Walp. (Tohum) MNyaprak alani
MNagirlik
Arabidopsis thaliana MAgirlik VAgirlik
L. (tohum) MK o6k uzunlugu YKok uzunlugu
Glycine max L. Merrill VBitki uzunlugu
(tohum)
Phaseolus vulgaris L. NYaprak alan MNYaprak agirlig V' Yaprak alani
(tohum) Yaprak alan
Cajanus cajan (L.) MBitki agirhig VBitki agirlig

Millsp. (tohum)
Triticum sp. (tohum) MBitki agirligt MBitki agirligt
ANYaprak alant MNYaprak alan

Allium sativum L. V' Yaprak uzunlugu V' Yaprak uzunlugu
Zizania latifolia

(Griseb.) Turcz. ex VBitki uzunlugu VBitki uzunlugu
Stapf A Bitki uzunlug

(vejetatif safha) &l

Helianthus annuus L. VBitki agirlhig

(vejetatif safha)
Arabidopsis thaliana MNKok agirligs
L. (vejetatif satha)
Vicia faba L. (vejetatif VKok uzunlugu
safha)

Iyonize radyasyonun dolaysiz ve dolayli etkilerinin ana hedefi su ve DNA’dr.
Genomik DNA ne kadar biiyiikse iyonize radyasyonun DNA {izerinde hasar olusturma
ihtimali o kadar artar. Iyonize radyasyon DNA da tek veya ¢ift bant kiriklar1 olusturarak
DNA hasarina yol agar (Culligan vd., 2006). Ureme hiicrelerinde meydana gelen DNA

hasarlar1 sonucu olusabilecek mutasyonlar sonraki nesillere aktarilacaktir. Hiicreler olusan
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DNA hasarma karsi cok karmasik olan ve heniiz tam anlasilamayan tamir mekanizmasina
sahiptir. Ancak iyonize radyasyon dozuna ve siiresine bagli olarak olusan her DNA hasar1
hiicre tarafindan tamir edilemez ve olusan hasar bitkinin fizyolojisine de yansir (Roldan-
Arjona ve Ariza, 2009; Esnault vd., 2010). Arabidopsis thaliana bitkisinde 100 Gy iyonize
radyasyon uygulamasi sonrasinda 163 genin uygulama ile uyarildigi, uyarilan genlerin
%17’sinin hiicre dongiisii, kromozom yapisi, %11’inin transkripsiyon faktorleri ile ilgili
oldugu ve kalan genlerin de DNA tamiri ile ilgili oldugu Culligan ve arkadaslar1 (2006)
tarafindan rapor edilmistir.

Iyonize radyasyona maruz kalan bitkilerde olusan DNA hasari, artan ROT miktar1 ve
biyokimyasal degisimlerin ardindan bir¢ok fizyolojik degisim de olusturur. Diisiik doz
iyonize (1-2 Gy gibi) radyasyon inhibitor etkinin tam aksine bazi fidelerde biiyiimeyi tesvik
edebilir. Ancak yiiksek doz iyonize radyasyon ¢cimlenme ve buyime inhibisyonuna, hiicre
¢eperi hasarina, hiicre genislemesine, turgor artis ya da diisiisiine, hatta 6liime yol agar (Wi

vd., 2005; De Micco vd., 2014).

1.4. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

Anaeroblar disindaki canlilar i¢in oksijen ¢ok 6nemli bir elementtir. Canlilar kendi
metabolizmalarinda oksijeni oksidatif bir¢ok tepkimelerde kullanirlar. Bu tepkimelerin
dogal sonucu olarak reaktif oksijen tirleri (ROT) olusur. Bunun yaninda biyotik ve abiyotik
faktorlerin (stres faktorleri) neden oldugu olumsuz kosullar da canlilarda ROT iiretimini
uyarir (Sekil 1.3). Her iki durumda bitkiler sahip olduklar1 bir takim enzimatik (SOD, POD,
CAT, APX vbh.) ve enzimatik olmayan (a-tokoferol, askorbik asit, karotenoid, fenolikler,
flavonoid vb.) antioksidan savunma sistemleriyle olusan radikallerin temizlenmesini
saglayaak etkisiz hale getirirler (Tablo 1.4.) (Aruoma ve Halliwell, 1991; De Micco vd.,
2011).
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Protein Oksidasyon

Biyotik stres Niikleer DNA hasar1
00000 ] ]
Hava ks o "0y Kalsiyum Dengesi

Tuzluluk Endoplazmik Retikulum Stresi
@"”’ Lipid peroksidasyonu

Agir metaller

eccces’ o Mitokodriyal (mtDNA, protein, vb.)
Kkl o 0 bozunma
Zar kararlilig1 ve biitiinligiiniin
bozulmasi

Sekil 1.3. ROT’larin olusma sebepleri ve hasarlar1 (Tkemaladze ve
Makhasvili, 2016°den uyarlanmistir.

Reaktif oksijen turleri (ROT), molekiiler oksijenden daha reaktiftir. Genel olarak O2
, H202, OH* ve 102 bilinen en aktif ROT lardir. Bunlarin hepsi yiiksek seviye ulastiginda
DNA, protein ve lipidlerin zarin yapisin1 bozarak hucreleri par¢alanmasina neden olur.
Ancak, disiik diizeylerde ise, sinyal molekiilii olarak islev goriirler (Desikan vd., 2005).
Fotosentetik organizmalarda ROT istenmeyen radikal tiirleri olarak tanimlanir (Halliwell,
2006).

Birka¢ bitki hiicre organeli (mitokondri, peroksizom ve Kloroplast gibi) aerobik
metabolizmalar1 esnasinda ROT’ni tiretebilmektedir. Son ¢alismalar, apoplastin da ROT
Uretiminde roli oldugunu rapor etmektedir (Jubany-Mari vd., 2009; Roychoudhury vd.,
2012). Biyolojik sistemlerde dretilen en 6nemli radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Aerob organizmalar molekiler oksijeni fotosentez ya da solunum gibi metabolik olaylar
sonucunda suya indirger (Sekil 2.3). Bu indirgenme esnasinda oldukga reaktif olan oksijen
tiirleri olusmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2007; Del Rio, 2015). Singlet oksijen 1O, ve
A'O; olmak iizere ikiye parcalanir. Bu parcalanma iiriinleri, oksijenin elektronlarmndan
birinin enerji alarak kendi devrinin tersi yoniinde olan baska bir orbitale gegmesiyle olusur
(Imlay, 2013; Schnell and St Clair, 2014).
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>0, »H,0,
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Weiss/Fenton

reaksiyon

HO,*

Sekil 1.4. Oksijenin suya kadar indirgenmesi (Gill ve Tuteja, 2010°dan uyarlanmstir).

Tablo 1.4. ROT farkliliklar1 ve 6zellikleri (Das ve Roychoudhury, 2014’den uyarlanmistir)

Reaktif Oksijen Turleri (ROT)

Radikaller Olusma Tepkimesi | Kaynak Temizleme (stplrme)
O 2+ Fe¥ - 10+ Fe* Hiicre zari,
Siiperoksit (O2) 20" 2+ 2H* — Oy + HoOzFe?* kloroplast, SOD
Fe?* + H,0, + Fe®* — Fe?* + OH™ + OH" mitokondri
Hiicre zar,
Hidroksil (OH) H,0, + 02— OH + 0, + "OH kloroplast, Flavonoid ve Prolin
mitokondri
Radikal olmayanlar
Hiicre zar,
Hidrojen peroksit 2072+ 2H* > H202+ O, kloroplast, CAT, POX ve
(H202) mitokondri, Flavonoid
peroksizom
Hiicre zan,
Singlet oksijen (*O2) 3Chl +30; — Chl +'O: kloroplast, karotenoidler ve o —
mitokondri Tokoferol

degisikliklerinin bir 6zeti (Caverzan vd., 2016)

Farkl1 abiyotik stres kosullarinda farkli bugday genotiplerinde ve farkli doku tiplerinde antioksidan enzim

Abiyotik stres SOD CAT APX POX GR
Kuraklik - a0 0 0 ™
0
J - - N
Tuzluk N 0 a0
0 Ng N
N 0 N
) 0 N
Diisiik sicaklik M - 0 0 ™
N 0 N N
Yiiksek sicaklik ™ v N M
N 0 N N
N N
N 0 N
uv-B N N
N 0 -
N2 N Ng N

Azalma (), Yikselme (1), degismemis (-)
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Reaktif oksijen turleri sadece stres kosullarinda olusturulmazlar. Normal buyime ve
gelisme olaylarinin baglatilmasi ve siirdiiriilmesi i¢in gerekli sinyal molekiiller olduklari
(6rn. hormonal sinyaller-ABA, oksin ve Me-JA-, stoma kapanmasi, kok biiyiimesi, vb.) ve
patojen saldirilarina karsin gelistirilen savunma mekanizmasina da katildiklar1 belirtilmistir
(Smirnoff, 2008). Tiitiin bitkisi hiicrelerinde savunma yanitlar1 sirasinda fitoaleksin birikimi
icin suiperoksit radikalinin, Arabidopsis thaliana bitkisinde kok biiyiimesinin uyarilmasi igin
hidroksil radikalinin ve soya fasulyesinde hiicre dlimiiniin baslatilmasi i¢inse siiperoksit
(H202 degil) radikalinin gerekli oldugu artik bilinmektedir (Smirnoff, 2008). Son
zamanlarda reaktif oksijen tiirlerinin abiyotik streslerde bitkilerde hizli sistemik
sinyallesmeyi, hiicre kalsiyum igerigini ve elektik potansiyelini (yayilan dalga olarak) iki
katina ¢ikararak baslattig1 ifade edilmektedir (Smirnoff, 2008). Bitki sistemlerinde kalsiyum
ikincil mesajc1 roliindedir ve sitozolun kalsiyum derisimi arttiginda bazi sinyallerin
aktiflestigi (6r. protein kinazlar, fosfatazlar ve onlara ait downstream gen ifadeleri) tespit
edilmistir (Choudhury vd., 2017). Yapilan ¢alismalar ROT ile kalsiyum akisinin birbiriyle
iliskili oldugunu gdstermistir (Choudhury vd., 2017). Ornegin konak hiicrelerde, H.O;
varliginda zar kalsiyum akisinin stoma acilip-kapanmasini stomay1 kapama yoniinde kontrol
ettigi ortaya konulmustur (Choudhury vd., 2017).

Bir bitkinin yetistigi alanda/tarlada maksimum saglamliligini siirdiirmesi igin,
yapraklar dahil olmak (izere tiim organlarinin abiyotik strese cevabinin uyumlu bir sekilde
olmasi gerekir. Bitki boyunca bu koordinasyonun saglanmasi ancak ROT {iretimi sinyalinin
es zamanl olarak yayilan bir dalga hareketiyle saglanabildigi belirtilmistir (Choudhury vd.,
2017). Ornegin, sicaklik stresi kosullarinda, ROT iiretiminin sistemik olarak yapraklardaki
ABA isleviyle koordineli oldugunu gdsteren birgok ¢alisma yapilmistir (Choudhury vd.,
2017).

1.5. Reaktif Oksijen Turleri ve Fotosentez

Fotosistem Il (PS I1), suyun O2’ye 1sik-siiriimlii oksidasyonu ve plastokinon (PQ)’un
plastokinol (PQH2)’e indirgenmesini katalizleyen tilakoid zara gomull bir su-plastokinon
oksidorediiktazdir. Bu reaksiyonda, D1 proteininin klorofil monomeri (Chlp1) ve feofittin
(Pheop1) arasindaki primer yiik ayrimi, zayif baglanmis klorofil dimer Pp1 ve *(Chlps**
Pheop1*) radikal ¢iftini olusturan Pp2'nin oksidasyonu ile hizli bir sekilde kararli duruma
gelir. 1(P680°**Pheop:**) radikal cifti, Pheop' den QA*~y1 olusturan siki1 bagl plastokinon
QA'ya ve Yz*'yi olusturan redoks aktif tirozin kalintis1 D1:161Y (Yz)’den P680°"’e olan
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eletron aktilmasiyla dengede tutulur. QA*'dan zayifca baglanan plastokinon Qg’ye ve
Mn4OsCa kiimesinden proton-esli elektron taginmasi yoluyla YZ* indirgenmesinin elektron
taginmasi Qg ve MnsOsCa kiimesi icin indirgenme ve ylikseltgenmesi esdegerligi saglar. Qs
bolgesinde iki indirgeme esdegeri saglandiginda, ortamin protonlagsmasi kanallar yoluyla PQ
havuzuna salinan plastokinol (PQH?2)’lar1 olusturur. MnsOsCa kiimesinde dort yikseltgeyici
(oksitleyici) esdegerin olusmasi, kanallardan limene dogru iki H20 ila Oz’nin dort
elektronlu ylkseltgenmesine neden olur (Pospisil, 2016).

Hem enerji transferi hem de elektron tasimasi igeren 1sikla calisan islemlere reaktif
oksijen reaktif (ROT) olusumu eslik eder. Enerji transferinde, tekli oksijen (*O.), Ucli
klorofilden Oz'ye enerji transferi ile gerceklesir. Elektron tasiniminda ROT, ardisik tek-
elektron O indirgemesi ve PSII elektron alicis1 ve dondr taraflarinda H>O'nun iki-
elektrotron oksidasyonu ile olusturulur. O2'nin bir elektron indirgenmesi, kendiliginden veya
enzimatik olarak hidrojen peroksite (H20.) ayrilan ve sonrasinda Fenton reaksiyonuyla
hidroksil radikaline (OH®)’e indirgenen siiperoksit anyon radikalini (O2*") olusturur. Suyun
iki elektron oksidasyonu, sirayla Oz ve OH®’ne yikseltgenen ve indirgenen H2O.'i
olusturur. Abiyotik ve biyotik stres kaynakli ROT’larin elimine edilmesi enzimatik olan ve
enzimatik olmayan siipiirebilmeyle saglanir. Boylece, ROT larin kontrol diizeyi ¢ok cesitli
abiyotik (yiiksek 151k, yiiksek ve diistik sicakliklar, UV-radyasyonu ve kuraklik gibi olumsuz
ceversel kosullar) ve biyotik (herbivorlar ve viriis, bakteri ve mantar gibi patojenlerle)
streslerde basarilmis olur (Pospisil, 2016).

Iliml1 stres kosullarinda, temizleme sistemi ROT diizeyini diisiik tuttugunda, ROT lar,
bir aklimasyon tepkisi ve programlanmis hiicre 6liimii saglayan sinyal molekiilleri olarak
islev goriirler. ROT larin yiiksek 151k ve yliksek sicaklik kosullarinda kloropasttan niikleusa
uzanan hiicre i¢i sinyallesme yolaginda ¢cok Onemli bir rol oynadigi rapor edilmistir.
(Gudkov vd., 2019) Ancak, ROT’larm proteinlere ve lipidlere karsi olan yiiksek aktivitesi
nedeniyle, ROT diflizyonu smirlt kalir. Bu durum ROT’larin kloroplasttan niikleusa sinyal
iletmesini iyi yonetmedigini gostermektedir. Protein oksidasyonu ve lipit peroksidasyonu
iriinlerinin aktarilabilecek sinyaller olarak islev gorebilecegi diisiiniilmektedir. Enerji
transferi (102) ve elektron tasmmasiyla (H202) olusturulan ROT’larm es zamanl olarak
iretildigi diisiiniilse bile, sinyal yollarindaki hareketlerinin engelleme olasilig1 yine de var
gibi gozilkmektedir. H202’in Arabidopsis thaliana bitkisinin flu mutantindaki *O2 sinyal

yollarin1 antagonize ettigi gosterilmistir (Pospisil, 2016).
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1.5.1. Fotosentezde Pigment ve Iyonize Radyasyon Stresi

Iyonize radyasyonun (IR), klorofilin organeli olan kloroplasta diger organellerden
daha hassas oldugu rapor edilmistir. Bitkiler diisiik IR dozlarma maruz kaldiginda klorofil
sayist degismez veya artar. Doz arttik¢a klorofil sayisi ve karetenoid icerige de diisecektir.
Klorofil sayisinin azalmasinin nedeni IR kaynakli gen ekspresyonunun baskilanmasidan
kaynaklanir. Bazi kaynaklarda isinlamanin ardindan klorofil a/b oraninda artis oldugu
gOsterilmektedir. Klorofil b sentezinin iyonize radyasyona karsi daha direngli oldugu
bilinmektedir. Ornegin, Arabidopsis thaliana bitkisinde yiiksek IR dozuna bagl olarak
klorofil enzimlerini sentezde (glutamil tRNA reduktaz ve NADPH-protoklorofil-
oksireduktaz A/B) artis goriilmektedir. Karetenoid iiretimi sadece koruma amaglh degil,
diizeltme mekanizmasinda da rol oynamaktadir. Ksantofil dongiisiinde violaksantin ve
zeaksantin arasinda IR’den dolay1 sayisizca zarar goriilmektedir. Isinlamadan sonra
zeaksantin yiikselisi 151k enerjisinin yayilmasini kolaylastirir. Ayrica daha yiiksek dozlara
maruz kaldig1 zaman, CO> alinmasinin inhibisyonuna neden olur (Gudkov vd., 2019).

Marul bitkisi, IR’in diisiik dozlarina (2-30 Gy arasinda) maruz birakildiginda klorofil
a/b ve karetenoid igeriginin artis gosterdigi aksine yiiksek dozlarinda (70 Gy’den fazla) ise
azalma gosterdigi rapor edilmistir (Gudkov vd., 2019). Hong ve arkadaslar1 (2018), 100 ile
300 Gy arasinda degisen akut gama dozlar1 ile 1simlanan tohumlarin fotosentetik pigment
iceriginde artis kaydettiler. Genellikle yiiksek doz gama isinlamasi, fotosentetik kapasite
kaybiyla birlikte klorofil biyosentezinin bozulmasina dolayisiyla fotosentezde belirgin bir
azalmaya neden olur (Gudkov vd., 2019).

Gama radyasyonu, bircok mahsul turinin Kkalitatif ve kantitatif karakterlerini
gelistirmek icin mahsul mutasyonu yetistirme programlarinda kullanilmaktadir. Gama
ismlari, kullanilabilirligi ve penetrasyon kapasitesi nedeniyle diger iyonlastirici radyasyon
tirlerine kiyasla daha ekonomik ve etkili bir arag olarak Onerilmektedir. Genel olarak,
iyonlagma ile iiretilen serbest radikallerin bitki ¢cimlenmesi, biiyiimesi, morfolojisi ve verimi
iizerine olumsuz etkileri olabilir. Ek olarak, yiiksek dozda gama 1s1masi ile tetiklenen stres
sinyalleri ve tepkilerinin bitkilerin fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri {izerinde zararli
etkileri vardir. Bununla birlikte, baz1 durumlarda diisiik seviyelerde iyonlastirici radyasyona
maruz kalmanin, hormesis olarak adlandirilan bitki biiylimesi lizerinde faydali bir etkisi

oldugu da rapor edilmektedir (Gudkov vd., 2019).
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1.6. Bitkilerde Antioksidan Savunma Sistemi

1.6.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) oksijenli solunum (aerobik) yapan tim
canlilarda bulunur. Singlet oksijen (O27), O2ve H20’ya bu enzimle doniistiiriiliir (bk. Tablo
2.4). Boylece oksidatif streste ilk savunma hatti olusturulmus olur. Siiperoksit dismutaz
antioksidan savunma sisteminde hicreyi savunmada merkezi bir role sahiptir. Bu enzim
metaloenzimler grubuna dahil olup Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD olmak uzere g
izoenzimle temsil edilmektedir. Bunlardan Cu/Zn-SOD mitokondri ve kloroplastlar’da, Mn-
SOD mitokondri ve peroksizomlar’da, Fe-SOD ise yogun bir sekilde kloroplastlar’da
bulunur (Smirnoff ve Arnaud, 2019).

Peroksidazlar (POX; EC 1.11.1.7) bitkilerde biiyiime ve gelisme sirasinda birgok
onemli islevleri yerine getirirler. Ornegin, H20,’in etkisizlestirilmesi (detoksifikasyonu),
oksin (IAA)’in parcalanmasi, yaralarin iyilesmesi, etilen biyosentezi, hiicre uzamasi ve
genislemesi, ¢eper ligninlesmesi, organogenez ve morfogenez gibi ve bircok fizyolojik ve
biyokimyasal islevlerden sorumludur. Bu enzim grubu ayni zamanda abiyotik ve biyotik
streslere maruz kalan bitki hucrelerinde antioksidan savunma sistemini destekler.
Peroksidazlar indirgeyici substrat olarak guaiakolii (o-metoksifenol) kullanirlarsa guaiakol
peroksidaz (GPOX)’lar olarak adlandirilirlar. Peroksidazlar hiicrede genellikle sitozol, hiicre
ceperi ve apoplastik alanda daha ¢ok bulunmaktadir (Sharma vd., 2010).

Katalaz enzimi (CAT; EC 1.11.1.6) de H202’i H20 ve Oz’e pargalar. Dolayisiyla
oksijenli solunum yapan tiim canlilarda bulunur. Katalaz, yapisinda bir hem grubu iceren
tetramerik yapili bir enzimdir. Hem abiyotik ve hem de biyotik stres kosullar1 katalaz
aktivitesinde gen ifade ve aktivite diizeyinde artislar saglar. Mitokondri’de ETS siireci,
glioksizomlarda yag asitlerinin 3-oksidasyonu ve fotosolunum (fotorespirasyon) potansiyel
H20: kaynagidir. Bu nedenle hiicrede olusan H202’in doniisiimiinde hiicresel indirgeme
esdegerliklerini tikketmediginden CAT, hiicreler enerji agisindan strese girdiklerinde hizlica
olugsan H20>’i etkin bir sekilde doniistiirebilir (Scandalios vd., 1997).

Askorbat peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) yiiksek bitkilerde, klorofitlerde, kirmizi
alglerde ve birgok protista liyelerinde bulunan sinif I hemoperoksidazlardir. Kloroplastlar’da
askorbat-glutatyon (AsA-GSH) dongusii H.02’i indirgeyen temel indirgeme sistemidir. ki

molekil askorbik asiti (AsA) kullanarak H20.’i iki molekiil monodehidroaskorbat



20

(MDHA)’a ve H20’ya indirgeyen APX, AsA-GSH dongusunin anahtar enzimlerinden
biridir (Sharma vd., 2010). AsA-GSH dongusu kloroplastlarla birlikte sitozol, mitokondri ve
peroksizomlarda da ROT’larin siipiiriilmesinde gorev alir. Cevresel stres kosullarina yanit
olarak APX aktivitesi genel olarak CAT, SOD ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi diger
antioksidan enzim aktiviteleriyle birlikte artig gosterdigi rapor edilmistir (Caverzan vd,
2012).

Glutatyon reduktaz (GR; EC 1.6.4.2) oksidatif stres kosullarinin olusturdugu hasara
kars1 hiicreyi korunmada esasli bir role sahiptir. Ayn1 zamanda GR, AsA-GSH déngusunin
de diger bir 6nemli enzimidir. Bu enzim e verici olarak NADPH’1 kullanir ve yiikseltgenmis
glutatyonun (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalizler. Ayrica e” verici
olarak NADPH’1n kullanilmasi, CO; fiksasyonunun azalmasi durumunda NADPH/NADP*
oraninin ayarlanmasinda katkis1 oldugu 6nemle vurgulanmaktadir (Creissen vd., 1996).
Iyonize radyasyon gibi siddeti yiiksek streslerin birincil etkilerinin neden oldugu oksidatif
hasardan korunmada GSH’1n devamliligi 6nemlidir (Sairam vd., 1997).

Monodehidroaskorbat redikitaz (MDHAR; EC 1.6.5.4) oksidoredilktaz sinifi bir
enzimdir. Bu enzim de AsA-GSH ddngustne ait 6nemli enzimlerden biridir. Kloroplast,
sitozol, mitokondri, glioksizom ve yaprak peroksizomlar1 bu enzimi kullanir. Ayn1 sekilde
GR’de oldugu gibi bu enzim de e vericisi olarak NAD(P)H’1 kullanir. Kloroplastlarda iki
onemli gorevi bulunmaktadir; (I) MDHA’tan indirgenmis askorbatin yeniden olusumu, (II)
MDHA yoklugunda dioksijenin siiperoksit radikallerine indirgenmesine aracilik etmektir
(Leterrier vd., 2005).

Monomerik tiyol enzim olan dehidroaskorbat rediktaz (DHAR; EC 1.8.5.1),
indirgeyici substrat olarak GSH’1 kullanir ve dehidroaskorbat (DHA)'mm AsA’a
indirgenmesini katalizler. Bitkilerde stres cevabinda AsA-GSH ddnglsune ait bir enzim

olarak 6nemli bir yeri vardir (Sharma ve Dubey, 2005; 2007).
1.6.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

1.6.2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, bitkilerde pentoz fosfat, sikimat ve fenilpropanoid yollarindan
tiirevlenen, hem normal gelisim boyunca hem de enfeksiyon, yaralanma ve radyasyon gibi
stres kosullarinda genis ve cesitli iiriin yelpazesinde iiretilen sekonder metabolitlerdir. En

yaygm fitokimyasal gruplardan biri olan bu bilesikler, bitkilerde morfolojik, fizyolojik ve
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biyokimyasal a¢idan Onem tagimaktadirlar. Meyve ve sebzelerin renk ve duyusal
ozelliklerine katkida bulunmanm yani sira besinlerin oksidatif kararliligin1 korumasina da
katkida bulunurlar (Shahidi ve Naczk, 2004). Ayrica fenolik bilesikler, anti-allerjik, anti-
arterojenik, anti-inflamatuvar, anti-mikrobiyal, antioksidan, anti-trombotik, kardiyoprotektif
ve vazodilator etkiler gibi genis bir fizyolojik 6zellik sergilemektedirler. Bu 6zelliklerinden
dolayi, gidalarda fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesi, gidanin
antioksidan fonksiyonu, gida kalitesi ve potansiyel saglik yararlari ile ilgili bilgi saglayabilir
(Balasundram vd., 2006).

Fenolik bilesikler, dogrudan bir aromatik hidrokarbon (C6) grubuna bagli hidroksil
grubu (-OH) igeren bir kimyasal bilesik sinifidir ve basit fenolik molekiillerden yiiksek
derecede polimerize bilesiklere kadar degisiklik gdsterirler. Sahip olduklari fenol gruplarinin
sayisina gore smiflandirilirlar ve genel olarak fenolik bilesikler, basit fenolikler, fenolik
asitler, kumarinler, flavonoidler, stilbenler, hidrolizlenebilir ve kondense taninler, lignanlar
ve ligninlerden olusur. Aromatik halka ile -OH grubuna ait oksijen (O) arasindaki bagin
giiclii, O ile H arasindaki bagin zayif olmasindan dolayi, fenolik bilesikler asidik 6zellik
gosterirler. Fenolik gruplardan birine veya daha fazlasina bagli mono- ve polisakaritler ile
eslenikler halinde bulunabilir ve esterler ve metil esterler gibi fonksiyonel tlirevler olusabilir

(Balasundram vd., 2006).

1.6.2.2. Fenolik Asitler

Fenolkarboksilik asit diger adiyla fenolik grubunun alt sinifidir. En 6nemli iki grubu;
hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik asittir. Fenolik asitlerin temel iskelet yapis1 aynidir,
fakat aromatik halkaya bagli —OH grubunun say1 ve konumuna gore birbirinden farkli olusur
(Taiz ve Zeigner, 2015). Gallik asit ve salisilik asit hidroksibenzoik asit grubuna ait dnemli
fenolik asitlerdir (Goleniowski vd., 2013).

1.6.2.2.1. Salisilik Asit

Salisilik asit (SA), bitki tarafindan iiretilen genel bir fenolik bilesiktir ve fenolik
bilesiklerin sentezinin gergeklestigi sikimik asit yolunda ara bir {iriin olan sinnamik asidin
dogal bir tiirevidir. Bitkilerde SA olusumu igin muhtemel iki yol bulunmaktadir. Ilkinde
sinnamik asidin zincir kismindaki dekarboksilasyonla benzoik asit olusmakta ve C2

pozisyonundaki hidroksilasyonla SA sentezlenmektedir. ikincisinde ise sinnamik asidin
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hidroksilasilasyonuyla o-kumarik asit ve daha sonra dekarboksilasyonla SA olusmaktadir.
Bu iki yolun yani sira, {igiincii bir yol olarak, daha onceleri bakterilerde tanimlanan korismik
ve izokorismik asit yoluyla sikimik asitten SA’nin sentezlendigi bir yolun varlig1 bitkilerin

kloroplastlarinda belirlenmistir (Wildermuth vd., 2001) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Bitkilerde salisilik asit biyosentez ve metabolizmas1 (Chen vd.,
2009’dan degistirilerek)

Salisilik asit, bitki biyiume dizenleyicileri olarak bilinen fitohormonlar kategorisi
icerisine dahil edilmistir (Raskin, 1992). Transgenik bitkilerde SA metabolizmas1 ve
sentezi ile iliskili yapilan ¢aligmalar, SA’nin stres belirtilerinin gelisimi ve asir1 duyarl
yanit (HR) benzeri hiicre 6luminde gerekli oldugunu gosterir (Horvath vd., 2007).
Ekzojenik SA uygulamasi, bitkide patojenik iligki (PR) genlerinin ifade edilmesini saglar
(Malamy vd., 1990); bunun takibinde de sistemik kazanilmis direng (SAR) gelisir (Yalpani
vd., 1993). Distan bitkiye uygulanan SA’nin ¢evresel streslere karsi bitki cevabinin
hafifletilmesi i¢in nemli bir sinyal molekiil oldugu bilinmektedir (Raskin, 1992; Senaratna
vd., 2000). Salisilik asit ve diger salisilatlar grubu bilesikler ¢iceklenmeyi uyarma,
termojeniteye (1s1 liretimi) neden olma, etilen biyosentezini engelleme, yapraklarda ve
epidermiste transpirasyonu azaltma, ABA-tesvikli stoma kapanmasini tersine ¢evirme,

misir  fidelerinde antosiyanin dretimini uyarma, baklagillerde simbiyotik azot
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fiksasyonunda etkili olan kok-nddiil olusumunu arttirma, in vivo’da nitrat rediiktazin
aktivitesini arttirma ve vegetatif gelismeyi hizlandirma gibi pek c¢ok fizyolojik siirecte
gorev alirlar (Ozeker, 2005).

Salisilik asit, bitkilerde gesitli fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlara etki eden,
onemli bir sinyal molekiil olarak davranan ve biyotik ve abiyotik strese karsilik bitkinin
gosterecegi direngte cesitli etkilere sahip olan bir bitki hormonu olarak kabul edilir (Arfan
vd., 2007). SA’nin fotosentetik pigmentler ve antioksidan enzim iglevleriyle abiyotik stresin
siddetli etkilerini iyilestirdigi pek ¢ok ¢alismada belirtilmistir (Larkindale ve Knight, 2002).
Fakat Zea mays L. bitkisine yapilan SA uygulamasmin kuraklik toleransini baskiladigmin
(Németh vd., 2002), Arabidopsis thaliana bitkisinde yapilan SA muamelesi ile 5°C’in
altinda bitki yasayamazken, SA birikimi yapamayan NahG bitkilerinin bu kosullarda
yasayabildiklerinin (Scott vd., 2004), yiiksek konsantrasyondaki SA’nin Arabidopsis
thaliana bitkisinde NaCl tarafindan oksidatif hasari arttirdigi ve NahG bitkilerinin NaCl
uygulamasina ¢ok dayanikli oldugunun (Borsani vd., 2001) bilinmesi SA’nin bitki tiirii ve
uygulanan konsantrasyona bagh olabilecek sekilde tesvik edilen stres toleransinda karsi
etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bu bilgilere ilaveten, SA’nin stres toleransindaki
etkisi ile alakali ¢alismalar da mevcuttur. Kadmiyum (Cd) stresi altindaki Lolium perenne
L. bitkisinin SA ile muamelesi, biiyiimede artisa sebep olurken kok/gévde arasindaki Cd
tasimimini azaltarak hem kok hem de gévdede antioksidan enzim aktivitesini arttirmistir,
sonucta Cd’un toksik etkisi azalmistir (Wang vd., 2013). SA uygulamasi ile limon otu
(Cymbopogon flexuous Steud. Wats.) olarak bilinen aromatik bir ¢im bitkisinde artan tuz
seviyesi biiylimeyi inhibe edip elektrolit sizinti, prolin miktar1 ve fosfoenol piriivat
karboksilaz enzim aktivitesini agir1 sekilde arttirirken distan uygulanan SA tuzluluk stresinin

olusturdugu istenmeyen etkilerle miicadele etmistir (Idrees vd., 2012).

1.6.2.2.2. Gallik Asit

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) bitkilerde en yaygin bulunan fenolik
bilesiklerden biridir. Ornegin, findik, {iziim, kiraz, yaban mersini, nar, bal, yesilgay ve
sarapta yiiksek miktarda belirlenmistir. Gallik asidin, antialerjik, antienflamatuar, antiviral,
antifungal, antimikrobiyal, antimutagenik, antikarsinojenik, kardiyoprotektif ve
noroprotektif faaliyetler dahil olmak tzere insan saghigi iizerinde sayisiz yararh etkisi oldugu
bildirilmistir. Ayrica, gallik asidin gii¢lii bir antioksidan oldugu ve oksidatif strese kars1 iyi
bir koruyucu oldugu da rapor edilmistir (Marino vd., 2014).
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Bazi galismalardan GaA (1) sentezi icin iki potansiyel yolu bulunmaktadir (Sekil 1.6).
Fenilalaninden (4) veya sikimik asitten tiireyen bir ara maddeden, yani 3-dehidrosikikattan
(3-DHS) (2) olusturulabilmektedir. Bununla birlikte, GaA'nin karboksilik grubunun
fenilalanin yan zincirinden ziyade shikiminin karboksilik grubuna biyosentetik olarak
esdeger oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, GaA'nin bir 3-DSH'den ya dogrudan
dehidrojenasyonla ya da bir ara madde olarak protokatesik asit (3) yoluyla olusturulmasini
gerektirir (Sekil 2.6). Werner ve arkadaslar1 (2004), *C isaretli glukoz ve oksijen izotop
orani kiitle spektrometrisi ile retrobiosentetik NMR caligmalar1 kullanarak, GaA'nin temel

olarak 3-DHS'min dogrudan dehidrojenasyonu ile sentezlendigini gostermistir (Badhani vd.,

2015).
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Sekil 1.6. Gallik asit biyosentezi (Badhani vd., 2015)

Gallik asit hidroksil, singlet oksijen, alkil peroksil, peroksil ve uzun omurli
mutajenik radikaller gibi cesitli serbest radikalleri temizleyebilir. Kisacasi, GaA’nin ROT
temizleyicisi olmasi, metallerle selasyon yapmasi, lipid peroksidasyonunu engellemesi,
hiicre sinyal yolaklarini isletebilmesi ve apoptozisi uyarmasi gibi dnemli islevlerde rolii
oldugu birkag¢ ¢aligmada rapor edilmistir (Morino vd., 2014; Yildiztugay vd., 2017; Samad
vd., 2019). Gallik asit, hem hayvan hem de bitkilerde herhangi strese karsi direnglilik artigi
gosterir (Marino vd., 2014). Soya fasulye yapraklarinda ekzojenik gallik asit uygulamasi
yapildiktan sonra su durumunu korudugu ve fotosentetik kapasiteyi soguk stresine
direnglilikte artirdig1 gosterilmistir (Yildiztugay vd., 2017), Oryza sativa’da tuz ve ozmotik
streslerin birlikte gosterdikleri siddetli etkileri iyilestirdigi rapor edilmistir (Ozfidan-
Konakci vd., 2015).
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Hizl niifus artis1, ekonomik gelisme ve uluslararasi ekonomik entegrasyon diinyanin
her bolgesinde kaynak kullanimini yogunlastrmistir. 2050 yilma kadar 9 milyara ulagmasi
beklenen insan nifusunu beslemek ve enerji saglamak i¢cin mevcut kullanilabilir tarim
alanlarindan daha fazla verim saglanmasi ve olumsuz gevresel etkilerin en aza indirilmesi
gerekmektedir. Hem stres hem de normal kosullar altinda mahsul performansini artiran
transgenlerin uygulanmasi uzun ve pahali bir islemdir. Bu nedenle bitkilere kolaylikla ve
daha az maliyetle uygulanabilen, liriin kaybin1 azaltip verimi arttiran ve bu sirada insan
saghgl agisindan giivenli olan SA ve GaA gibi antioksidan 6zellie sahip biyoaktif
kimyasallarin bitkilere uygulanmasi, artan insan niifusuna gida saglamada biiyiik bir katk1

saglayacaktir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bitki Materyalinin Saglanmasi ve Bugday Tohumlarin Cimlendirilmesi

Tez kapsaminda kullanilan ‘Gonen-98° ekmeklik bugday (Triticum aestivum) cesidi
Alfa Tohum Sirketi (Balikesir)’nden temin edildi. Bugday tohumlar asagida verilen deney
deneme deseninde belirtilen (Tablo 2.1) dozlarda (Gy) i¢in 1s1mlanmak tlizere Tiirkiye Atom
Enerjisi Kurumu (TAEK)’na gonderildi. Bugday fidelerine uygulanacak olan 1sinlama
dozlar1 100, 200, 300 ve 400 Gy olacak sekilde Colak vd. (2015)’ne gore secilmistir. Kuru
tohumlar 6 saat saf su ile imbibe edildikten sonra Hoagland (Hoagland ve Arnon, 1950)
cozeltiside ekim yapildi ve 2 giin siire ile karanlik bir ortamda (22°C sicaklik ve %65 nem)
¢imlendirildi. Ugiincii giiniin sonunda ¢imlenmis bugday tohumlar1 kontrol ve uygulama
gruplarina ayrilarak 6ncesinde 6n deneme c¢aligmalari ile uygulama derisimleri belirlenen
salisilik asit (SA) ve gallik asit (GaA) ile muamele edildi. Hoagland ortamu {i¢ giinde bir
degistirilecek sekilde 6rnekler 5 giin boyunca 16 saat 151k (25°C ve %65 nem) ve 8 saat
karanlik (20°C sicaklik ve %70 nem) fotoperyodunda bitki yetistirme kabininde (BINDER
KBWEF 720, Germany) yetistirildi.

Dokuz giinlin sonunda ornekler hasat edildi ve sivi azottan gecirilerek -80°C’de
analizler yapilincaya kadar saklandi. Orneklerden kok ve siirgiin boy élciimi, kok ve siirgiin
yas agirlik ve kuru agirlik, klorofil analizleri ve ¢esitli enzim dlglimleri yapildiktan mevcut
tez kapsaminda kullanilacak i1smmlama dozlarinin se¢imi asagidaki gibi belirlendi. Tez

kapsaminda calisilacak gruplar Tablo 2.1’de oldugu gibi belirlendi.



Tablo 2.1. Kontrol ve uygulama gruplarina ait uygulama ve zamanlama protokolii

Uygulama 0. 1. 2.gun 3. gilin/151k 4. gln 5. glin* 6. gln 7.gln 8. gln 9. glin
gin/cimlenme | giin/karanlik
Kontrol Distile su Hoagland Hoagland | Hoagland | Hoagland | Hoagland | Hoagland | Hoagland | Hoagland Hasat
islemi
100 Gy (Gy1)
200 Gy (Gy 2)
300 Gy (Gy 3)
400 Gy (Gy 4)
SA S SA SA SA SA SA SA SA SA SA

100 Gy (Gy 1 + SA)

200 Gy (Gy 2 + SA)

LZ

300 Gy (Gy 3 + SA)

400 Gy (Gy 4 + SA)

GaA T GaA GaA GaA GaA GaA GaA GaA GaA GaA

100 Gy (Gy 1 + GaA)

200 Gy (Gy 2 + GaA)

300 Gy (Gy 3 + GaA)

400 Gy (Gy 4 + GaA)

*hoagland ¢ozeltilerinin yenilenmesi
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2.2. Buyume Parametrelerinin Belirlenmesi

Dokuz giin sonunda 6rnekler hizli bir sekilde yetistirme ortamindan almip kokler saf
su ile yikandiktan sonra 1. ve 2. yaprak uzunluklar1 ayr1 ayr1 6l¢iildii. Toplam yas yaprak
agirliklar1 belirlendikten sonra yapraklar 65°C’de 3 giin siireyle kurutuldu ve toplam kuru

yaprak agirligi belirlendi.

2.3. Klorofil ve Karotenoid iceriginin Belirlenmesi

Toplam Klorofil miktar1 Arnon (1949) ve toplam karotenoid miktar1 ise Jaspars
(1965)’a gore belirlendi. 0,1 g bitki 6rnegi %80 aseton ile homojenize edildikten sonra 5000
rpm’de santrifujlendi. Elde edilen siipernatant 663, 645 ve 450 nm’lerde spektrofotometrede
(Thermo e-201) 6lgiilerek asagida verilen formiiller yardimi ile klorofil-a (KI-a), klorofil-b
(KI-b), toplam klorofil ve toplam karotenoid miktar1 belirlendi.

Klorofil-a = (AA663 x 12,7) — (AA645 x 2,69)

Klorofil-b = (AA645 x 22,9) — (AA663 x 4,68)

Toplam Klorofil = (20,2 x A645) + (8,02 x A663)

Toplam Karotenoid= (AA450 x 4,07)-[(0,0435 x Kl-a) + (0,3367 x KI-b)]

2.4. Klorofil Flouresans Degerlerinin Belirlenmesi

Yaprak klorofil flouresans degerleri ticari olarak gelistirilmis bir fluorometre sistemi
ile PSII’'nin maksimum kuantum etkinligi (Fv/Fm) Genty ve arkadaslar1 (1989)’nin
belirledigi metoda gore belirlendi. Boylece IR uygulamasinin PSII’nin fotokimyasal

etkinligini nas1l degistirildigi konusunda degerlendirmeler yapildi.
2.5. Stoma Iletkenlik Degerlerinin Belirlenmesi
Stomal iletkenlik (portatif) porometre (Delta-T Devices model AP4, UK) stomal

iletkenlik 6lgim cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Stomal iletkenlik degerleri mmol m2s™

olarak ifade edildi.
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2.6. Osmotik Potansiyel Degerlerinin Belirlenmesi

Osmotik potansiyel degerlerinin belirlenebilmesi i¢in her bir uygulama grubundan
yeterli miktarda yas yaprak homojenize edilerek 500 pL yaprak sivisi elde edildi. Elde edilen
stv1 Knauer K-7400 cihazi ile 6lgiilerek dokularm osmotik potansiyel degerleri belirlendi ve

sonuclar MPa olarak ifade edildi.

2.7. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Sivi azottan gecirilip -80°C’de saklanan oOrneklerden 0,5 g almarak %2
polyvinylpolyprrolidone (PVPP) ve 1 mM EDTA iceren 50 mM K-fosfat tamponu ile (PH:
7,0) ile homojenize edildi. APX ekstraksiyonu i¢in 2 mM askorbat iceren tampon kullanildh.
Homojen hale gelen 6rnekler +4°C 15,000 rpm’de 20 dakika santrifujlendi. Santrifiij sonrasi
elde edilen supernatantlar POX, SOD, APX, GR ve MDHAR enzim aktivite analizlerinde
kullanildi.

Guaiakol bagimli peroksidaz (POX) aktivitesi Mika ve Liithje (2003)’nin yontemine
gore belirlendi. Enzim aktivitesi, 25 mM sodyum asetat (pH 5,0) tamponu, 10 mM guaiakol
ve 10 mM H;O; igeren 1 ml’lik reaksiyon karisiminin 470 nm’de 1 dk stre ile absorbanstaki
artisin kaydedilmesiyle belirlendi. Aktivite sonuglar1, 26,6 mM™ cm™ epsilon katsayismin
kullanilmasiyla hesaplandi ve 6zgiin enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pmol mL* H,O;
olarak ifade edildi.

Slperoksit Dismutaz (SOD) aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971) metodunun
Dhindsa ve Mattowe (1981) tarafindan gelistirilen yontem ile belirlendi. Aktivite indikator
olarak kullanilan nitro blue tetrazolium (NBT)’ un siiperoksit radikalleri ile mavi renkli bir
formazona indirgenmesi reaksiyonun SOD enzimi tarafindan engellenmesinin 0l¢tilmesiyle
tayin edildi. Bu reaksiyonun %50’sinin inhibisyonuna uygun siipernatant hacmi 1 enzim
unitesi olarak kabul edildi. Aktivite tayini i¢cin 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 6ziitii
3 ml’lik kiivete ilave edildi. Riboflavin en son koyulacak ve kiivet 16 W lamba altina
yerlestirilerek reaksiyon baslatildi. Isik kaynagi 15 dakika sonra uzaklastirilarak reaksiyon
sonlandirildi. Olusan reaksiyon iiriinii 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢uldi.

SOD aktivitesi enzim Oziitiindeki 1 mg protein basina {inite enzim olarak ifade edildi.
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Glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktivitesi Foyer ve Halliwell (1976)’e gore 340
nm’de absorbanstaki diisiisiin kaydedilmesiyle belirlendi. Enzim aktivitesi tayini icin 50 mM
Tris-HCI tamponu (PH 7,8), 1 mM yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), 0,25 mM NADPH, 0,5
mM EDTA ve enzim 0ziitii igeren reaksiyon karisimmdaki GSSG miktarindaki azalmanin 3
dakika boyunca 6lgtlmesi sonucu belirlendi. Enzim aktivitesi dakikada indirgenen 1 mmol
mL-1 GSSG miktar1 olarak ifade edildi.

Askorbat peroksidaz (APX) enzim aktivitesinin belirlenmesi igin taze 0,5 g yaprak
numuneleri 50 mM fosfat tamponu, 1 mM EDTA, 5 mM askorbik asit ve %2 PVPP igeren
tampon icerisinde homojenize edildikten sonra 15,000 rpm’de 20 dk santrifiijlendi. Elde
edilen slipernatant APX enzim aktivitesi belirlemekte kullanildi. APX enzim aktivitesinin
tayini Nakano ve Asada (1981)’ya gore gerceklestirildi. Reaksiyon karigimi 50 mM sodyum
fosfat tamponu (PH 7,0), 250 uM askorbat, 5 mM H>O> ve 25 pul enzim 6ziitiinden olusacak
ve 290 nm’de 3 dk boyunca 6l¢iildii. Sonuglar mg protein basina enzim tnitesi olarak verildi.

Monodehisroaskorbat rediktaz (MDHAR) enzim aktivitesi Hossain vd. (1984)’ne
gore Olcildi. Enzim aktivitesi 50 mM potasyum fosfat tamponu (PH 7,8), 150 uM NADH,
50 UM ASC ve 100 pl enzim ektrati iceren 1 ml reaksiyon karisiminin 340 nm’de 6lgtilmesi
ile belirlendi. Sonuglar g taze agirlik basina enzim Unitesi olarak verildi.

Dehidroaskorbat rediktaz (DHAR) enzim aktivitesinin belirlenmesi igin 0,5 gr érnekler
50 mM Tris-HCI (PH7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EDTA ve 1mM MqCl; iceren ektraksiyon
tamponu icerisinde homojenize edildikten sonra 15,000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir.
Elde edilen supernatant DHAR enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanildi. DHAR
aktivitesi Hossain ve Asada (1984)’nin tanimladig1 metoda gére yapildi. Enzim aktivitesi 50
mM potasyum fosfat tamponu (PH 6,5), 0,5 mM DHA, 1 mM GSH ve 100 ul enzim 6zitd
iceren reaksiyon karigimi ile belirlendi. Aktivite 265 nm’deki aktivite artigina baglh olarak

belirlendi ve sonuglar g taze agirlik basima verildi.

2.8. Toplam Fenolik Madde (TFM) Igeriginin Belirlenmesi

1 gram yas yaprak ornegi %80 metanol igerisinde 5 dakika kaynatilmistir. Homojen
haline getirilen 6rnekler 10,000 rpm’de 15 dk. oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Elde
edilen supernatant toplam fenolik madde tayininde kullanilmigtir. Toplam fenolik madde
icerigi Slinkard ve Singleton (1977) metodunun modifiye edilmesi ile Folin-Ciocalteu (FC)
reaktifi kullanilarak belirlenmistir. 500 pl 6rnek tizerine 500 pl saf su, 100 pl FC ve 1900 pl
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sodyum bikarbonat (Na2COz) eklendi ve hazirlanan karisim UV spektrofotometrede 750

nm’de 6lgiildii ve toplam fenolik madde miktar1 100 gr yaprakta bulunan gallik asit olarak
ifade edildi.

2.9. Antioksidan Kapasite Degerlerinin Belirlenmesi

2.9.1. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Temizleme Aktivitesi

DPPH Radikal temizleme aktivitesi Blois (1958)’in metoduna gore belirlendi. 500
pl 6rnek Uzerine saf metanol ile taze olarak hazirlandi. 1 ml DPPH c¢ozeltisi eklendi ve
karigim yarim saat karanlikta bekletildi. Reaksiyon karisimi 520 nm’de 6lgiildii ve icerik

pmol Trolox/g olarak ifade edildi.

2.9.2. Demir Iyonu Indirgeyici Gii¢ (FRAP) Analizi

FRAP analizleri Benzie ve Strain (1996)’nin metodunun modifiye edilmesi ile
belirlendi. 10:1:1 oraninda 300 mM asetat tamponu (PH 3,6), 10 mM TPTZ (2,4,6-
tripyridyle-s-triazine) ve 20 mM FeCl.6H2O igeren stok soliisyon hazirland1 ve
kullanilmadan 6nce sicakligi 37°C’ye ayarlandi. 150 pl 6rnek ekstrati ile 2850 pl reaksiyon
soliisyonu karistirildi ve 30 dk karanlikta bekletildi. Reaksiyon sonucu olusan mor renkli
ferrous tripyridyletriazine kompleksi 593 nm’de Olcllerek (Thermo, evolution 201,

England) sonuglar uM askorbik asit g* olarak ifade edildi.

2.9.3. Bakir Iyonu indirgeyici Giic (CUPRAC) Analizi

CUPRAC belirlemesi icin 1 ml ekstre Gizerine 1 ml 10 mM CuCly, 7,5 mM neocuproine
ve 1M amonyum asetat tamponu (pH 7,0) eklendi ve son hacim deiyonize su ile 4 ml’ye
tamamlandi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra
spektrofotometre ile sonuglar 450 nm’de kore karsi okutularak kaydedildi. Standart olarak
Trolox kullanildi (Apak vd., 2004).
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2.10. istatistiksel Analizler

Butlin analizler ¢ (n = 3) tekerriirlii olarak yapildi. Sonuglar aritmetik ortalama +
standart hata olarak verildi. Veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS Statistics
Ver. 22.0, Chicago, USA) paket programinda yer alan tek-yonli varyans analizi (one-way
ANOVA) ile analiz edildi. Duncan ¢oklu aralik testi ile ortalamalar arasindaki farklar

P<0,05 dnem seviyesinde karsilastirildi.



3. BULGULAR

3.1. Iyonize Radyasyon Kosullarinda Salisilik Asit (SA) ve Gallik Asit (GaA)

Uygulamalarinin  Bugday Fidelerinin Yapraklarina Ait Biiyiime
Parametrelerine EtKisi

Iyonize radyasyon (100, 200, 300 ve 400 Gy) kosullarmda SA (100 pM) ve GaA (100
uM) uygulamalarina maruz birakilmis bugday fideleri (Sekil 3.1)’nin yaprak uzunlugu ve

alani, taze ve kuru agirlik degerleri Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Sekil 3.1. GOnen-98 bugday cesidinin IR, SA ve GaA uygulama gruplarina ait
morfolojik goriiniim. Gruplar (soldan saga): 1- Kontrol, 2- SA, 3- GaA, 4-
100 Gy, 5- 200 Gy, 6- 300 Gy, 7- 400 Gy, 8- 100 Gy + SA, 9- 200 Gy +
SA, 10- 300 Gy + SA, 11- 400 Gy + SA, 12- 100 Gy + GaA, 13- 200 Gy
+ GaA, 14- 300 Gy + GaA, 15- 400 Gy + GaA



Tablo 3.1. Iyonize radyasyon (100, 200, 300 ve 400 Gy) kosullarinda SA (100 pM) ve GaA (100 pM) uygulamalarina maruz
birakilmis bugday fidelerinin yaprak uzunlugu ve alani, taze ve kuru agirhgina olan etkisi. Her deger ortalama =+
standard hata olarak belirtilmistir (n = 4). Karsilastrma igin tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)
kullanilmistir. Her kolon kendi i¢inde karsilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P<0,05
seviyesinde fark yoktur.

Uygulamalar il yaprflckmu)zunluk 2. yapr&kmu)zunluk 1. yazfr)é;lg )alam Toplam(tr;l;;, agirhk Toplam(l;g; agirhik
Kontrol 21,01 +0,77' 10,55 + 0,49/ 478,86 + 36,40' 187,50 + 9,82" 19,66 * 0,569
Gy 1 19,66 + 0,34" 9,21 + 0,049 396,07 + 22,189 170,85 + 6,749 18,07 + 1,02
Gy 2 16,20 + 0,35 8,54 + 0,23 166,50 + 8,12% 134,10 + 1,09¢ 16,19 + 1,02¢
Gy 3 11,28 + 0,25° 6,72 +0,17° 104,41 + 8,10° 87,04 + 1,96° 12,59 + 0,59°
Gy 4 4,12 +0,212 0,08 + 0,012 32,86 + 1,142 33,76 + 1,182 6,60 + 1,672
SA 22,01 + 0,68 10,44 + 0,32) 594,42 + 16,07} 186,91 + 14,73" 20,81 + 0,899
Gy 1+ SA 21,09 + 0,48 10,30 + 0,43 445,70 + 6,93" 184,09 + 5,70" 19,47 + 0,569
Gy 2 + SA 17,24 + 0,189 9,51 + 0,209 195,03 + 15,18°f 149,12 + 4,93f 18,09 + 0,73
Gy 3 + SA 12,43 + 0,64¢ 7,88 + 0,28° 150,93 + 5,73¢ 98,30 + 3,14° 13,27 +0,13¢
Gy 4 + SA 6,36 + 0,36° 2,64 +0,39° 50,45 + 5,43% 49,51 + 4,25P 9,98 +0,75P
GaA 22,23 + 0,50) 10,82 + 0,39 589,46 + 29,67} 206,99 + 6,86' 21,21 + 0,999
Gyl+GaA | 20,98+ 0,53 10,26 + 0,221 468,91 + 14,39" 191,24 + 3,26" 20,71 + 1,379
Gy2+GaA | 18,10+ 1,369 9,90 + 0,07" 199,76 + 15,41 160,82 + 7,849 18,47 + 0,87
Gy3+GaA | 14,61+0,62° 8,24 + 0,03° 148,47 + 28,271 115,01 + 10,16¢ 14,55 + 1,32¢
Gy 4 + GaA 6,84 + 0,44° 3,75+ 0,23° 67,83 + 10,61° 59,79 + 3,67° 10,03 +0,83°

ve
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Gallik asit ve salisilik asit uygulanan grubundaki bitkilerin 1. ve 2. yaprak uzunlugu

kontrol ve stres gruplarma kiyasla (21,01 cm) istatiksel olarak 6dnemli derecede (P < 0,05)

artig (ortalama 1,11 cm) gostermistir. Ayn1 gruplarda taze ve kuru agirlik degerleri de

uzunluk degerlerine benzer sekilde artmis ve en fazla artigin ise gallik asit uygulanan kontrol

grubunda (sirastyla 206,99 ve 21,21 mg) oldugu belirlenmistir. Iyonize radyasyon sonrasi

GaA ve SA uygulamalarinda yaprak alaninda da istatiksel olarak 6nemli derecede (P < 0,05)

artis (ortalama 105 mm?) belirlenmistir.
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yonll varyans analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Ayni harf
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Sekil 3.2. Salisilik asit ve gallik asit uygulamalarinin iyonize radyasyon

Artan IR dozuna bagli olarak yaprak ozmotik potansiyelinde (¥s) istatistiki olarak

onemli (P < 0,05) bir azalma saglamistir (¥s-0,88 — -1,32 MPa). Ayni kosullarda IR

sonrastinda SA (Ws-1,07) ve GaA (¥s-1,21) uygulanmis fidelerin yapraklarinda ozmotik
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potansiyel kontrol fidelerininkine kiyasla 6nemli derecede azalma gdstermistir (¥--1,12 —
-1,64 ve -1,31 —-1,70 MPa, sirasiyla) (Sekil 3.2).

3.3. Iyonize Radyasyon Kosullarinda Salisilik Asit (SA) ve Gallik Asit (GaA)
Uygulamalarinin Bugday Fidelerinin Yapraklarinda Klorofil ve Karotenoid
Icerigine Etkisi
Iyonize radyasyon (100, 200, 300 ve 400 Gy) kosullarinda SA (100 uM) ve GaA (100
MM) uygulamalarina maruz birakilmis bugday fidelerinin yapraklarinda klorofil ve
karotenoid icerigindeki degisimler Tablo 3.2°de verilmistir. Gama 1smlarinin dozuna bagl
olarak klorofil i¢eriginde bir azalma goriilmiistiir. Kontrol grubuna ait fidelerde kl a miktar1
60,25 mg 100 g* olarak belirlendi. SA uygulamas: ile kI a 64,48 mg 100 g¥’a ve GaA
uygulanmas1 ile kI a 63,51 mg 100 g oldugu ve kontrol grubuna kiyasla arttigi
gosterilmistir. IR sonras1 uygulanan SA ve GaA etkisi ile doz artisiyla ters orantili olarak
azalan klorofil ve karotenoid igeriklerinin arttigi, 100 ve 200 Gy + SA ve GaA gruplarinda
iceriklerin hi¢bir uygulamanin yapilmadigi kontrol grubuna yaklastig1 tespit edilmistir.
Iyonize radyasyon kosullarinda SA (100 pM) ve GaA (100 uM) uygulamalarma maruz
birakilmis bugday fidelerinin yapraklarinda klorofil floresans degisimleri Tablo 3.2’de
verilmistir. Kontrol grubuna ait fidelerle kiyaslandiginda artan IR dozuna bagl olarak Fv/Fm
degerleri giderek azalmistir. Hem SA hem de GaA uygulamalarinda artan IR dozuna bagl
olarak Fv/Fm degerlerinde stres gruplarina kiyasla istatistiki olarak énemli (P <0,05) artiglar
belirlenmistir. Bu sonuglara gére SA uygulamasi GaA uygulamasma kiyasla daha etkili

oldugu gosterilmistir.



Tablo 3.2. Iyonize radyasyon (100, 200, 300 ve 400 Gy) kosullarmda SA (100 uM) ve GaA (100 uM) uygulamalarma maruz
birakilmis bugday fidelerinin yapraklarinda klorofil ve karotenoid igerigine, klorofil floresans ve stoma iletkenlik
degerlerine etkisi. Her deger ortalama + standart hata olarak belirtilmistir (n = 4). Karsilastirma igin tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir. Her kolon kendi i¢inde karsilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler
arasinda P < 0,05 seviyesinde fark yoktur.

Uygulamalar Kl-a* Kl-b* TKI* Kl a/b TKar* Fv/Fm gs**
Kontrol 60,25 + 2,901 19,28 + 0,65!l 79,51+ 0,75 3,12 + 0,09¢f 12,58 +0,49¢ | 0.823+0,020° 1,63+0,07"
Gyl 45,94 + 1,231 16,46 + 0,381 62,38 + 2,999 2,79 0,01 104340267 | 0:822%0,001% 1,56 £0,07'
Gy2 38,83 + 1,24¢ 14,16 + 0,78° 52,31 +2,41° 2,740,034 6,28+0,80¢ | 0:817+0,002 1,00 +0,06°
Gy3 23,65 + 1,61 10,59 + 0,72° 34,89 + 1,05° 2,24 + 0,260 479+027° | 0.816+0,001° 0,85 + 0,06
Gy 4 3,66 + 0,53 2,16 + 0,08° 5,88 + 0,137 1,70 + 0,252 0390112 | 0.804%0,004* 0,69+0,16°
SA 64,48 + 3,61 19,65 + 1,26 84,78 + 0,96 3,28 + 0,08 12,09+0,799 | 0.826+0,001% 1,65+0,13'
Gyl+SA 61,64 + 3,94 19,68 + 0,901 81,63 + 1,565 3,13+0,07% | 13,170,779 | 0:818%0,002 1,66 +0,21"
Gy2+SA 50,94 + 2,97° 17,75+ 0,470 68,67 + 1,10" 2874007 | 9204043 | 0823+0,001 1,23+0,11°
Gy3+SA 33,35 + 2,80¢ 12,76 + 0,63¢ 46,10 + 1,349 2,62 +0,10° 6,19+0,78¢ | 0,818+0,007 0,92 £ 0,06
Gy4 +SA 24,31 +3,91° 10,77 +0,61¢ 35,07 +0,81° 2,25+ 0,299 383+0,76° | 0.815+0,002° 0,78 +0,05%
GaA 63,51 + 3,44 20,40 + 0,69} 83,89 + 2,094 3,13 + 0,09¢f 12,81+0,620 | 0:825+0,002°% 1,71£0,05%
Gy 1+ GaA 56,83 + 2,16" 18,60 + 0,65" 75,41 + 0,85 3,05 + 0,06 12,26 +1,15¢ | 0,823 %0,001° 1,61+0,07"
Gy 2 + GaA 52,90 + 0,450 17,42 +1,14% 69,64 + 1,31" 3,00 + 0,03¢% 9,20+ 0,40° | 0824+0,001 1,29£0,04°
Gy 3 + GaA 40,18 + 1,15° 14,87 + 0,68° 55,04 + 1,65 2,71 +0,19° 6,67+0,78¢ | 0.817+0,001% 1,01£0,18
Gy4 + GaA 18,38 + 1,75 9,02 + 0,060 27,30 + 1,245 2,04 +0,15b 244+030p | 0813+0,002° 0,98 +0,12¢

* mg/100 g taze agirlik, **(mmol m2s™)

LE
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3.4. Tyonize Radyasyon Kosullarinda Salisilik Asit (SA) ve Gallik Asit (GaA)
Uygulamalarinin Bugday Fidelerinin Yapraklarinda H,O; I¢erigine Etkisi

Artan gama radyasyon (100 — 400 Gy) kosullarinda biiyiitiilen bugday fidelerinde SA
ve GaA uygulamalarinin bitkinin yapraklarinda H2O igeriginde meydana getirdigi
degisimler Sekil 3.3’ de verilmistir.

Sekil 3.3’de goruldigii gibi IR stresi kosullarinda bugday yapraklarinda H2O»
iceriginin 423,63 — 518,59 nmol 100 g TA arasinda degistigi ve tiim gama 1511 uygulama
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla (387,58 nmol 100 g?) istatistiksel olarak onemli
diizeyde (P<0,05) arttig1 belirlenmistir. Yapraklarda SA ve GaA uygulamalar1 H2O>

iceriginde yalnizca IR uygulamalarma kiyasla azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Salisilik asit ve gallik asit uygulamalarinin iyonize radyasyon
kosullarinda bugday yapraklarinin H20; igerigi {izerine olan etkisi.
Her dikey cubuk ortalama + standart hata (SEM) olarak belirtilmistir
(n = 3). Karsilastirma icin tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) kullanilmistir. Ayn1 harf ile gosterilen degerler arasinda
P<0,05 seviyesinde fark yoktur.
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3.5. Iyonize Radyasyon Kosullarinda Uygulanan Salisilik Asit (SA) ve Gallik Asit

(GaA) Uygulamalarmm Bugday Fidelerinin Yapraklarinda Lipid
Peroksidasyonu Uzerine Etkisi

Iyonize radyasyon, SA ve GA uygulamalarmin bugday fidelerinin yapraklarinda

TBARS esdegerligi lizerine olan etkisi Sekil 3.4°te gosterilmistir.

Iyonize radyasyonun lipid peroksidasyonunu artirdigi, bu artisin gama 15m1 dozuna
bagl olarak istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir. Ancak, 100 Gy IR kontrol
grubuna gore lipid peroksidasyonunda 6nemli (P<0,05) bir artisa neden olmamustir. SA ve
GA uygulamalarmin lipid peroksidasyonunda kontrol ve IR gruplarina kiyasla istatistiksel

olarak dnemli derecede azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.4. Salisilik asit ve gallik asit uygulamalarinin iyonize radyasyon kosullarinda
bugday fidelerinin yapraklarmin TBARS esdegerligi lizerine olan etkisi.
Her dikey cubuk ortalama + standart hata (SEM) olarak belirtilmistir (n =
3). Kargilagtirma igin tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA)

kullanilmistir.  Aym1  harf ile gosterilen degerler arasinda P<0,05
seviyesinde fark yoktur.
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3.6. Iyonize Radyasyon Kosullarinda Salisilik Asit (SA) ve Gallik Asit (GaA)
Uygulamalarimn Bugday Fidelerinin Yapraklarinda Antioksidan Enzim
Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Gamma 1smlamasina (100 — 400 Gy) maruz birakilan bugday tohumlarinda ekim
sonrasit SA ve GaA uygulamalarmin yapraklardaki askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
reduktaz (GR), monodehidroaskorbat peroksidaz (MDHAR), dehidroaskorbat peroksidaz
(DHAR), guaoikal peroksidaz (POX) ve superoksit dismutaz (SOD) enzim aktiviteleri
uzerine etkisi Tablo 3.3’te verilmistir.

Bu calismada, antioksidan enzim aktivitelerinin genel olarak artan gamma
1sinlamasina bagli olarak (100 — 400 Gy) 6nemli seviyede (P <0,05) arttig1 tespit edilmistir.
Iyonize radyasyon stresine maruz kalan fidelerde herhangi bir uygulamanm yapilmadig:
kontrol grubuna kiyasla enzim aktivitelerinde artig saglanmistir. Bu artislarin; APX’te 1,2 —
2,02, GR’de 0 — 1,3, MDHAR’da 1,39 — 1,87, DHAR’da 1,06 — 1,68, POX’de 1,16 — 3,32
ve SOD’da 1,14 — 1,43 kat oldugu belirlenmistir. Ayrica, SA ve GaA uygulamasi
yapilmayan kontrol gruplariyla ve yalnizca IR uygulamasmin yapildigi gruplarla
kiyaslandiginda, SA ve GaA uygulamalarinin antioksidan enzim aktivitelerini tesvik ettigi

tespit edilmistir.



Tablo 3.3. Iyonize radyasyon (100, 200, 300 ve 400 Gy) kosullarmda SA (100 uM) ve GaA (100 uM) uygulamalarina maruz
birakilmis bugday fidelerinin yapraklarinda antioksidan enzim aktivitelerine etkisi. Her deger ortalama + standard
hata olarak belirtilmistir (n = 4). Karsilastirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) kullanilmistir.
Her kolon kendi i¢inde karsilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P<0,05 seviyesinde fark

yoktur.
Uygulamalar APX GR MDHAR DHAR POX SoD
Kontrol 14,07 £ 0,04% 15,23 + 0,65" 0,79+0,2° 0,82 + 0,07 38,17 +0,47° 42,03 +2,85°
Gyl 17,05+0,75°  |1523+024° |084+0,03* [114+0,04° |4436+155 47,98 +1,61°
Cy2 18,58 + 0,99 | 16,38 +0,30° 0,96 + 0,05" 1,22+0,03°¢ 49,40 +1,23° 51,81 + 0,24%
Gy3 2094+050° |1756+0,76%  [117+0,05% |1,34+0,04° |65,09 + 4,15 55,95 + 2,29°
Cy4 28,38 +0,58" 19,88 +0,61° 1,33 +0,10° 1,53 +0,03"" | 126,74 +0,50h 60,21 + 1,44"
SA 32,0 +2,22 14,42+0,18%® [1,02+0,01* [1,03+0,04° [4253+1,03%" 49,74 + 1,15
Gyl+SA  |2667+125" |1508+100° [113+0,13" |1,13+006° |69,87 +244° 54,64 + 1,56%1
Gy2+SA  12702+299" |17,68+0,35° [143+0,04 |1,23+0,03% |64,46+1,00° 56,97 + 1,64'"
Gy3+SA  12924+119" |1952+043°  [170+0,07" |1,46+001% |7503+1,63' 61,25 + 0,81
Gy4+SA  13126+205  |2052+052¢ [203+001 |1,89+010 |79,87 +2,05" 53,02 + 2,09°
GaA 25,52 +2,29" 13,51+ 1,66 0,99+0,05™ [0,87+0,02° |41,45+2,18% 43,18 + 1,45°
Gyl+GaA 2241+231% |1741+036° [1,13+0,09° |1,20+0,02 80,31 +5,54° 53,43 + 2,49
Cy2+GaA |7318+042% |1811+1,22° |1,37+0,10° [1,43+0,06' |60,78+0,47° 57,30 + 1,429"
Gy3+GaA 12364+041° |20,26+058" [1,53+0,03% |1,57+0,04" |80,89 +1,42° 61,86 + 2,83
Gy4+GaA [27,13+2,78"" [20,98 +0,06° 1,63+0,04" |1,74+006'  |146,23 +6,10' 41,81 + 4,02°

14%
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3.7. iyonize Radyasyon Kosullarinda Uygulanan Salisilik Asit (SA) ve Gallik Asit
(GaA) Uygulamalariin Bugday Fidelerinin Yapraklarinda Toplam Fenolik
Bilesik (TPC) icerigi ve Antioksidan Kapasite Degerleri Uzerine Etkisi

Iyonize radyasyon (100 — 400 Gy), SA ve GaA uygulamalarma maruz birakilan Génen
98 bugday cesidine ait yapraklarda farkli yontemler ile belirlenen toplam fenolik madde
(TFM) igerigi ve antioksidan kapasite (AK) (DPPH, FRAP ve CUPRAC) degerleri Tablo
3.4’te gosterilmistir.

Calismada gama 1s1mnlamasina maruz birakilan bugday fidelerinin yapraklarinda TFM
icerigi kontrol grubuna kiyasla (56,75 mg GaA 100 g*) istatistiksel olarak 6nemli (P <0,05)
diizeyde artig gosterdigi belirlenmistir. Toplam fenolik madde igeriginin IR gruplarinda
55,23 — 71,97 mg GaA 100 g* arasinda oldugu ve en yiiksek artisin 400 Gy uygulanan grupta
oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, IR uygulanan gruplarda SA ve GaA uygulamasmin
yapilmasi ile TFM igeriginin genel olarak yalnizca IR uygulanan gruplara kiyasla arttigi,
ancak Gy 3 + GaA ve Gy 4 + GaA gruplarinda IR gruplarina kiyasla istatistiksel olarak
onemli bir degisim olmadig1 belirlenmistir. SA uygulama gruplarinda 63,81 — 81,27, GaA
uygulama gruplarinda 63,51 — 71,54 mg GaA 100 g TA arasinda oldugu kaydedilmistir.

Bugday fidelerine ait yapraklarda AK degerlerinin IR uygulamalar1 ile kontrol
grubuna kiyasla (DPPH 1,25, FRAP 2,02 ve CUPRAC 1,45 pmol Trolox g*) arttig1 tespit
edilmistir. IR+SA ve GaA uygulama gruplarinda AK degerleri TFM igerigine paralel sekilde

yalnizca IR uygulama gruplarma kiyasla arttig1 belirlenmistir.
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Tablo 3.4. Iyonize radyasyon (100, 200, 300 ve 400 Gy) kosullarinda SA (100 pM)

ve GaA (100 pM) uygulamalarinin bugday fidelerinin yapraklarinda
toplam fenolik madde (TFM) icerigi ve antioksidan kapasite (DPPH,
FRAP ve CUPRAC) degerlerine etkisi. Her deger ortalama =+ standard hata
olarak belirtilmistir (n = 4). Karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi
(one-way ANOVA) kullanilmigtir.  Her kolon kendi iginde
kargilastirilmistir ve ayni harf ile gosterilen degerler arasinda P<0,05

seviyesinde fark yoktur.

Uygulamalar TFM* DPPH** FRAP** CUPRAC**
Kontrol 56,75 + 0,837 1,25+ 0,03 2,02+0,13° 1,45 + 0,06
Gyl 55,23 +0,22° 1,32 £0,06° 2,21+0,06° |153+0,05°
Gy2 64,15 + 0,05 1,47 £0,03° 2,00 +0,01° 1,70 £ 0,02
Gy3 68,77 + 0,73¢ 1,59 £0,03 | 2,80+0,06% | 2,04+0,20°
Gy 4 71,97 +1,59° 1,66 +0,01%" 3,23 +0,05' 2,33 +0,06'
SA 63,81+ 0,88" 1,40 £0,08° 2,28+0,08® | 1,66+0,03°
Gyl+SA | 66,15+0,49° 1,50 +0,01° 2,70+0,26* | 1,85+0,16%
Gy2+SA | 6879051 1,58 + 0,06° 3,01+0,09° | 2,05+0,02°
Gy3+SA | 7441+183 1,69 +0,09" 3,57 + 0,04 2,31+0,13
Gy4+SA | 8127+1,64° 1,82 +0,04' 3,54 +0,56° 2,36 + 0,04
GaA 63,51 + 1,13 1,48 +0,01¢ 2,31+0,08®° | 1,66+0,13"
Gyl+GaA | 66,67%118 1,54 £0,01% 2,86 +0,08% | 1,90 +0,04%
Gy2+GaA | 6783050 | 1,58+0,02¢ 2,46+0,05* | 2,00+0,17%
Gy3+GaA |69,23%0,59° 1,60+0,03 | 3,03+0,03" |2,07+0,07°
Gy4+GaA | 71,54£0,75° 1,65+0,03%" | 3,19+0,05 2,39 0,09

* mg GaA 100 g TA ** umol Trolox g TA

3.8. iyonize Radyasyon Kosullarinda Uygulanan Salisilik Asit (SA) ve Gallik Asit
(GaA) Uygulamalarimin Bugday Fidelerinin Yapraklarinda Morfolojik ve
Fotosentetik Parametreler Arasindaki Iliski

Bugday fidelerinin yapraklarinda IR, SA ve GaA uygulamalariyla degisen morfolojik
parametrelerin (1. Yaprak uzunlugu, 2. Yaprak uzunlugu. 1.yaprak alani, toplam taze agirlik
ve toplam kuru agirlik), fotosentetik parametrelerin (Kl-a, Kl-b, TKI, Kl a/b, TKar, Fv/Fm
ve gs), osmotik potansiyel (ws) degerleri istatistiksel olarak karsilagtirilmistir (Tablo 3.5).
Buna gore bugday fidelerinin yapraklarina ait sonuglar birbirleri ile istatistiki olarak
iliskilendirildiginde, morfolojik ve fotosentetik parametrelerin birbiri ile yiksek dizeyde
iliskili oldugu (0,751 — 0,999) belirlenmistir.



Tablo 3.5 Iyonize radyasyon (100, 200, 300 ve 400 Gy) kosullarinda SA (100 uM) ve GaA (100 pM) uygulamalarma maruz birakilmis
bugday fidelerinin yapraklarinda morfolojik parametrelerin (1. YU, 2. YU. 1. YA, TTA ve TKA), fotosentetik parametrelerin
(Kl-a, KI-b, TKI, Kl a/b, TKar, Fv/Fm ve gs), osmotik potansiyel (ws) degerlerinin Pearson (r) korelasyonlar1

2.YU LYA TTA TKA Kl-a KI-b TKI Klab  TKar F/Fm g s
1. YU 0,961**  0,891**  0,994** 0,990** 0,969**  0,952**  0,968** 0,965** 0,972** 0,879** 0,925**  0,601*
2.YU 1 0,769**  0,941**  0,959**  0,938**  0,953**  0,943**  0,943**  0,955**  0,917**  0,905**  0,821**
YA - 1 0,908**  0,878**  0,876** 0,825**  0,870**  0,839**  0,920**  0,751**  0,957**  0,507*
TTA - - 1 0,990%*  0,967**  0,946**  0,964** 0,952  0,977**  0,872**  0,948**  0,588*

- - - 1 0,981**  0,970**  0,980**  0,972**  0,971**  0,917**  0,921**  0,535*
Kl-a - - - - 1 0,986**  0,999%*  0,990**  0,977**  0,907**  0916** 0,463
Kl-b - - - - - 1 0,991**  0,980**  0,960**  0,932**  0,882** 0,418
TKI - - - - - - 1 0,989**  0977**  0,914**  0,913** 0,456
Kl a/b - - . : : : : 1 0,956**  0911**  0,871** 0,463
TKar - - . : : : : - 1 0,865%*  0,957**  0,546*
Fv/Fm - - - - - - : : - 1 0,793** 0,362
g - - - - - - - - - - 1 0,554%
¥ - - - - - - - - - - - 1

* Korelasyon P < 0.05 seviyesinde énemli

** Korelasyon P < 0.01 seviyesinde énemli

4%
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3.9. Iyonize Radyasyon Kosullarinda Uygulanan Salisilik Asit (SA) ve Gallik Asit
(GaA) Uygulamalarinin Bugday Fidelerinin Yapraklarinda Antioksidan
Parametreler Arasindaki fliski

Bugday fidelerinin yapraklarinda IR, SA ve GaA uygulamalariyla degisen antioksidan
enzim (APX, GR, MDHAR, DHAR, POX, SOD), antioksidan bilesik (TFM), antioksidan
kapasite (DPPH, FRAP ve CUPRAC), H20: ve TBARS degerleri istatistiksel olarak
karsilastirilmigtir (Tablo 3.6).

TFM igeriginin H2O2 (0,799) ve TBARS (0,793) igerikleri ile iligkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica GR (0,644), DHAR (0,528), POX (0,571) enzimleri ile de sirasiyla
0,05 ve 0,01 seviyesinde onemli korelasyon gosterdigi belirlenmistir. TBARS esdegerliginin
APX ve SOD enzimleri hari¢ tim antioksidan igerik (0,644 — 0,878) ve H.0> (0,841) icerigi
ile yiiksek diizeyde iliskili oldugu kaydedilmistir.



Tablo 3.6. iyonize radyasyon (100, 200, 300 ve 400 Gy) kosullarinda SA (100 pM) ve GaA (100 pM) uygulamalarina maruz
birakilmis bugday fidelerinin yapraklarinda TPC, PAL, antioksidan kapasite (DPPH, FRAP ve CUPRAC), glutatyon
(GSH ve GSSG), antioksidan enzim (APX, GR, MDHAR, DHAR, POX ve SOD), H.02 ve TBARS iceriklerinin Pearson
(r) korelasyonlar1

TFM  DPPH  FRAP  CUPRAC  APX GR  MDHAR DHAR  SOD _ POX H:0.  TBARS
TFM 1 0,076** 0,886** 00919 0213  0,644** 0270  0528* 0228 0571  0,799%* 0,793**
DPPH - 1 0,893**  0,942** 0,57  0,694** 0325  0,5569* 0,223  0550% 0,752**  0,790**
FRAP - - 1 0,930%* 0,234  0,769** 0419  0,756** 0,301 0,671** 0,791**  0,858**
CUPRAC - - - 1 0,183  0,763** 0417  0712** 0212  0,634* 0,810%* 0,878**
APX - - - - 1 0387  0,725%* 0,482 0326 0492 0326 0,326
GR - - - - - 1 0,785%*  0,923** 0457  0,717** 0,613*  0,866**
MDHAR - - - - - 1 0,802** 0,331  0651** 0353  0,602*
DHAR - - - - - - - 1 0352  0,775%* 0,638  0,850%*
SoD - - - - - - - - 1 002 0402 0325
POX - - - - - - - - - 1 0,542%  0,787**
H20> - - - - - - - - - - 1 0,841%*
TBARS - - - - - - - - - - - 1

* Korelasyon P < 0.05 seviyesinde énemli

** Korelasyon P < 0.01 seviyesinde énemli

1%



4. TARTISMA

Diinyamizin niifusu son yapilan istatistiklere gore yilda yaklagik 100 milyon
artmaktadir. Bu artisa dogum oranlari ile birlikte ortalama insan 6 mriiniin uzamasi da katkida
bulunmaktadir. Niifus artis hizina paralel olarak gida talebi de giderek artmaktadir. Son on
yilda gida talebi %20 artarken gida tiretimi %8 artmustir (Alexandrostos, 1995). Diunya
saglik orgiiti (WHO)’niin degerlendirmelerine gore diinyanin cesitli bolgelerinde
milyonlarca insan yetersiz beslenmekte, milyonlarcasi ise yeterli gida almasina ragmen
vitamin ve mineral bakimindan dengesiz ve yetersiz beslenen “gizli aclik” ile miicadele
etmektedir. Kiiresellesme ile birlikte gelismemis ve gelismekte olan iilkeler gelismis
iilkelere gittikce artan oranda bagimli hale gelmekte ve zaten var olan gelir dagilimi
esitsizligi de yildan yila artmaktadir (Aktas, 2006). Kiiresel 1sinma ile birlikte artan kuraklik,
gelisen sanayi ile birlikte artan cevre kirliligi gibi, bitkiler iizerinde stres olusturan
kosullardan dolay1 tarimsal alanlar gittikge azalmakta ve birim alan basina diisen verimle
birlikte tirtin kalite ve miktar1 da diismektedir. Bu durum aglik ve yoksullugun tiim diinyada
dramatik bir sekilde artisina neden olmaktadir (Kaur vd., 2015; Schmidhuber ve Tubiello
2007). Bu nedenlerden dolay1 tarimda verimi artirabilmek icin kisa siireli ve tekrarh
¢Ozlimler yerine, uzun vadeli, yalnizca birim alan basma diisen verimin yaninda besin
kalitesinin de dikkate alindig1 yeni ¢6ziim yontemleri gelistirilmelidir.

Yapilan c¢alismalar son yillarda yasanan en 6nemli ¢evresel problemlerden birinin
artan radyasyon oranmi oldugunu gostermektedir. Radyasyon artisi dogal olarak maruz
kalinan kozmik radyasyonun yan sira sivil ve askeri niikleer caligmalar sirasinda yasanan
kazalardan da kaynaklanmaktadir. (Zaka vd., 2004). Ancak iyonize radyasyonun insan ve
hayvanlara olan etkisini anlamak kadar dogal bitki populasyonlar1 ve 6zellikle asil gegim
kaynag1 tarim olan bdlgelerdeki tarim iirlinlerine olan etkisini anlamak da 6nemlidir (Zaka
vd., 2002).

Yenilebilir tohum olan tahillarin tiim diinya ¢apinda bugday, arpa, musir, ¢avdar, yulaf,
trikale gibi ¢ok cesitli tiirleri bulunmaktadir. Tahillar gelismis ve gelismekte olan {ilkelerde
en temel besin kaynagidir. Tahil ve tahil tirtinleri, E vitamini, baz1 B vitaminleri, magnezyum
ve ¢inko gibi birgok mikronutrient iceren dnemli bir enerji, karbohidrat, protein ve lif
kaynagidir. Ayrica cesitli biyoaktif bilesikler icerdiklerinden dolay1 bir¢ok acidan insan
sagligina faydalhidirlar. Bugday diinyada en ¢ok yetistirilen tahillar arasinda listenin basinda
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yer almaktadir. Bugday un, bulgur, kuskus, kirik bugday, nisasta gibi bir¢ok gidanin
iiretiminde kullanilir. Bu nedenlerden ve ayrica kolay ve hizli yetigmesinden dolay1 bugday
stres ¢aligmalar1 ve besin icerigi gibi farkli fizyolojik ve biyokimyasal calismalarda diinya
capinda basrollerde gorev almaktadir (McKevith, 2004).

Biyotik ve abiyotik stres cevaplarmda genellikle bitkilerde fenolik bilesikler gibi
sekonder metabolitlerin sentezi artar. Fenolik bilesikler bitkiye tuz, kuraklik, agir metal gibi
streslere karsi tolerans kazandirir (Ancillotti vd., 2015; Smirnov vd., 2015; Wang vd., 2019).
Antioksidan o6zellige sahip fenolik bilesikler serbest radikalleri siipiirebilir ve hiicre
membraninin oksidasyonunu azaltabilir, boylece oksidatif stresi olumsuz etkilerinden bitkiyi
korumus olurlar (Schroeter vd., 2002). Endojen fenolik bilesiklerin bitkileri ¢esitli streslere
kars1 koruma mekanizmast uzun yillar boyunca ¢alisilmistir. Son yillarda ise bu fenolik
bilesiklerin stres kosullarinda ekzojen yani distan uygulanmasi durumunda bitkiye
kazandirdig1 tolerans hakkinda ¢alismalar yapilmaktadir. SA ve GaA doza ve bitki tiiriine
bagl olarak stres kosullarinda bitkilere tolerans kazandirabilir (Khan vd., 2015; Singh vd.,
2017). Endojen fenolik bilesiklerde oldugu gibi, ekzojen uygulanan SA ve GaA serbest
radikalleri temizleyerek, saperonlar, 1s1 sok proteinleri, antioksidan genlerinin
diizenlenmesini tesvik ederek stres toleransi kazanmasinda bitkiye yardimci olurlar (Jumali
vd., 2011; Khan vd., 2015; Singh vd., 2017). Soguk, tuz ve kuraklik (Borsani vd., 2001,
Németh vd., 2002; Scott vd., 2004; Yildiztugay vd., 2017; Ozfidan-Konakci vd., 2015;
2019), gibi stres kosullarinda, SA ve GaA uygulamalarinin meydana getirdigi fizyolojik ve
biyokimyasal degisimler ile bitkiye kazandirdigi tolerans galisilmis, ancak y-radyasyon
stresi kosullarinda SA uygulamasmin bitkilerde meydana getirecegi degisimler hakkinda,
literatlirde herhangi bir calisma yer almamaktadir.

Bitkilerde gelisim siireci bitkisel yapilarin olusmaya baslamasi, biiylime ve
olgunlasmay1 kapsayan uzun ve genis bir siireci kapsamaktadir. Bu siire¢ boyunca meydana
gelebilecek cevresel etkenler gelisim siirecini olumlu ya da olumsuz yonde etkiler ve sonug
olarak tarimsal iirlinlerde de verim de degisime neden olur (Jan vd., 2012). Bitkilerin maruz
kaldiklar1 gama radyasyonun bitkilerde diisiik dozlarda biiylime ve gelisimi tesvik ettigi,
yiiksek dozlarda ise doz oranmna baglh olarak Oliime kadar gidebilecek olumsuz etkilere
neden oldugu yapilan ¢aligmalar ile gosterilmistir (Dishlers ve Rashals, 1977; Zaka vd.,
2002; Maity vd., 2005; Melki ve Dahmani 2009). Yapilan ¢aligmalar ile “tohumlara tarla
ekimiden 6nce IR uygulamasi ile verimin degismesi” fikri gelistirildi (Jan vd., 2012). Ancak

gelistirilen bu fikir agisindan tiim bitkilerde bir genelleme yapilamamakla birlikte, IR etkisi
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bitki tiirline, bitkilerin gelisim asamasina ve gevresel faktorlere gore degistiginden dolay1
“diisiik doz IR’nun biliylimeyi tesvik edici” etkisi glinlimiizde hala tartismalidir (Miller ve
Miller, 1987). Morfolojik, yapisal ve fonksiyonel degisimler, IR’nun dozuna bagl olarak
degisiklik gostermektedir. Maruz kalinan doza bagh olarak degisen morfolojik belirtilerin
basinda, ¢imlenme oraninda ve fide boyunda azalma gelmektedir (Wi vd., 2005). Mevcut
caligmada, 100-400 Gy IR stresine maruz birakilan bugday tohumlari, dokuz giin siire ile
yetistirildikten sonra IR doz artisina paralel olarak morfolojik parametrelerde higbir
uygulamanin yapilmadigr kontrol grubuna kiyasla (yaprak boyu, alani, yas ve kuru
agirhiklarl) azalma kaydedilmistir (Tablo 3.1). Radyasyona maruz kalindiktan sonra
meydana gelen biiyiime inhibisyonu tohumlarda; 1) tiim genomun hasar almasiyla, 2)
genomun hiicre dongiisii ile ilgili kisminin hasar almasi ile 3) genomun oksin hormonunun
sentezinden sorumlu kisminin hasar almasi ile meydana geldigi tahmin edilmektedir
(Momiyama vd., 1999; Jan vd., 2012). Benzer sekilde, Borzouei vd. (2010) 100, 200, 300
ve 400 Gy gama radyasyon uyguladiklar1 bugday tohumlarinda ¢imlenme yiizdesinde,
fidelerin boy ve yas agirliklarinda istatistiksel olarak anlaml1 diisiis tespit etmislerdir (Tablo
3.1). Yiiksek antioksidan aktiviteye sahip GaA’nin ve ayni zamanda bitkisel bir hormon ve
sinyal bilesigi olan SA’nin bugday fidelerinde IR etkisini azaltarak biiyiime inhibisyonunda
indirgemeye neden oldugu, bugday fidelerine IR stresine karsi tolerans kazandirdigi
calismamizda belirlenmistir. Her iki fenolik bilesik de tuz, kuraklik, soguk gibi stres
kosullarinda distan biiyiime ortamima eklendiklerinde ¢alismamizin morfolojik parametre
sonuglarina benzer etkiler gostermistir (Ozfidan-Konakci vd., 2015; Fayez ve Bazaid, 2014).

Fotosentez yalnizca bitkiler i¢in degil ayn1 zamanda tiim yeryiizii i¢in 6nemli bir siireg
oldugundan dolayi, IR nun fotosentez iizerine olan etkisi de ayrintili olarak ¢alisilmistir. IR
stresinin fotosentetik pigmentlere olan etkisi, stresin fotosentetik siireci nasil etkiledigine
dair 6nemli ipuglar1 saglamaktadir (Gudkov vd., 2019). IR fotosentetik pigmentlerde doza
bagli olarak hem pigment igeriginde hem de pigmentlerin oraninda degisimlere neden olur.
Yiiksek IR dozlarina maruz kalan fotosentetik dokularda hem klorofil hem de karotenoid
iceriklerinde diislis oldugu farkl bitkilerde gosterilmistir (Jia ve Li, 2008; Goh vd., 2014;
Hong vd., 2014). Mevcut ¢calismamizda 100 — 400 Gy arasinda gama radyasyon uygulanan
tohumlardan yetistirilen bugday fidelerinde, doz artigina paralel olarak, klorofil ve
karotenoid igeriklerinde, Kl a/b ve Fw/Fm oraninda ayrica stoma iletkenlik degerlerinde
istatistiksel olarak 6nemli azalma tespit edilmistir (Tablo 3.2). Pigment icerigindeki

azalmaya li¢ durum neden olmaktadir; 1- IR nun pigment sentezinden sorumlu genlere direkt
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etki etmesi ve genlerin tamir edilemez sekilde hasar almasi 2- ikincil stres olarak adlandirilan
oksidatif stresten dolayr artan ROS’larin etkisi ile pigmentlerin oksidasyonu 3- stres etkisi
ile kloroplastlarin boyutunda ve sayisinda meydana gelen azalma (Gudkov vd., 2019). Bu
tez calismasinda IR stres etkisi ile diigen fotosentetik parametre degerleri, distan uygulanan
SA ve GaA artmustir. Distan uygulanan SA ve GaA’nin su, sicaklik, tuz ve kuraklik gibi
stres kosullarinda, fotosentez verimini gosteren parametreler olan fotosentetik pigment
iceriklerinde, klorofil floresans ve stoma iletkenlik degerlerinde stres gruplarina kiyasla
arttirdigi ¢esitli bitkiler ile yapilan caligsmalar ile gosterilmistir (Nazar vd., 2011;2015; Singh
vd., 2017; Ozfidan-Konakci, 2019). Bitkilerde 6nemli bir sinyal bilesigi olan SA stres
kosullarinda;
i- N ve S alim1 ve bu minerallerin yapraklara taginimini artirarak
ii- nitrat rediiktaz ve ATP-siilfiirilaz enzim aktivitelerini artirarak
iii- antioksidan kapasitesi sayesinde ve glutatyon gibi antioksidan bilesiklerin igeriklerini
ve enzim aktiviteleri artirarak ROS icerigini diislirmek suretiyle pigmentlerin ve
tilakoid zarlarin oksidasyonunu azaltarak
iv- etilen sentezini azaltarak
V- klorofil i¢eriginin artisini tesvik ederek fotosentetik verimi arttirdigi varsayilmaktadir.
Benzer sekilde stres etkisi ile azalan prolin igerigini de artirdig1 ve bu artisin osmotik
potansiyel ve fotosentetik verim ile iliskili oldugu goésterilmistir (Nazar vd., 2015).
Oksijence zengin ortamlarda yasayan aerobik organizmalar, normal metabolizma
streclerinde ROS uretirler. Ancak fotosentetik organizmalar, metabolik strecler boyunca
hayvanlara kiyasla ¢ok daha yiiksek seviyede ROS dretirler. Bir¢ok biyotik ve abiyotik stres
kosullarinda, bitkilerde olusan ROS seviyesi artar ve ikincil stres olan oksidatif stres olusur
(Gudkov vd., 2019). Bitkiler ROS iiretimini azaltan, ROS tiiketimini hizlandiran ve oksidatif
stres nedeniyle hasar goren hiicresel yapilar1 diizelten antioksidan sisteme sahiptir
(Kreslavskii vd., 2012). Bitkisel antioksidanlar enzimatik olan ve olmayan olarak iki kisma
ayrilir. Enzimatik antioksidanlara 6rnek olarak APX, GR, POX, CAT, SOD, MDHAR ve
DHAR enzimleri ve bu enzimlerin izoformlar1 verilebilir (Noctor vd., 2018). Fenolik
bilesikler (flavonoidler, fenolik asitler, kumarinler) ana bitkisel antioksidan bilesiklerdir.
Karotenoidler, tokoferol ve glutatyon da bitkisel antioksidan bilesikler arasinda yer
almaktadir (Foyer ve Noctor, 2011). Iyonize radyasyona maruz kalan bitkilerde, IR ROS
tiretim ve tiiketimi arasindaki dengeyi bozdugundan dolayi, maruz kalnan doza paralel

olarak ROS igerigi artar (Gudkov vd., 2019). Tiim ROS’lar siireleri degismekle birlikte kisa
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omiirlii bilesiklerdir, akut radyasyona maruz kalan fide ya da tohumlarda, ROS igerigi
gunlerce ya da haftalarca artmaya devam eder (Macovei vd., 2014; Qi vd., 2015). Gama
radyasyonu (100 — 400 Gy dozlarinda) uygulanan bugday tohumlari, 9 giin sire ile
yetistirildikten sonra fidelerin yapraklarinda H>O; igeriginin stres gruplarinda artan doza
paralel olarak arttigi tespit edilmistir. Ayrica bu igerigin artisiyla birlikte lipid
peroksidasyonunun da arttigi (Sekil 3.4) ancak SA ve GaA antioksidan bilesik uygulamalari
ile iceriklerin (H202 ve TBARS) birbirine uygun sekilde azaldig1 belirlenmistir (Sekil 3.3).

Iyonize radyasyon stres etkisi ile olusan oksidatif stres hasar1 antioksidan enzimlerin
de yardimi ile azaltilmaktadir. Iyonize radyasyona maruz kalan bitkilerde antioksidan enzim
aktiviteleri genel olarak artma egilimi gostermektedir (Gudkov vd., 2019). Ornegin 10 — 120
Gy IR ile sarimsak baslarinda (Kebeish vd., 2015), 5-20 Gy IR ile biberiye kalluslarinda (El-
Beltagi vd., 2011), 150 — 200 Gy IR ile fasiilye tohumlarinda (Stoeva ve Bineva, 2001) SOD,
APX, CAT, GR, POX enzim aktivitelerinde artis gozlenmistir. Ayrica 25 — 200 Gy IR
uygulanan celtik bitkisi tohumlarindan elde edilen fidelerde de doz artisina (25 — 200 Gy)
paralel olarak APX ve GR enzim aktivitelerinde artma kaydedilmistir (Macovei vd., 2014).
Calismamizda yer alan APX, GR, MDHAR, DHAR, POX ve SOD enzim aktiviteleri de
literatlre uygun olarak 100 — 400 Gy IR uygulama gruplarinda kontrol grubuna kiyasla artma
gostermistir (Tablo 3.3). SA ve GaA antioksidan bilesik uygulamalarinda ise aktiviteler de
genel olarak istatistiksel olarak anlamli azalma gézlenmistir. IR sonrasi antioksidan enzim
aktivitelerinde gozlenen degisimlerin nedenlerinden biri gen kodlarinin ifadelerinde
meydana gelen degisimlerdir (Gudkov vd., 2019). IR-bagimli antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisimler aym1 zamanda IR dozuna, bitki tiiriine ve bitkinin gelisim
asamasina da bagli olarak degismektedir (Gudkov vd., 2019).

IR stresi bitkilerde antioksidan enzim aktivite degisimlerinin yaninda indirgeyici
bilesiklerin (glutatyon, askorbat, fenolik bilesikler gibi) de igeriklerinde birtakim
degisimlere yol agmaktadir (Foyer vd Noctor, 2011; Vardhan ve Shukla, 2017). IR stres
etkisi ile toplam antioksidan bilesik havuzu giinlerce hatta haftalarca artmaya devam edebilir
(Fanvd., 2014). Ayrica bilesiklerin redoks oranlarinda oksitlenmis formlara dogru bir kayma
meydana gelir (Biermans vd., 2015). Mevcut projede bugday fidelerinin yapraklarinda
radyasyon sonrasinda TFM igeriginde artig belirlenmistir. Fidelere SA ve GaA fenolik
bilesiklerin digtan uygulanmasi ile IR stresinin olumsuz etkilerinin azaldigi, antioksidan
bilesik iceriginin ve enzim aktivitelerinin diistiigli gosterilmistir. Antioksidan bilesik ve

enzim aktivite sonuclar1 (GR, MDHAR, DHAR ve POX), birer stres gostergesi olan H20-
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ve TBARS igerikleri ile de korelasyon gostermektedir (Tablo 3.6). Antioksidan bilesiklerin
iceriklerindeki bu artig, gen diizenlenmesi ile sentez artigindan kaynaklanabilmektedir (Hong
vd., 2014; Gudkov vd., 2019). Ancak ayn1 zamanda stres etkisi ile polifenolik bilesiklerin
monomerlerine ayrilmasi ile de fenolik igerikte artis olmaktadir (Vardhan ve Shukla, 2017).
Antioksidan bilesiklerdeki artiglar bitki tiiriine ve kismima bagl olarak ancak belirli
dozlardaki IR ile olmakta, ¢ok yliksek dozda IR uygulanmasi ile hem bilesiklerin yapis1 zarar
gormekte hem de gen ifadeleri baskilanmakta, dolayisiyla igeriklerde azalma meydana
gelmektedir. Boylece bitki stresin olumsuz etkileri ile olan savasi kaybeder (Jan vd., 2012;

De Micco vd., 2014).



5. SONUCLAR

1- Gama 1smnlamasinin (100 — 400 Gy) artan dozlarina bagli olarak bugday fidelerinin
yapraklarinda belirlenen morfolojik 6lgtimlerde (boy, alan, taze ve kuru agirlik) belirgin
azalmalara neden olmustur. Ancak, SA ve GaA uygulamalar1 IR stresinin yol agtigi
morfolojik parametrelerdeki azalmalar1 ters yonde tesvik etmis, fidelerin stres toleransini
artirarak iyonize radyasyonun fidelerin morfolojisi lizerine olan olumsuz etkilerinin
azaltmstir.

2- Bugday fidelerinin toleransinin SA ve GaA uygulamalari ile artmasi sayesinde, stres etkisi
ile azalan fotosentetik parametreler (kI igerigi, Fv/Fm ve stoma iletkenlik) artmistir.

3- H20: icerigi ve TBARS IR stres etkisiyle artarken, SA ve GaA uygulamalariyla
azalmistir.

4- Calisilan antioksidan enzim aktiviteleri IR dozuna paralel olarak artmis, SA ve GaA
uygulamalariyla azalmistir.

5- SA ve GaA uygulamalari, IR stresi ile artan TFM igerigini azaltmis ve antioksidan
kapasite degerleri de TFM igerigine paralel olarak degismistir.

6- Baz1 enzimleri hari¢ antioksidan igerik ve enzim aktivitelerinin birbiri ile ve ayrica H20>

icerigi ve TBARS esderligi ile de yiiksek derecede iliskilidir.



6. ONERILER

Tiim diinyada bitkiler elverissiz ¢evre kosullarindan dolayr olumsuz bir sekilde
etkilenmektedir. Bu olumsuz ¢evre kosullarina daha dayanikli bitkiler yetistirmek amaciyla
cesitli calismalar yapilmistir. Bu gevresel stres faktorleri arasinda IR stresinin bitkilerin
biuyumesini molekuler, morfolojik ve fizyolojik seviyede etkileyen en 6nemli faktorlerden
biridir. Iyonize radyasyonun bitkiler {izerine olan etkilerini arastirmak amaciyla ¢ok cesitli
calismalar yapilmaktadir, ancak mevcut bilgilerimize gore bitkiler Gzerindeki olumsuz
etkilerinin azaltilmasi ile ilgili literatiirde fazla ¢aligma bulunmamaktadir. Caliymamizda
iyonize radyasyon (gama isinlamasi) uygulanmis bugday tohumlar1 24 saat siireyle
¢cimlendirildikten sonra 8 gun sire ile SA ve GaA uygulanmistir ve IR’nin olumsuz
etkilerinin iyilestirilmesinde ne derecede etkili olduklar1 incelenmistir. Bugday fidelerinde
SA ve GaA uygulamalari ile olumlu sonuglar elde edildiginden, yapilacak caligsmalarda
farkli fenolik asit gesitleri kullanilabilir ve stres etkilerinin iyilestirilmesinde fenolik asit
turleri arasinda bir fark olup olmadig: arastirilabilir. Ayrica SA ve GaA uygulamalari ile
olusan olumlu etkilerin daha uzun ya da kisa stres siirelerinde devam edip etmeyecegi
belirlenebilir. Bitkilerdeki antioksidan sistemler daha genis incelenebilir ve antioksidan
sistemleri kodlayan transkriptlerin ifadeleri arastirilabilir. Iyonize radyasyonun bitkilerde
ikinci ve daha sonraki nesillere etkisi ile ilgili calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar SA ve
GaA’in ikinci ve daha sonraki nesillerde IR’nin olumsuz etkilerini azaltmada etkili olup
olmadiginmn arastirilabilecegini diisiindiirmektedir. Iyonize radyasyon stresine maruz
birakilmis gruplarda SA ve GaA uygulamalarinmn bitkilerin meyve ve dane verimi tizerinde
etkilerinin olup olmadigi da arastirilabilir. Caligmamizda SA ve GaA’in yapraklara
puskirttlmesi (foliar) ile uygulanarak da biiyiime ortamina eklenerek kaydedilen sonuglarin

elde edilip edilemeyecegi belirlenebilir.
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