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OZET

Bu ¢alismada 56 giin kuraklik periyoduna maruz birakilan Ctenanthe setosa’da yaprak
kivrilmasinin, kurakligin 35. giiniinde basladigi ve yaprak kivrilma derecesinin giderek
arttig1 gozlendi. Yaprak kivrilma derecesindeki artis boyunca nispi su igerigi, yaprak su
potansiyeli ve stoma iletkenliginin azaldigi bulundu. Yaprak simplastik alaninda kivrilma
periyodu boyunca en yiiksek aktiviteyi katalaz (CAT) ve guaiakol peroksidaz (GPX)
gosterirken, siiperoksit dismutaz (SOD) ve askorbat peroksidaz (APX) aktivitelerinde
onemli bir degisimin olmadig1 goriildii. APX aktivitesi disinda petiyol simplastik alaninda
da benzer durumun oldugu belirlendi. Yaprak apoplastik alaninda ise en yiiksek artigin
APX ve GPX aktivitelerinde oldugu, CAT ve SOD aktivitelerin de ise ¢ok az bir artisin
oldugu kaydedildi. Petiyol apoplastik alaninda SOD, APX ve CAT aktivitelerinde nispeten
az bir artisin oldugu belirlenirken, en yiiksek artisin sadece GPX aktivitesinde oldugu
bulundu Simplastik glutatyon rediiktaz (GR), dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) aktivitelerinin yaprakta arttig1, petiyolde ise GR
aktivitesinin apoplastik alanda arttig1 simplastta ise azaldigir bulundu. DHAR ve MDHAR
aktivitelerinin apoplastta bulunmadigi belirlendi. Ayrica polifenol oksidaz (PPO)
aktivitesinin yaprak simplastik alaninda azalirken, her iki bitkisel yapinin apoplastik
alaninda artti§1 bulundu. Indirgenmis glutatyon (GSH) igeriginin yaprak ve petiyolde
kivrilma derecesi arttikga arttig1, yiikseltgenmis glutatyon (GSSQ) igeriginin ise yaprakta
azalirken petiyolde onemli Olgiide degismedigi belirlendi. Askorbat (ASC) miktarinin
yaprak ve petiyol simplastik alaninda azaldig1 apoplastik alaninda arttigir bulundu. Diger
taraftan dehidroaskorbat (DHA) miktarinin yaprak apoplast ve simplastik alanlarinda
arttigl, petiyolde ise azaldigi kaydedildi. Hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit (O,")
iceriginin yaprak ve petiyol apoplastik ve simplastik alanlarinda % 54 kivrilma derecesine
kadar arttig1 daha sonra azaldig: tespit edildi. NAD(P)H oksidaz aktivitesinin yaprakta
artarken petiyolde degismedigi saptandi. Elde edilen bulgulara gore, C. setosa’nin kivrilma
boyunca hem simplastik hem de apoplastik alanda ROS temizleyici etkili bir antioksidan

mekanizmaya sahip oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Apoplast, Antioksidan Enzimler, Kuraklik, Simplast, Yaprak
Kivrilmasi
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SUMMARY

Antioxidant System Changes in Apoplastic and Symplastic Areas During Leaf
Rolling in Ctenanthe setosa

In this study, it was seen that leaf rolling has begun on the 35™ of drought period and
the degree of leaf rolling has gradually increased in Ctenanthe setosa exposed to 56 days
of drought periods. It was found that the relative water content, leaf water potential and
stomatal conductance decreased while leaf rolling was increasing. In symplast the highest
changes were found in catalase (CAT) and guaiacol peroxidase (GPX) activities when
compared to the controls during leaf rolling period. No significant change was observed in
superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX) activities in symplast of leaf.
The same phenomenon was also present in symplast of petiole except for APX activity. In
the leaf apoplastic area, the highest increase was observed in APX and GPX activities,
while a slight increase in CAT and SOD activities. In the petiole’s apoplast, the highest
increment was only found in GPX activity, whereas there was a small increase in SOD,
APX and CAT activities. Symplastic glutathione reductase (GR), dehydroascorbate
reductase (DHAR) and monodehydroascorbate reductase (MDHAR) activities in the
symplastic area increased in the leaf. As for the petiole, GR activity increased in the
apoplastic area but decreased in the symplastic area. DHAR and MDHAR activities were
seemed to be absent in apoplastic area. Polyphenol oxidase activity (PPO) also decreased
in leaf symplast while it increased in apoplast of both plant parts. While symplastic
reduced glutathione (GSH) content enhanced by increasing of leaf rolling in the leaf and
petiole, oxidized glutathione (GSSG) content increased in the leaf but not changed in the
petiole. The ascorbate (ASC) content in the apoplastic area increased in both plant parts,
whereas symplastic ASC content decreased in the leaf and petiole during drought period.
Furthermore, the apoplastic and symplastic DHA contents rose in the leaf but decreased in
the petiole. Hydrogen peroxide (H,O,) and superoxide (O,"") contents increased up to 54
% degree of rolling in the apoplast and symplast of leaf and petiole but decreased later.
NAD(P)H oxidase activity increased in the leaf but not changed in the petiole during leaf
rolling. In conclusion C. setosa has an effective antioxidant mechanism scavenging of ROS
in symplast and apoplast areas during rolling.

Key Words: Apoplast, Antioxidant Enzymes, Drought, Symplast, Leaf Rolling,
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bitkiler yasamlart siiresince birgok stres faktorii ile karsilasirlar. Stres faktorleri biyotik
ve abiyotik olmak {izere ikiye ayrilirlar. Biyotik (patojen, diger organizmalarla rekabet vb.)
ve abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yliksek sicaklik veya don vb.) stresler ekonomik
olan tahillar dahil, tiim bitkilerin normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol agarlar.
Tim bu stresler bitkilerin biyosentetik kapasitelerini azaltir, normal fonksiyonlarini
degistirir ve bitkinin 6liimiine yol agabilecek zararlara neden olabilir. Ornegin diinyanin
ortalama sicakliginda 1°C’lik azalmanin piring tretiminde % 40’k diisiis meydana
getirecegi, bununla beraber narenciye, kiglik tahil, baz1 sebzelerin ve meyve agaglarinin
dona dayanikliliginin 2°C yiikselmesinin diinyadaki iiretimi onemli derecede artiracagi
ileri strtilmiistiir (Hale ve Orcutt, 1987). Bu nedenle iirlin kayiplarini en aza indirmek ve
diinyanin degisen iklim kosullarina kars1 dayanikh tiirler gelistirmek i¢in bitkilerin stresten
sakinma ve tolerans mekanizmalarinin iyi bilinmesi olduk¢a 6nem kazanmistir. Bitkilerin
kuraklik stresi altinda hayatlarin1  siirdiirebilmek  i¢in  gelistirdikleri  sakinma
mekanizmalarindan biri transpirasyonu azaltan yapraklarin rulo seklinde kivrilmasidir
(Bidwell, 1974). Yaprak kivrilmasi, radiant sicakligi ve 1sik absorbsiyonunu azaltir ve
bdylece bitkileri asir1 151k etkisinden korur (O’Toole ve Cruz, 1980; Corlett vd., 1994). Bu
olayin baz1 Gramineae tiirlerinde yapragin st epidermisinde orta damar boyunca yer alan
bulliform hiicrelerinin turgor Ozelliklerini kaybetmesi sonucu meydana geldigi
bilinmektedir. Ctenanthe setosa (Rosc.) Eichler (Marantaceae) bitkisinde ise, yapraklarini
kiviran diger bitkilerden farkli olarak, iist epidermisin hemen altinda ve yapragin yiizeyi
boyunca yer alan biiyilik hipodermis hiicrelerinin rol oynadig1 belirlenmistir (Kadioglu ve
Terzi, 2007). Bu mekanizmalara sahip olan sansli bitkiler uzun bir siire canliliklarim
devam ettirebilir ve kurakliktan en az hasarla sakinabilirler (Sighn ve Mackill, 1977;
Heckathom ve Delucia, 1991).

Yaprak kivrilma mekanizmasina sahip olan celtik (Oryza sativa) (Jones, 1979;
Ekanayake vd., 1993), bugday (Triticum sativum) (Jones, 1979) ve diger baz1 Gramineae
tirleri (bir ¢ok kserofitik ¢imlerde) (Heckathorn ve Delucia, 1991) lizerinde de pek ¢ok



calisma yapilmis ve yaprak kivrilmasi ile strese tolerans arasindaki iligki arastirilmstir.
Ayrica, kurakliga en toleransli Festuca arundinacea Schreb. tiirlerinin belirlenmesinde
yaprak kivrilma derecesinin 6dnemli bir 6zellik oldugu ileri stiriilmiistiir (White vd., 1992).
Marantaceae familyas: bitkilerinde de benzer bir yaprak kivrilma mekanizmasi
bulunmaktadir. Yapilan literatlir aragtirmalarinda, C. setosa’daki yaprak kivrilmasi
tizerinde ilk fizyolojik ve biyokimyasal ¢aligmalarin Kadioglu ve vd. (Turgut ve Kadioglu,
1998; Kadioglu ve Turgut, 1999; Ayaz, vd., 2000, 2001; Kadioglu, vd., 2002; Terzi, 2005)
tarafindan yapildig1 anlagilmistir. Bu ¢aligmalarda yapraklarin kivrilmasi sirasinda osmotik
ayarlama saglamak i¢in yaprakta ¢Ozlinebilir seker ve diisik molekiiler agirlikl
karbohidratlarin biriktigi, kivrilma derecesine bagli olarak prolin, fenolik asit seviyesi ve
peroksidaz aktivitesinin arttigi, (Kadioglu ve Turgut, 1999, Ayaz vd., 2000, 2001; Terzi,
2005), siiperoksit dismutaz ve glutatyon rediiktaz aktivitesinin ise degismedigi rapor
edilmistir (Terzi, 2005). C. setosa’nin kuraklik stresi ¢alismalarinda kullanilabilecek iyi bir
model bitki oldugu da 6nerilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007).

Yapraklarini kivirmayan, fakat kuraklik stresine dayanikli bitkilerin stresi telafi etmek
icin sahip olduklar1 diger koruyucu mekanizmalarinin birgogu yapraklarmni kiviran
bitkilerde de mevcuttur. Bu Ozelliklerden bir tanesi antioksidan sistemlerin aktif hale
getirilmesidir (Smirnoff, 1993). Kuraklik stresi esnasinda antioksidan enzim sistemleri ve
strese dayaniklilik arasindaki iligki genis olarak arastirilmis olup, su ve kuraklik stresi
altinda bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 bir ¢ok arastirict tarafindan rapor
edilmistir (Baisak vd., 1994; Tanaka, 1994). Ornegin kurakliga dayamkli musir bitkisinde
su eksikligi durumunda antioksidanlarda artis olurken hassas olan bitkilerde
antioksidanlarin fazlaca degismedigi ve dolayisiyla daha az bir korumanin saglandigi
(Pastori ve Trippi, 1992) ve su stresine toleransin antioksidan sistemlerin aktivitesiyle ilgili
oldugu rapor edilmistir (Pastori ve Trippi, 1993). Goriildiigi gibi yapraklarini kivirma
Ozelligine sahip olan bazi bitkilerde stres kosullarinda antioksidan sistemdeki degisimler
arastirilmasina ragmen yaprak kivrilmasi ile bu sistem arasindaki iliski acgik¢a ortaya
konulmamastir.

Yukarida bahsedilen biyokimyasal degisimlerin belirli hiicre boliimlerinde saptanmasi,
daha bariz sonuglarin elde edilmesi yoniinden 6nemlidir. Hiicrenin kabaca ikiye ayrilabilen
boliimlerinden birisi apoplastik alan digeri ise simplastik alandir. Bitki hiicre apoplastinin,
bitki hiicrelerinin beslenmesinde fonksiyonu oldugu, agir metal, kuraklik ve yiiksek

sicaklik streslerine yanit olusturdugu gosterilmis ve apoplastik alandaki antioksidan sistem



lizerine abiyotik ve biyotik streslerin etkisi calisilmistir (Luwe, 1996; Dietz, 1997;
Vanacker vd., 1998a, 1998b). Ayrica bu stres faktorlerinin bitki hiicrelerinin
apoplastlarinda antioksidan enzimlerin seviyelerini de degistirdikleri rapor edilmistir
(Luwe, 1996; Vanacker vd., 1998a, 1998b; Hernandez vd., 2001). Bununla beraber
kuraklik stresi esnasinda apoplastik antioksidanlarin oynadiklari roller hakkinda ¢ok az
bilgi mevcuttur. Bu konu ile 1ilgili olarak sitoplazma (simplastik alan) ile
karsilastirildiginda apoplastik bosluk ve hiicre ¢eperinin nispeten daha az antioksidan
savunmaya sahip oldugu, bu nedenle gii¢lii bir oksidatif sinyalin apoplastta daha uzun siire
kaldig1 rapor edilmistir. Ayrica apoplastin redoks durumunun sitoplazmadan farkli
seyrettigi, bitki apoplastik proteinlerinin stresle iligkili olarak degistigi bilinmektedir.
Cesitli stres durumlarinda (6zellikle donma stresi) apoplastik alandaki degisimler daha
fazla arastirilmis, kuraklik stresi ile ilgili fazlaca bir veriye rastlanilmamistir. C. setosa
bitkisinde apoplasttaki reaktif oksijen tiirlerinin ve apoplastik antioksidanlarin kuraklik
stresi ile tesviki konusunda ise bir bilgi mevcut degildir. Ayrica kuraklik esnasinda
apoplastik alanda gelisen bazi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin kivrilma
ile iligkisi bilinmemektedir.

Bu amagla ¢aligmamizda Oncelikle bitkiler kuraklik stresine maruz birakilarak yaprak
kivrilmas1 saglanacak ve yaprak kivrilmasi boyunca yapilan analizlerde bitkinin su
durumunu gosteren nispi su icerigi, yaprak su potansiyeli ve stoma iletkenligi ile yaprak ve
petiyoliin simplastik ve apoplastik alanlarinda yer alan ve antioksidan sistemde fonksiyonu
olan enzimlerin aktiviteleri aragtirilacaktir. Ayrica stres esnasinda reaktif oksijen tiirlerinin
dokusal yerlesimi de incelenecektir. Kisaca, bu caligmada C. setosa bitkisinde yaprak
kivrilmast esnasinda apoplast ve simplast arasindaki dengenin saglanmasinda
antioksidanlarin fonksiyonunun ortaya konulmasi, kuraklik stresi esnasinda yaprak
kivrilmasiyla iligkili olarak reaktif oksijen tiirleri yoniinden dengenin nasil degistiginin

aciklanmasi amaglandi.

1.2. Stres ve Stres Cesitleri

Cevresel ve biyolojik faktorlerin ayri ayri ya da birlikte fizyolojik olaylarda belirgin
degisimler meydana getirmesi stres olarak tanimlanmaktadir. Stres terimi ayn1 zamanda

hasar meydana getirme potansiyelini de kapsar. Bir metabolizma bozuklugunun sonucunda



olusan bu hasarlar bitkinin biiyiimesinde ve veriminde azalma meydana getirirler (Hale ve
Orcutt, 1987).
Bitkilerin maruz kaldig1 baslica stres faktorleri, biyotik ve abiyotik olmak {izere iki

kisma ayrilabilir (Sekil 1).

| CEVRESEL STRESLER |
|
[ Abiyotik ] [Biyotik(mantar,bécek,bakteri)]
]
1 1 1
] [ Isik ] [ Kimyasal ] [ Diger;basing, ]
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kirleticiler

N

Sekil 1. Baslica ¢evresel stres tipleri

Bu gevresel stres tiplerinin etkileri birbirleriyle iliskilidir. Ornegin, yiiksek sicakliga
dayaniklilik, onunla birlikte meydana gelen kuraklik sartlarina dayanikliliga baghdir. Diger
taraftan donmaya dayaniklilik, dokunun dehidrasyona dayaniklilig1 ile 6nemli derecede
baglantilidir (Hale ve Orcutt, 1987).

Tim bitkiler belirli derecelerde stres hasarlarina karsit koyma ve canli kalabilme
ozelligindedir. Bir bitkinin bazi kisimlari (tohumlar, tomurcuk ve dormant hiicreler) strese
dayanikli iken, diger kisimlar1 (meristemler, sukkulent organlar ve fideler) duyarl olabilir.
Ayrica bitkiler yasamak zorunda olduklar1 ¢evreye kismen veya tamamen uyabilme
ozelligine sahiptirler (Bidwell, 1974). Bu, bitkilerin ortamdaki mevcut streslere

dayaniklilik veya hassaslik 6zelliklerine baglidir.



Strese dayaniklilik sakinma ve tolerans olmak iizere ikiye ayrilir (Levitt, 1972).
Sakinma, bitkiye distan uygulanan olumsuz bir faktoriin etkisini stres olusturmadan
onleme yetenegidir (Street ve Opik, 1984). Cogu bitkilerde gesitli kuraklik sakinma
mekanizmalar1 geligmistir. Ornegin, kserofit bitkilerde su kaybmi azaltan yaprak
kivrilmasi, ylizey tiiyleri, alt durumlu stoma ve benzer mekanizmalar bulunur. Benzer
sekilde kaktiis bitkisi su stresi esnasinda hiicre i¢indeki su miktarini koruyarak kurakliktan
sakinabilir (Bidwell, 1974). Eger bir bitki stres sonucu olusan hasarlar1 azaltabilme veya
hi¢ hasar olusturmama o6zelliginde ise bu durum tolerans olarak adlandirilir. Diger bir
deyisle tolerans distan uygulanan bir strese canlinin dayanabilme yetenegidir (Street ve
Opik, 1984). Ornegin kuraklik toleransina sahip bitkiler protoplazma su kaybettigi zaman
protoplazmasi yeniden su alana kadar hayatsal faaliyetlerine devam edebilirler (Hopkins,
1995).

Stres altindaki bitkiler iizerinde c¢aligma yapilmasinin iki 6nemli nedeni vardir.
Birincisi bitkilerin strese karsi reaksiyon mekanizmasmin 6grenilmesidir. ikincisi ise
tarimsal alanlarda stres altinda bulunan bitkilerin s6z konusu streslere dayanma
yeteneklerinin dl¢lilmesi ve dolayisiyla daha verimli iiriin elde edilmesidir. Bilindigi gibi
diinya topraklarinin % 10’undan daha azi tarima elveriglidir. Bu nedenle asir1 olumsuz
sartlardan kaynaklanan streslere dayanabilen ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler
yetistirmeye ihtiya¢ vardir. Daha dayanikli ve toleransh bitkiler yetistirmek ic¢in strese

dayaniklilik ve tolerans mekanizmalarinin bilinmesi gerekir (Bidwell, 1974).

1.3. Kuraklik ve Kuraklik Stresi

Kuraklik genel anlamda meterolojik bir olgu olup, topragin su icerigi ile bitki
gelisiminde gozle goriiliir azalmaya neden olacak kadar uzun siiren yagissiz donem igin
kullanilan bir terimdir. Yagissiz donemin kuraklik olusturmasi; topragin su tutma
kapasitesi ve bitkiler tarafindan gergeklestirilen buharlagsma veya transpirasyon hizina baglh
olarak gerceklesmektedir (Jones, 1992; Kozlowski ve Pallardy, 1997).

Diinya tizerindeki kullanilabilir alanlar stres faktorlerine gore siniflandirildiginda dogal
bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26’lik payiyla en biiyiik dilimi icermektedir.
Kuraklik stresini %20 ile mineral stresi ve %15 ile soguk ve don stresi takip etmektedir.
Bunlarin disinda kalan tiim stresler %29’luk bir pay alirken, yalmzca %10’luk bir alan

herhangi bir stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Blum, 1986). Bu durumda kuraklik



stresi biiylimeyi ve verimi etkileyen en yaygin g¢evresel streslerden biri olup bitkilerde
bircok fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler cevabi olusturmaktadir. Buna bagli olarak
bitkiler, sinirli ¢evresel kosullara adapte olmay1 saglayacak bazi tolerans mekanizmalari
gelistirirler (Arora ve Mohan, 2002). Kramer (1980)’e gore bu mekanizmalar kurakliktan
sakinma ve kurakliga tolerans gosterme olmak tiizere iki ana baslik altinda incelenebilir.
Cogu bitkide cesitli kuraklik sakinma mekanizmalar1 gelismistir. Stresten sakinma
mekanizmalarindan ilki ¢l bitkilerinde gériiliir. Ornegin, ¢olde kisa dmiirlii olan bitkiler
yeterli yagmur periyodu sirasinda biiyiir ve iirerler. Kuraklik periyodunda ise dormant
tohumlar meydana getirirler. Diger bir kaginma mekanizmasi sukkulent bitkilerde goriiliir.
Bu bitkiler kurakliga kars1 sukkulent dokularinda su depolayarak su kaybini en az oranda
tutarlar ve boylece uzun bir siire canliliklarii siirdiirebilirler (Salisbury and Ross, 1992).
Ornegin herdem yesil ¢ol bitkileri kuraklik periyodu boyunca dokularindaki turgoru devam
ettirebilmek i¢in suda ¢oziinebilir maddeleri biriktirerek kurakliktan kaginirlar (Mundree
vd., 2002). Diger taraftan, bitkisel organlar arasinda stresten en ¢ok etkilenen organlardan
birisi yapraklar olup, 6zel ¢evre kosullarina adapte olmak i¢in bir takim metamorfozlar
gecirirler. Ornegin, kurak ortam bitkileri 151k etkisinden korunmak ve suyu iyi bir sekilde
absorbe etmek icin yaprak yiizeyinde tiiy, kiitikula ve stoma modifikasyonlar1 gibi 6zel
yapilar gelistirirler.

Stresten kagian bitkiler yalmizca orta siddetteki kuraklik stresi durumunda hayatta
kalirken strese toleransl bitkilerde ise ¢ok daha siddetli kuraklik stresi durumunda hayatta
kalabilirler. Kurakliga toleransli bitkiler dehidrasyonu erteleyenler ve dehidrasyona
tolerans gosterenler olmak tizere iki gruba ayrilirlar (Kramer, 1980). Dehidrasyonun
ertelenmesi transpirasyonu azaltan veya su absorbsiyonunu artiran mekanizmalar ile
saglanir. Boylece bitkinin zarar olusturacak derecede diisiik su potansiyeline ulagmasi
Onlenir. Dehidrasyon toleransi ise hiicreler su hasarina ve diigiik su potansiyeline maruz
birakildiktan sonra bitkinin canliligimi devam ettiren veya biiyiiten mekanizmalar igerir.
Su hasar artarsa hiicreler turgor durumlarini kaybederler ve bdylece hiicrelerin bilylimesi
sinirlandirilir. Ayrica, hiicreler i¢gsel osmotik potansiyellerini ayarlayarak da hiicre biiyiime
ve gelismesini diizenlerler (Hasegawa vd., 1984).

Kuraklik stresine karsi tolerans mekanizmalarindan biri de osmotik ayarlamadir
(Kramer, 1980). Kuraklik stresinin bir sonucu olarak bitkiler, osmolitler olarak bilinen ve
turgorun devamini saglayan maddeleri biriktirirler. Osmotik ayarlama, kuraklik sonucu

turgor Ozelligini kaybeden bitki hiicrelerinin, sakinma mekanizmalarinin yoklugunda



turgoru yeniden kazanmalar1 ve biiylimeyi devam ettirebilmeleri i¢in bagvurduklari bir
yoldur (Handa vd., 1983). Osmotik ayarlamaya en 6nemli kaynagi indirgen sekerler saglar
(Hasegawa vd., 1984). Bunun yaninda prolin, betainler, trehaloz, K", fruktanlarda, osmotik
ayarlama saglamak icin bitkiler tarafindan sentezlenirler (Smirnoff, 1998). Yapilan
arastirmalar, osmotik ayarlamanin bitkinin tiirline, yasina, stresin derecesine, ¢evresel
sartlara ve strese maruz kalan bolgeye bagl oldugunu gostermektedir (Ackerson vd., 1980;
Turner vd., 1986). Osmotik ayarlama, stoma ac¢ikliginin korunmasina (Turner vd., 1978;
Ackerson vd., 1980; Ludlow vd., 1985) ve fotosentezin devam etmesine (Ackerson vd.,

1980) katki saglar.

1.4. Yaprak Kivrilmasi

Kurak ortamda yetisen bitkiler, yapraklarina gelen 151k miktarin1 azaltmak icin
yapragin acisint degistirirler ve bdylece 1s1k absorbsiyonu i¢in daha az bir yiizey alani
saglamis olurlar. Bilindigi gibi 151k, yapragin isinmasina neden olur ve su kaybini
artirabilir. Bu sartlar altinda gelistirilen mekanizmalardan birisi yapragin ylizeyindeki
yansitma oOzelligindeki degisimlerdir (Oppenheimer, 1960). Ornegin, kuraklik stresi
altinda, kiiciik taneli tahil bitkileri orta damar boyunca kivrilmis dik yapraklar sergilerler.
Bu olay bitkiler genellikle suyu geceleyin aldiklar1 i¢in giinlin ilerleyen saatlerinde
gerceklesir fakat toprak nemi azaldigi zaman, yaprak kivrilmasi giiniin erken saatlerinde de
meydana gelebilir (Terzi, 2005).

Yaprak kivrilmast bitkilerin stresten sakinma mekanizmalarindan birisidir (Clarke,
1986). Bitkilerde yaprak kivrilmasiyla iliskili iki farkli tip hiicre bulunmaktadir. Bunlardan
biri bulliform hiicreleri olup, bu hiicreler bazi Gramineae tiirlerinin yaprak {ist
epidermisinde orta damar boyunca yer alirlar. Hava kabarcig1 seklinde olan bu hiicreler,
yaprak kivrilmasi ve agilmasini kontrol etmek i¢in su ile dolarlar. Kuraklik stresi altinda,
bulliform hiicreleri biiziisiir ve bunun sonucunda yapraklar kivrilmaya baslar. Bu sekildeki
bir kivrilma ile yaprak alaninin sadece % 68’1 1518a maruz kalir ve transpirasyon da % 46-
83 oraninda azaltilir (Oppenheimer, 1960). Yaprak kivrilmastyla iligkili diger bir hiicre
hipodermis hiicreleridir. C. setosa’da bulliform hiicreleri yerine yapragin iist epidermisinin
altinda ve yapragin yiizeyi boyunca yer alan biiylik hipodermis hiicreleri yapraklarin rulo

seklinde kivrilmasina neden olmaktadir (Kadioglu ve Terzi, 2007).



Yaprak kivrilmasi, asir1 giines 1s18inda bitkileri 1siktan koruma mekanizmasi olarak
bilinir ve ¢ogu bitkide bulunabilir (Kao ve Forseth, 1992; Bjorkman ve Demmig-Adams,
1993; Xu ve Wu, 1996). Ornegin asir1 giines 1s181a maruz kalan Amomum villosum Lour.
(Zingiberaceae) bitkisinde meydana gelen yaprak kivrilmasi bitkiyi 1518in olumsuz
etkilerinden koruyan mekanizmalardan biridir ve normal tarla kosullarinda bu mekanizma
etkili bir sekilde bitkiyi 151k hasarindan koruyabilir (Feng vd., 2002).

Kurak ortamdaki bir bitki yapragini kivirmak suretiyle kendisine iki sekilde yarar
saglayabilir. Birincisi, yaprak yiizeyine diisen yiiksek dozda giines 1s1gindan kaynaklanan
yaprak sicakligindaki artisin olusturacagi hasarlar, giines i1sinlarina maruz kalan yaprak
alan1 azaltilarak en aza indirilebilir (Begg, 1980). Ikincisi, yaprak kivrilmasi ile hem
transpirasyon azaltilir hem de yapragin i¢ ylizeyinde kalan bolgede daha fazla nem ve
bdylece strese karsi direng olusur. Bu sayede c¢ok kisitli olan su, bitki tarafindan daha etkili
bir sekilde kullanilir (Matthews vd., 1990).

Yaprak kivrilmasi bitkinin su kaybinmi azaltarak senesensin gecikmesine etki etmesi
bakimindan da 6nemlidir (Richards vd., 2002). Su stresi sirasinda yaprak senesensi yerine
yaprak kivrilmasmin baslamasi bitkinin fotosentezi iyilestirmesine veya azami olarak
artirmasina da olanak saglar (Knap, 1985). Ornegin, Andropogon gerardii, stres esnasinda
su kayb1 oranini yavaglatmak i¢in yapraklarmi kivirarak fotosentezi aktif olarak devam
ettirir ve boylece kisa siireli kurakliga dayanabilir (Richards vd., 2002). Bununla beraber,

yaprak kivrilmasinin fotosentez {lizerine etkisi tam olarak a¢ik degildir (Terzi, 2005).

1.5. Bitkilerde Kuraklik Stresinin Etkileri

1.5.1. Mekanik Etki

Bitki hiicrelerinden belirgin bir su kaybi1 gerceklestigi zaman bitkide turgor azalmasiyla
kendini gosteren birincil strestir (Lewitt, 1980). Plazma membraninin yapist hiicredeki sulu
ortamin bir sonucudur; bu yapt membrandaki hidrofobik fosfolipid kuyruklarin su
tarafindan itilmesiyle olusur (sivi-kat1 faz). Hiicreden su kaybiyla beraber, membran yapist
degisiklige ugrar; fosfolipidlerin hidrofilik bas kisimlar1 birbirine yaklasir ve membranlar
kompakt bir goriintii alir (Jel faz1). Bu yeni yapida membran lipidleri sivi-kat1 fazinda
oldugundan daha az kinetik enerji ile lateral ve rotasyonal harekete sahiptir. Su kaybina

bagli olarak hiicre hacmi de azalir ve plazma membrani hiicre ceperinden ayrilarak



plazmodesmalar araciligiyla iligkisini slirdiiriir. Gerilim altindaki plazma membrani ve
tonoplastta gergeklesen ¢okme, yirtilmalara yol acabilir (McKersie ve Lehsem, 1994) ve
bu durum, zarlar iizerinde yerlesmis olan hidrolitik enzimlerin serbest kalmasi ve
dolayistyla sitoplazmanin otolizi ile sonuglanabilir (Salisbury ve Ross, 1992) Bu etki,

normal hiicresel metabolizmay1 genelde kalici olarak bozar.

1.5.2. Metabolik Etki

Hiicre igeriginin biiyiik bir kismini olusturmasi, tasiyict olmasi, hiicresel reaksiyonlar
ve islevler icin ¢oziicli rolii oynamasi gibi fonksiyonel Ozelliklerinden dolay1 suyun,
hiicreden kayb1 durumunda, normal regiilasyon devam edemez ve metabolizma bozulur.
Su kaybina bagli olarak gerceklesen iyon birikimi, membran biitiinliiglinlin proteinlerinin
yapisinin bozulmasina yol agarak hiicreye zarar verebilir. Su kayb1 sonucunda, proteinlerin
yapisinda bulunan hidrofobik ve hidrofilik aminoasitlerin su ile etkilesimleri bozulur
(Campbell, 1991) ve bu durum protein denatiirasyonlarina neden olur (Bray, 1997;
Kalefetoglu ve Ekmek¢i, 2005). Proteinlerin parcalanmasiyla dokularda aminoasitler
birikir ve enzim inhibisyonlari ortaya ¢ikar. En dnemlisi NH;3 gibi toksik bir bilesik ortaya
¢ikar. NHj; bitkide metabolik dengenin bozulmasina neden oldugu gibi suyun yukari dogru
tasinmasina da engel olarak iki yonlii zarar verir. Kuraklik stresi sirasinda hasar goren
diger yapilar DNA ve RNA gibi niikleik asitlerdir. Kessler (1961)’e gore kuraklik stresine
maruz kalmis olan bitkilerde RNAaz aktivitesi artmakta ve bu da enzimin bagh
durumundan serbest duruma ge¢mesinden kaynaklanmaktadir. Kuraklik stresi altinda
bitkilerde hormonal dengelerde de bir takim degisiklikler meydana gelir. ABA miktar
artarken, sitokininlerin, GA’nin ve IAA’nin miktarlar1 azalmaktadir (Cirak ve Esendal,

2006).

1.5.3. Oksidatif Etki

Bitkilerdeki oksidatif etki serbest radikallerin 6zellikle reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu igerir. Serbest radikaller eslesmemis elektron iceren molekiiller olup oldukca
reaktiftirler. Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dig

orbitallerindeki elektronlar sayesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron
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bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini arttirdigi icin, serbest radikaller kimyasal
aktifligi yiiksek molekiillerdir. Bu radikaller plazma membrani, mitokondri, ER
membranlarinda da olusabilir (McKersie ve Lehsem, 1994). Bununla birlikte, suyun kisitlt
oldugu durumlarda, bitki daha fazla su kaybetmemek i¢in, genellikle stomalarini kapatir.
Bu durum da fotosentezle fiksasyon igin gerekli CO,’nin aliminin kisitlanmasina neden
olur ve boylece kuantum verimi azalir. Béylece fotosentezdeki elektron akseptorii NADP"
kisitli hale gelir ve ferrodoksin NADP yerine oksijeni rediikler ve PS I’in elektronlar
Oy’ye transferi sonucunda reaktif siiperoksit radikali (O,""), liretilir (Mehler reaksiyonu)
(Tambussi vd., 2000). Birgok tiirde kuraklik stresi altinda artan siiperoksit tiretim hiz1 lipid
peroksidasyonuna, yag asidi doygunluguna ve sonug olarak membranlarin biitiiniiyle zarar
gormesine neden olur (Sgherri vd., 1996). Siiperoksit tek bagina ¢ok fazla reaktif olmayip,
H,0, ve “OH radikallerini olusturmak suretiyle etkili olur (Halliwell ve Gutteridge, 1989).
Stiperoksit ve hidrojen peroksitin hidroksil radikalini olusturmak iizere tepkimesi sirasinda
(Haber-Weiss reaksiyonu), artan demir ya da bakir gibi diger gecis metalleri, bu
reaksiyonlart hizlandirmak suretiyle oksidatif hasar1 daha da artirabilir (Fenton reaksiyonu)
(Smirnoff, 1993). Serbest radikaller hem indirgen hem de yiikseltgen olarak bazen de her
iki etkiyi birlikte gostererek hiicre hasarina neden olurlar. Serbest radikallerin DNA,
hiicresel proteinler ve lipidler {izerinde de zararh etkileri vardir.

Serbest oksijen radikalleri genellikle hidroksil, peroksi, singlet oksijen, peroksinitrit ve
hidrojen peroksit radikallerinden olusur. Bu radikallerin yarilanma Omiirleri birka¢ mili

saniye ile dakikalar hatta saatler arasinda degisebilmektedir.

1.5.3.1. Serbest Radikaller

1.5.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O,"")

Stiperoksit radikali (O,""), oksijene bir elektronun aktarilmasiyla olusur. Bu reaksiyon
enzimatik olarak cesitli organellerde meydana gelebilir. Molekiiler oksijenin, oksidatif
fosforilasyon esnasinda NADPH-oksidaz veya ksantin-oksidaz gibi enzimlerin
katalizorliigiinde siiperoksit radikali meydana gelir. Siiperoksit radikalinin yarilanma 6mrii
hiicrelerin farkli yerlerinde bulunan siiperoksit dismutaz enziminin varligina baglhidir (Stahl

ve Sies, 2002). Ayrica indirgeyici molekiiler oksijene tek elektron verip kendileri
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oksitlenirken siiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller, katekolaminler,
ferrodoksinler gibi yiizlerce molekiil acrobik ortamda oksitlenirken siiperoksit olusumuna
neden olurlar. Cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere yiizlerce enzimin katalitik
etkisi sirasinda iriin olarak siiperoksit radikali olusabilir. Plazma membranlarinda da
stiperoksit lireten NAD(P)H oksidaz enziminin varlig1 belirlenmistir (Vionella ve Macri,
1991). Ayrica siiperoksit enzimatik olmayan reaksiyonlarla, 6rnegin kloroplast, mitokondri
ve plazma membranindaki elektron transport sisteminin yeterince diisiik redoks
potansiyeline sahip bilesenleri ve ferrodoksin tarafindan da iiretilebilir. Ayrica
kloroplastlarda PS I ve PS II tarafindan siiperoksitin iiretildigi kaydedilmistir (Elstner ve
Osswald, 1994). Siiperoksit radikali oldukg¢a reaktiftir ve lipidlerin yani sira diger
biyokimyasal bilesenlerin de oksidasyonuna sebep olur. Bu radikalin lipid peroksidasyonu,
membran hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek zincir kiriklariyla iligkisi oldugu
belirtilmistir (Fridovich, 1995). Ayrica siiperoksit radikali, hidrojen peroksitle reaksiyona
girerek ¢ok daha toksik bir molekiil olan hidroksil radikalini tretebilir. Haber-Weiss
reaksiyonu olarak bilinen bu reaksiyon demir ve bakir gibi metallerin katalizorliigiinde
oldukca hizli gergeklesir. Siiperoksit radikali, yliksek katalitik etkiye sahip siiperoksit
dismutaz (SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu azalir. SOD
tarafindan katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir (Halliwell,

1984).

1.5.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0O)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da
stiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur.
Siiperoksitin olustugu yerlerde onemli miktarda H,O,’de {iretilir. Fotosentetik elektron
transport zinciri HyO;’ nin {iretiminden sorumludur. H,O, nin tiretildigi bagka bir kaynak
fotorespirasyonla glikolatin oksidasyonunun meydana geldigi peroksizomlardir. Ayrica
biyokimyasal olarak oksijenin iki elektronlu indirgenmesinin gergeklestigi solunum
islemleri sirasinda ve genellikle flavoproteinlerle gerceklestirilen reaksiyonlarla da
olusturulur. Diger taraftan plazma membrani ve ekstrasellular matriks (ECM)’de H>O, nin
tiretildigi diger 6nemli kaynaklardir (Slesak vd., 2007). Yapisinda paylasilmamis elektron
icermediginden radikal 6zellik tasimaz. H,O;’nin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin

nedeni demir ve bakir gibi metal iyonlarin varliginda hidroksil radikalinin 6nciilii olarak
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davranmasidir. H,O, 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye
girerek yiiksek oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Bu formdaki
demir ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu
gibi radikal tepkimeleri baslatabilir. Oksitleyici 6zelligi nedeniyle biyolojik sistemlerde
olusan H,O,’nin ortamdan uzaklastirilmas:t gerekir. Bu gorevi hiicrelerdeki Onemli

antioksidan enzimler olan katalaz ve peroksidaz yerine getirir (Halliwell, 1984).

1.5.3.1.3. Hidroksil Radikali "OH)

Hidroksil radikali, en aktif ve en toksik oksijen radikali olup iiretildigi her yerde bir¢ok
molekiil ile reaksiyon verir. Hidroksil radikali, iyonlastirict radyasyonun (x-isinlari)
etkisiyle su molekiillerinin homolitik kirilmasi sonucunda olustugu gibi hidrojen peroksit
molekiiliiniin metaller ile reaksiyonu sonucunda eksik indirgenmesi ile de olusabilir (Stahl
ve Sies, 2002). Biyolojik sistemlerin tanidig1 en reaktif tiir olan “OH, su dahil rastladig1 her
molekiille tepkimeye girebilir. Biitiin bu tepkimeler *OH’1n paylasilmamis elektron iceren
dis orbitaline elektron alma ilgisinden kaynaklanir (Halliwell, 1984).

Hidroksil radikalinin sebep oldugu en o6nemli hasar, lipid peroksidasyonu olarak
bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur. *OH’in baslica hedefi yag asitleri olup zar
lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozar ve gecirgenligini artirip hiicre dliimiine

sebep olabilir (Nishiyama vd., 1998).

1.5.3.1.4. Singlet Oksijen ('0)

Singlet oksijen, molekiiler oksijenin yiiksek enerji ile uyarilmis formu olup biyolojik
sistemlerde fotosentez reaksiyonlari sirasinda olusur. Bitkilerde 'O,’nin baslica kaynag:
fotosentetik elektron transport sistemindeki klorofil pigmentleridir (Foyer vd., 1997).
Ayrica singlet oksijen ¢ok ¢esitli yollarla kimyasal veya fotokimyasal olarak da iiretilebilir.
Oksijenin bu formunun reaktivitesi ok yiiksektir. Singlet oksijenin yarilanma émrii 10 ile
10~ saniye arasinda olup karbon-karbon baglar ile tepkimeye girme egilimi yiiksektir

(Stahl ve Sies, 2002).
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1.1.6. Antioksidan Sistem

Antioksidan terimi, zararli bir forma donligmeksizin Reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ni
temizleyebilen bilesikler i¢in kullanilmaktadir. Bitki dokular: stres kosullarinda hiicreleri
ROS etkisinden korumak ig¢in, bazi enzimler (siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
rediiktaz, peroksidazlar) ve diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar (glutatyon, askorbat,
karotenoidler, tokoferoller) ihtiva ederler. Antioksidan enzimler koordineli bir sekilde
ROS’lar1 temizlerler veya onlar1 daha az toksik olan bilesiklere metabolize ederler. Bitkiler
apoplastik bosluk dahil biitiin hiicre alt yapilarinda antioksidan sisteme sahiptirler.
Kuraklik stresine maruz kalan bitkiler antioksidan savunma sistemlerinin bazilarinin ya da
tamaminin aktivasyonu ile oksidatif stresin tistesinden gelebilirler (Srivalli vd., 2003; Jung,

2004; Ramachandra vd., 2004; Pinheiro vd., 2004).

1.5.3.2. Antioksidan Enzimler
1.5.3.2.1. Peroksidaz (POD)

Peroksidazlar (POD, EC 1.11.1.17) bitkilerde yaygin olarak bulunan ve hem grubu
ihtiva eden oksidaz grubu enzimlerdir. POD’lar ¢oklu molekiiler formlara ve genis bir
hiicre alti dagilimina sahiptirler. Bitki hiicrelerinde POD esas olarak, hiicre ¢eperinde,
vakuollerde, membrana bagli ribozomlarda ve bitki dokularinin ekstrasellular alanlarinda
bulunurlar. Hiicre ¢eperine bagl olan peroksidazlar ¢dziinebilir, iyonik bagl ve kovalent
bagl formlarda mevcutturlar. Peroksidazlarin bir¢cok fizyolojik olayla iligkili oldugu ve
metabolizmada aktif bir rol oynadigi belirlenmistir. Bitki hiicrelerindeki ¢eperin uzama
kabiliyeti, lignin biyosentezi ve oksin katabolizmasiyla iligkisinin olmasinin yani sira en
onemli fonksiyonu H,O,’ nin parcalanmasini katalizleyerek antioksidan savunma sistemine

katki saglamalaridir.

H0, + AH, —29P 5 2 H,0+A (1)

Stres altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Gaspar vd.,
1991). Ornegin Arabidopsis bitkisinde yapilan bir calismada kuraklik stresine maruz
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birakilan bitkilerde peroksidaz aktivitesinin artti1 belirlenmistir. Peroksidaz aktivitesi, dis
kaynakli sinyallere ve zor cevre kosullarina cevap olarak hizli bir sekilde degisebilir.
Peroksidazlar hidrojen vericisi olarak birgok organik ve inorganik substrati kullanarak
H,0’yi temizlerler ve H vericisi olarak kullandiklar1 substrata gore isimlendirilirler.
Guaiakol peroksidazlar guaiakole olan yiiksek spesifikliklerine ragmen bagka birgok
substrat1 elektron vericisi olarak kullanabilirler. Kuraklik stresi kosullarinda musir
bitkisinde yapilan bir ¢alismada guaiakol peroksidaz aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir
(Zhang vd., 1995). Benzer sekilde orta siddette kuraklik stresine maruz birakilan celtik
bitkisinde guaiakol peroksidaz aktivitesinin kontrole gore arttigi, fakat agir kuraklik

kosularinda aktivitenin azaldig1 belirlenmistir (Sharma ve Dubey, 2005).

1.5.3.2.2. Askorbat Peroksidaz (APX)

Hidrojen peroksiti pargalarken substrat olarak askorbati kullanan enzimler askorbat
peroksidazlar (APX, EC 1.11.1.11) olarak adlandirilirlar. APX’in bitki hiicrelerinin
sitoplazma ve kloroplastlarindaki  HO;’nin  temizlenmesinde etkili  olduklar
diisiiniilmektedir (Dalton vd., 1987; Asada, 1992). Bu enzimin kloroplastlarda tilakoid
membrana bagli ve stromada bulunan formlar1 vardir (Chen ve Asada, 1989; Miyake ve
Asada, 1992). Bu formlar elektron verici olarak askorbat i¢in spesifik olup, askorbatin
yoklugunda asir1 derecede kararsizdirlar (Miyake ve Asada, 1996). Sitoplazmada bulunan
askorbat peroksidazlar, kloroplastakine benzer ancak askorbat yoklugunda daha fazla
kararli olup askorbattan baska elektron vericilerini de kullanabilir. Son yillarda yapilan
caligmalar askorbat peroksidazin bazi bitki tiirlerinin apoplastik alanlarinda var oldugunu
gostermistir (Castillo ve Greppin, 1986; Ranieri vd., 1996; Vanacker vd., 1998a). Su
stresine maruz kalan duyarli bugday cesitlerinde askorbat peroksidaz aktivitesinin
uyarildigi, toleransh bugdayda ise sadece yliksek stres yogunlugunda arttig1 kaydedilmistir
(Sgherri vd., 2000). Benzer sekilde orta siddetli su stresine maruz birakilan g¢eltik
bitkisinde artan askorbat peroksidaz aktivitesinin H,O, nin detoksifikasyonunda anahtar
bir rol oynadig1 kaydedilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Askorbat peroksidazlar yaygin
sekilde ¢alisilan guaiakol peroksidazlara benzemesine ragmen H' vericisi olarak askorbata
olan yiiksek spesifikliklerinden dolay1 aralarinda farkliliklar vardir (Nakano ve Asada,

1987).
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1.5.3.2.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

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

temizlenebilir.

20, +20" 390, 1,0,+0, 2)

SOD biitiin aerobik organizmalarda ve aktiflesmis oksijen lireten biitiin hiicre alt
yapilarinda bulundugu i¢in oksidatif strese karsi savunmada merkezi bir roliiniin oldugu
diistiniilmektedir (Bowler vd. 1992). Ayrica SOD’un bazi bitki tiirlerinin apoplastik
alanlarinda da var oldugu rapor edilmistir (Vanacker vd., 1998b; Lyons vd., 1999).
SOD’un ii¢ farkli izoenzimi vardir. Bunlar bakir/¢inko (Cu/ZnSOD), mangan (MnSOD) ve
demir (FeSOD) izoenzimleri olup KCN ve H;0;’ye duyarhiliklarina baglh olarak
belirlenirler ve hiicre alt yapilarindaki dagilimlar1 farklidir. MnSOD her iki inhibitore
direngli olup prokaryotik organizmalar ve Okaryotik hiicrelerin mitokondrisinde,
Cu/ZnSOD her iki inhibitdre duyarli olup yiiksek bitkilerin hem sitoplazma hem de
kloroplastlarinda (Scandalios, 1993), FeSOD ise, KCN’ye direncli, H,O,’ye duyarl olup,
prokaryotik organizmalarda ve bazi bitki tiirlerinin kloroplastlarinda bulunabilirler (Bowler

vd., 1992).

SOD aktivitesinin su stresine cevab tiirlere ve kuraklik siiresine bagl olarak degistigi
(Fu ve Huang, 2001) ve bu degisimlerin oksidatif strese direnglilikle baglantisi oldugu
rapor edilmistir (Foyer vd. 1994). Yapilan ¢alismalarda kuraklik stresi esnasinda bazi bitki
tirlerinde SOD aktivitesinin arttig1, ayg¢igegi (Helianthus annuus) ve yonca (Trifolium sp.)

bitkilerinde ise belirgin bir degisimin olmadigi rapor edilmistir (Irigoyen vd., 1992;
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Smirnoff, 1993). Baz1 ¢alismalarda ise SOD aktivitesinde tek basina meydana gelen
artiglarin reaktif oksijen tiirlerine kars1 yeterli koruma saglayamayacagi ve oksidatif stresi
tek basina engelleyemeyecegi ileri siiriilmiistiir (Pitcher vd., 1991). Diger taraftan SOD’un
hiicre membran proteinleriyle iligkisi oldugu diisiiniilmektedir (Ogawa vd., 1997). Ozona
maruz birakilan bugday bitkisinde yapilan bir ¢alismada SOD aktivitesindeki artigin hiicre

¢eperinin yapisinda degisime neden olabilecegi rapor edilmistir (Padu vd., 1999).

1.5.3.2.4. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), tabiatta ¢cok yaygin dagilim gostermektedir. Bu enzim,
aerobik mikroorganizmalarin hepsinde, omurgalilarda, omurgasizlarda, bitkilerde ve
mantarlarda  bulunmaktadir  (Bergmeyer ve Grabl, 1983). Katalaz yiiksek
konsantrasyonlardaki H>O,’ nin iki elektronunu kullanarak su ve oksijene indirgenmesini
katalizleyen tetramerik demir porfirin iceren yiiksek molekiil agirligina sahip bir enzimdir.
Ayn1 zamanda katalaz, diisiik H,O, konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol igeren
indirgenmis substratlar1 kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere ve Ferrari-

Iliou, 1999). Katalazin gorev aldig1 genel bir reaksiyon asagida gosterilmistir.

2H,0, —AT, 2H,0+0, 3)

Katalaz kararli bir enzim degildir. Yiiksek 151k yogunlugu ve stresli bitki hiicrelerinde
olusan H,O, nin yiiksek konsantrasyonlartyla inhibe edilebilir (Feierabend vd., 1992; Streb
vd., 1993). Siyanid, azid, siiperoksit ve indirgenmis glutatyon tarafindan da katalaz
aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmistir (Fridovich, 1986). Ayrica H>O,’ye olan zayif
affinitesi bu enzimin etkinligini kisitlamaktadir (Foyer vd., 1994). Katalazin biiyiik bir
kismi, peroksizomlarda ¢ok az miktarda da mitokondri matriksinde bulunur. Son yillarda
yapilan c¢aligmalar bazi bitki tiirlerinin apoplastik alanlarinda da katalaz aktivitesinin
oldugunu gostermistir (Edwards vd., 1990; Vanacker vd., 1998b). Katalazin bitki
dokusunda H,O,’in uzaklagtirilmasinda 6nemli rol oynadigi diistiniilmektedir (Patykowski
ve Urbanek, 2003). Katalazin temel fonksiyonu, molekiiler oksijen mevcudiyetinde

H,0,’in ve ROOH gibi bir peroksitin radikalligini gidererek o6zellikle membranlarda
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olusturabilecekleri geri donilistimsiiz hasarlar1 engellemektir (Chaudiere ve Ferrari-Ilioui,

1999).

1.5.3.2.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) elektron verici olarak NADPH’1 kullanan
oksitlenmis glutatyonun (GSSG), indirgenmesini (GSH) katalizleyen bir enzimdir (Scruton

vd., 1990; Creissen vd., 1994).

GSSG + NADPH + H" —SR 5 2 GSH + NADP" (4)

GR’nin hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda bulundugu belirlenmis olup (Creissen
vd., 1994) ilk defa eritrositlerde ve mayalarda tespit edilmistir (Meldrum ve Tarr, 1935).
GR hem gimnospermler hem de angiospermlerin dahil oldugu birgok bitkide calisilmigtir
(Creissen vd., 1994). GSH’1n antioksidan 6zelliginden dolay1, glutatyon rediiktaz hiicrenin
antioksidan kapasitesinin devamliligi i¢in 6nemlidir (Meister, 1983; Creissen vd., 1994).
GR, bitkilerin kuraklik, yiiksek oksijen basinci ve hava kirleticileri tarafindan tretilen
oksidatif stresin olumsuz etkilerinin diizeltilmesine ve strese karsi diren¢ saglanmasina
katkida bulunur (Sairam vd., 1997). GR diger enzimlerle birlikte H,O;’nin
temizlenmesinde de gorev alir. Hayvanlarda substrat olarak GSH’1 kullanan glutatyon
peroksidazla birlikte GR, H,O,’in temizlenmesine katilir (Schirmer vd., 1989). Glutatyon
peroksidaz H,O,’yi temizlerken substrat olarak GSH’1 kullanir ve reaksiyon sonucu GSSG
olusur. Olusan GSSG, GR enzimiyle tekrardan GSH’a indirgenir ve bdylece glutatyon
peroksidaz enziminin substrati yeniden olusur. GR’nin benzer bir fonksiyonu bitkilerde
mevcuttur. Oksitlenmis askorbik asiti (dehdroaskorbat) tekrardan askorbik asite indirgeyen
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) enzimi de GSH’1 kullanmakta ve reaksiyon sonucu
GSSG olugmaktadir. Ayrica GR enzimi GSSG’yi GSH’a indirgerken, NADPH1
kullanmakta ve boylece CO, fiksasyonu azaldig1 zamanlarda, NADPH/NADP" oranmin
ayarlanmasina yardimci olmaktadir. Bu nedenle GR tarafindan GSSG’nin GSH’a
indirgenmesi, oksidan temizlenmesinde biiyiik bir adim olarak kabul edilmekte (Creissen
vd., 1996) ve oksidatif strese karst korunmada GR’nin 6nemli bir enzim oldugu

diisiiniilmektedir (Aono vd., 1995). Nitekim, yapilan ¢esitli ¢alismalarda oksidatif stres
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durumunda bu enzim aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir (Mehlhorn vd., 1987; Pastori ve

Trippi, 1992; Edwards vd., 1994).

1.5.3.2.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR)

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

MDHAR, NAD(P)H araciligiyla monodehidroaskorbatin (MDHA) askorbata

indirgenmesini katalizler (Hossain ve Asada, 1984).

2 MDA + NAD(P)H —MDHAR . 5 ASC + NAD(P)" (5)

MDHAR, dogada genis yayilim gostermekle beraber, bir¢ok bitkide, hayvanda, mantar,
alg ve tek hiicreli canlilarda bulunmustur (Arrigoni vd., 1981; Hossain ve Asada, 1984).
Bitkilerde kloroplastlarda (Hossain vd., 1984), glioksizomlarda (Bowditch ve Donaldson,
1990), peroksizomlarda (Jimenez vd., 1997), mitokondri ve sitosolde (Yamanuchi vd.,
1984) bulundugu belirlenmistir. Kloroplastlardaki MDHAR, stromaya yerlesik olarak
bulunur ve yapisi tilakoid membrana bagli APX’e ¢ok benzerlik gosterir.

ROS’lar1 temizlemede ASC’nin antioksidan aktivitesinin siirmesi i¢in MDHA’dan
ASC’nin olusumu 6nemlidir. MDHA ya kendiliginden ya da NAD(P)H’1 indirgeyici ajan
olarak MDHAR tarafindan askorbata indirgenir. Bircok enzim MDHA tarafindan inaktive
edilir. Bu ylizden hiicrelerde MDA radikalinin diisiik konsantrasyonlarda tutulmasi
gereklidir. MDHAR, ASC iiretmek i¢cin MDA’ ’nin indirgenmesini katalizleme kapasitesine
sahip olan tek enzimdir.

MDHAR’in ROS’lar1 temizlemedeki anahtar roliine ek olarak, bitki hiicrelerinin

uzamast ve hiicre boliinmesinde, tohum c¢imlenmesinde rol oynadigir rapor edilmistir
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(Cakmak vd., 1993; Arrigoni, 1994). Su stresi altindaki bitkilerde MDHAR sentezinin
artmasi, oksidatif stresin etkisini azaltmak icin bitkinin gosterdigi temel cevaplardan
biridir. Ornegin, yapilan galismalarda kuraklik stresi esnasinda celtik bitkisinde MDHAR
aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Benzer sekilde kuraklik
kosullarinda bezelye (Pisum sativum) yapraklarinin mitokondri ve peroksizomlarinda

MDHAR aktivitesinin olduk¢a yiiksek oldugu rapor edilmistir (Jimenez vd., 1997).

1.5.3.2.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR)

Dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR, EC 1.8.5.1), ilk kez 1934’te tanimlanmasina
ragmen yapisi tam olarak aydimnlatilamamistir. Pfankuch tarafindan bir tiyol (sistein)
aracilifiyla DHA’nin katalitik olarak indirgendigi belirlenmis olup, 1941°de Crook,
bitkilerde GSH bagli DHAR’1 karakterize etmistir (Youn, 2000).

DHAR, biitiin canlilarda bulunan, tek bir polipeptid zincirinden olusmus bir tiyol
enzim olup, glutatyon (GSH) araciligiyla dehidroaskorbatin (DHA) askorbata (ASC)
indirgenmesini katalizler. Dehidroaskorbat, 6’dan biiyiik pH’larda kararsizdir ve tartarat ile
oksalata dontigebilir. Bu doniisimii 6nlemek i¢in dehidroaskorbat indirgeyici olarak
glutatyonu kullanan dehidroaskorbat rediiktaz tarafindan askorbata doniisiir ve bu
reaksiyon sonucu olusan GSSG, GR tarafindan tekrardan GSH’a indirgenir (Foyer ve

Halliwell, 1976).

Dehidroaskorbat + 2 GSH —PHAR . GSSG + askorbat (6)

DHAR’1in, MDHAR gibi oksidatif hasara karsi hiicreleri korumada 6nemli oldugu ve
cesitli cevresel streslere cevap olarak arttigi kaydedilmistir (Asada ve Takahashi, 1987,
Elstner, 1987; Salin, 1988). Diger taraftan, i¢sel askorbat ve onun okside {liriinleri olan
MDHA ve DHA’nin hiicre biiylimesi ve uzamasini etkiledigi rapor edilmistir (De Gara vd.,
1991; Lin ve Varner 1991; Takahama ve Oniki, 1994; Gonzalez-Reyes vd., 1994). Ayrica
DHAR’mm askorbatin redoks durumunu veya konsantrasyonunu kontrol etmesiyle bitki
hiicrelerinin biiylimesinde 6nemli bir rol oynadigi rapor edilmistir (Kato vd., 1997).

Bununla beraber bircok enzimin DHAR aktivitesine sahip oldugu diisliniilmektedir.
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Ornegin, tiyoltransferaz (glutaredoksin) ve protein disiilfit izomeraz (Wells vd., 1990)

enzimlerinde DHAR aktivitesinin varlig1 kanitlanmstir.

1.5.3.3. Antioksidan Bilesikler

1.5.3.3.1. Glutatyon

Glutatyon biitiin canli organizmalarda bulunan diisiikk molekiiler agirlikli tiyol ihtiva
eden bir bilesiktir. Tabiatta yaygin bir sekilde bulunan bu siilfiirli bilesik 1921 yilinda
Hopkins tarafindan kesfedilmis ve glutamil-sisteinden ibaret bir dipeptid oldugu
zannedilmistir. Ancak 1929 yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin tripeptid
oldugu anlagilmis ve 1935 yilinda d-L-glutamil-L-sisteinil-glisin (Glu- Cys- Gly) halinde
sentezlenmistir (Goziikara, 1997). GSH iki peptid bagi, iki karboksilik asit grubu, bir
amino grubu ve bir tiol grubundan olusmus bir molekiildiir.

GSH, hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek konsantrasyonlarda
bitkilerde 0Ozellikle yapraklarda ise milimolar konsantrasyonlarda bulunan genel bir
indirgeyicidir (Rennenberg ve Lamourex, 1990). Glutatyonun metabolizmada ve
metabolizmanin diizenlenmesinde o6nemli rolii oldugu belirlenmistir. GSH, DNA
sentezinde ve hasarli DNA parcalarinin onarilmasinda, metabolik fonksiyonlarin yerine
getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriilmesinde ve serbest radikallerin
olas1 hasarlarinin Onlenmesinde gorev yapmaktadir. Glutatyonun o6zellikle lignin ve
fitoaleksin biyosentezi ile baglantili savunucu gen iirlinlerinin miktarlarin1 yiikselttigi
belirlenmistir (Wingate vd., 1988). Glutatyonun bitki ve hayvan hiicrelerinde gerekli
oldugu ve bazi legumenlerin bir homolog tripeptid olan homoglutatyon (Glu-Cys-Ala)
ihtiva ettikleri tespit edilmistir (Klapheck, 1988).

GSH, bitki yapraklarinin hem sitoplazmasi hem de kloroplastlarinda enzimatik olarak
sentezlenir (Meister, 1988; Hausladen ve Alscher, 1993). Diger taraftan glutatyonun bitki
dokularinin apoplastik alanlarinda ya ¢ok az veya hi¢ bulunmadigi rapor edilmistir (Polle
vd., 1990; Vanacker vd., 1998b). GSH seviyesi doku yastyla birlikte azalir (Rennenberg ve
Lamourex, 1990) ve bitkinin bulundugu cevreye gore degisir. Ornegin 151kli ortamdaki
bitkilerin glutatyon miktar1 karanliktakinden daha yiiksektir. Ayrica mevsimlere ve tiirlere
gore de GSH igeriginin degistigi belirlenmistir (Schupp vd., 1992). Hiicre alt1 seviyede,

GSH konsantrasyonunun en yiiksek oldugu organel kloroplastlardir. Burada glutatyon
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miktarinin, ortalama olarak 1 ve 4 mM arasinda oldugu kaydedilmistir (Law vd., 1983).
Bununla beraber, sitoplazmada da 6nemli miktarda GSH’mn bulundugu belirlenmistir.
Glutatyon, daha ¢ok indirgenmis form olan GSH formunda bulunur.

GSH birgok farkli yolla antioksidan roliinii gerceklestirir ve GSH’in antioksidan
fonksiyonunda yapisinda bulunan sisteinin siilfidril grubu etkilidir. GSH’daki tiyol
grubunun oksitlenmesi olusan GSSG, antioksidan 6zelligini kaybeder. GSH, kimyasal
olarak singlet oksijen, siiperoksit, hidroksil radikalleri ile reaksiyona girer ve bdylece
direkt olarak serbest radikal temizleyicisi olarak gorev yapar (Foyer vd., 1994; Creissen
vd., 1996). Lipid peroksidasyon reaksiyonlariyla olusan agil peroksitlerini uzaklastirarak
membran yapisi1 kararli kilar (Price vd., 1990). Ayrica GSH, dehidroaskorbat
molekiiliiniin  dehidroaskorbat  rediiktaz  enzimi  katalizorliigiinde  indirgenmesi
reaksiyonuna katilmaktadir. Bu tepkime iyi bilinen bir antioksidan olan askorbatin
meydana gelmesini saglar (Zhao, 2001).

GSH’1n hiicre metabolizmasinda antioksidan 6zelliklerinden baska fonksiyonlar1 da
vardir. Bunlardan biri indirgenmis siilfiiriin depo ve tasinma sekli olarak rol oynamasidir
(May vd., 1998). Ornegin, GSH’1n yapraklardan kok gibi depo organlarina indirgenmis

stilfiirtin aktarilmasinda 6nemli bir rolii vardir (Rennenberg, 1982).

1.5.3.3.2. Askorbat (L-Askorbik Asit, C Vitamini)

Askorbat (ASC) yesil sebze ve meyvelerin besin degerine katki saglayan en iyi
karakterize edilmis bilesiklerden biri olup, insan beslenmesinde 6nemli oldugu kadar bitki
dokularinda da bol miktarda bulunur. Son yillarda askorbatin bitki biiylime ve gelismesi ve
cevresel stres olaylarinda da 6nemli role sahip oldugu gosterilmistir (Foyer, 1993; Conklin,
2001). Ayrica bitkilerde oksidatif hasara karsi1 korunmada da 6nemli bir role sahiptir ve
stiperoksit, singlet oksijen ve H,O, gibi radikalleri temizleme ozelligi vardir. Bunun
yaninda bitki hiicre ¢eperi bilesenlerinden hidroksiprolin bakimindan zengin proteinlerin
sentezinde gorev alir. Askorbat Ozellikle kloroplastlarda fotosentez boyunca iiretilen
ROS’lar1  temizleyerek, kloroplastin oksitleyici ortaminda fotosentezin karbon
asimilasyonu fonksiyonunun korunmasini saglar. Kloroplastlarda tiretilen siiperoksit ve
hidrojen peroksitin temizlenmesi askorbat peroksidaz ve stromal ve tilakoid bagh

siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenir. Askorbatin siliperoksitle olan reaksiyonunda
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SOD’un roliine benzer fonksiyonu vardir. Diger taraftan hidrojen peroksitle olan

reaksiyonu askorbat peroksidaz tarafindan katalizlenir.

2 0,"+2 H' + askorbat —— 2 H,0, + dehidroaskorbat (7)
H,0, + 2 askorbat —— 2 H,O + 2 monodehidroaskorbat (8)
H,0, + askorbat —— 2 H,O + dehidroaskorbat 9)

Bu reaksiyonlar sonucunda askorbat dehidroaskorbat ve monodehidroaskorbata
oksitlenir. ROS temizleme sisteminin fonksiyonunun devami ig¢in askorbatin okside
formlarinin indirgenmesi gerekir. Olusan bu iiriinlerden monodehidroaskorbat (MDHA)
monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) (Hossain ve Asada, 1984), dehidroaskorbat ise
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) tarafindan askorbata indirgenir ve olusan GSSG, GR
tarafindan tekrar GSH’a indirgenir (Foyer ve Halliwell, 1976).

Monodehidroaskorbat + NAD(P)H — askorbat + NAD(P) (10)

2 GSH + dehidroaskorbat — 2 GSSG + askorbat (11)

Bu reaksiyonlarin gerceklesebilmesi i¢in gerekli olan enzimler araciligiyla oksitlenmis
askorbat iirlinlerinden (DHA ve MDHA) indirgenmis askorbat (ASC) iiretilmektedir.
AA
H;0, G556 NADPH

APX MDHAR! DHAR GR

DHA

Sekil 2. Askorbat-glutatyon siklusu (Asada-Halliwell yolu), May vd. 1998.
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Askorbat-glutatyon siklusu veya Asada-Halliwell yolu olarak adlandirilan sistem (Sekil
2) enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri kullanarak ROS’larin toksikligine karsi
koyar (Foyer ve Halliwell, 1976; Nakano ve Asada, 1981). Bu sistemin en Onemli
ozelliklerinden biri H,O, inaktivasyonundan karbon fiksasyonu enzimlerini korumasidir.
Bu o6zelliginin yan1 sira NADPH/NADP' oranmi diisiirerek elektronlarin PS I’den
molekiiler oksijene verilme potansiyelini azaltir ve ROS olusumunu onler. Ayrica bu
sistem bitkileri oksijenin toksikliginden korumak i¢in gereklidir.

Askorbat suda ¢ozlinebilir antioksidan bir bilesik oldugu i¢in aktiflesmis oksijenle sulu
fazda bulunan diger bilesenlerden daha kolay reaksiyona girer ve oksidatif hasardan
makromolekiilleri korur. Askorbat sadece biiylik bir antioksidan bilesik olarak fonksiyon
gérmeyip ayni zamanda o-tokoferol ve karotenoid gibi membrana bagli antioksidanlari
indirgenmis formuna doniistiiriir (Horemans vd., 2000).

Askorbat cogu bitki dokularinda milimolar konsantrasyonlarda bulunmaktadir ve
askorbat igerigi cevresel faktorlerin yani sira bitki dokusuna ve bitkilerin fizyolojik
durumuna bagli olarak degiskenlik gostermektedir (Loewus, 1988; Smirnoff, 1996)
Fotosentetik dokular, meyveler ve diger depo organlar1 yliksek askorbat konsantrasyonuna
sahiptirler (Loewus ve Loewus, 1987). Askorbat, genellikle gen¢ dokularda yasli olanlara
kiyasla daha yiliksek konsantrasyonlarda bulunur ve daha ¢ok meristem gibi biiyliyen
dokularda birikir (Luwe vd., 1993; De Gara ve Tommasi, 1999). Ayrica askorbatin 6nemli
miktarda apoplast (Vanacker vd., 1998a; 1998b), sitosol ve vakuollerde (Rautenkranz vd.,
1994) bulundugu rapor edilmistir.

1.6. Polifenol Oksidaz (PPO)

Polifenol oksidaz (PPO, EC 1.14.18.1), yapisinda prostetik grup olarak bakir (Cu™)
bulunduran oksidorediiktaz grubu enzimlerden birisidir. PPO, o0-monofenollerin 0-
difenollere (kresolaz aktivitesi) ve o0O-difenollerin 0-kinonlara (katekolaz aktivitesi)
oksidasyonunu katalizler. PPO birden fazla substrata etki ettigi i¢in bir enzim grubunun
ortak adidir. Ornegin, monofenollerden tirosine etki edene tirosinaz, difenollerden dopa,
katekol ve kafeik asite etki edenlere de dopa oksidaz, katekol oksidaz ve kafeik asit
oksidaz ad1 verilir (Vamos-Vigyazo, 1981). PPO aktivitesi, bitki tiiriine veya c¢esidine bagh
olarak farklilik gosterir. Genellikle tiim bitkilerde mevcut olmakla birlikte 6zellikle

mantarlarda, patates yumrularinda ve meyvelerde bol miktarda bulunur (Kocagaliskan,
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1986). PPO’nun bitki hiicrelerindeki konumu degisebilir. Bitkilerde sitosolde ve
plastidlerde lokalize olmalarina ragmen, fenolik substratlar1 (katekol gibi) vakuolde
bulunur. PPO enzimatik esmerlesmeye neden olmaktadir. Bu tiirden bir islemin meydana
gelebilmesi i¢in ortamda enzim, enzime bagli bakir iyonlari, fenolik substrat ve oksijen
bulunmalidir. Oksijen varliginda, fenollerin 0-kinonlara enzimatik oksidasyonundan dolay1
hizli bir sekilde meydana gelir.

PPO’nun bitkilerdeki en onemli fonksiyonu, hastaliklara karsi koruma ve fenolleri
kinonlara okside ederek bitkilerin proteinlerini ve besinsel degerlerini kisitlamasiyla bitki
yiyen boceklere kargi savunmada rol oynamasidir. Bitkilerde PPO’nun kloroplastlarda
bulunmasi bu enzimin fotosentez olayi ile iligkili olabilecegini ve fotosentetik dokularda
radikal oksijen temizleyicisi olarak rol oynayabilecegini gostermistir (Marbach ve Mayer,
1975; Mayer, 1987). Ayrica PPO’nun diger antioksidan enzimler (SOD, POD, APX ve
CAT) gibi bitkilerde ¢esitli stres sartlarina karsi direng ve dayaniklilik 6zelligi kazandirdigi
rapor edilmistir (Sofo vd., 2005; Fazeli vd., 2007). Ornegin kisa dayanikli bitki dokular,

dayaniksiz olanlara nazaran daha fazla PPO aktivitesine sahiptirler (Markeis, 1974).

1.7. NAD(P)H Oksidaz

Bitkilerde ekstrasellular ROS’larin {iretimi apoplastta veya plazma membraninda
yerlesik olan enzim aktiviteleri aracilifiyla olur. Peroksidazlar, lipoksigenazlar ve
NAD(P)H oksidazlar gibi farkli siniflardan olusan enzimlerin bu olaya katki sagladigi
diistiniilir (Baker ve Orlandi, 1995). NAD(P)H oksidaz (NADPH:dioksijen
oksidorediiktaz, EC 1.6.3.1), plazma membranina bagl bir enzim olup hiicre dis1 boslukta
aktif olan siiperoksit radikallerini iiretir (Bolwell vd., 1998). Bilindigi gibi siiperoksit
radikalleri siiperoksit dismutaz enzimi araciligiyla H,0O,’ye donistiiriiliir. Boylece
NAD(P)H oksidaz enzimi hiicreler arasi boslukta dolayli olarak H,O, artisina ve hiicre
ceperi lignifikasyonuna katki saglar. Ayrica NAD(P)H oksidaz aktivitesi apoplastin
alkalizasyonuna da neden olur ve bu durum SOD gibi belli apoplastik enzimlerin katalizi
icin gerekli olan optimal sartlar1 saglar. NAD(P)H oksidazlarin patojen saldirilarina
hassasiyet, programlagmis hiicre 6liimii ve ksilem kalinlagmasi gibi olaylarda énemli rol
oynayabilecegi rapor edilmistir (Levine vd., 1994; Mehdy vd., 1996; Barcelo, 1998).
NAD(P)H oksidazlar bitkiler disinda hayvan plazma membraninda da bulunmaktadir
(Berczi ve Moller, 2000).
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1.8. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G-6-PDH)

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PDH, EC 1.1.1.49) pentoz fosfat metabolik
yolunun ilk ve kontrol enzimidir (Mehta vd., 2000). Spesifik olarak NADPnin koenzim
olarak kullanildig1 reaksiyonlar1 katalizler. Pentoz fosfat yolu oksidatif ve monooksidatif
olmak iizere iki kisma ayrilir. Hiicrede RNA, DNA ve niikleotid sentezi i¢in gerekli riboz-
5-fosfat ve rediiktif biyosentezlerde indirgeyici giic olan NADPH’lar1 sentezlemek icin
baslica iki fonksiyonu vardir (Krebs ve Eggleston, 1978). Ayrica, aromatik aminoasit ve
vitamin sentezinde gerekli eritroz-4-fosfat, bakteri hiicre ¢eperinin bir bileseni
sedoheptuloz-7-fosfat gibi fosforile karbohidratlarin sentezinde rol alir (Wood, 1986).
Pentoz fosfat metabolik yolu ve diger sentez yollar1 ile baglantisi vardir (Tandogan, 2004).
Azalmis G-6-PDH aktivitesi hiicre icinde olusan serbest radikallerin ve peroksitlerin
detoksifikasyonu i¢in gerekli olan NADP olusumunu bozar. NADPH ise normal hiicrelerde
ara metabolizma ve oksidatif hasara karsi korunmada gorevlidir.

G-6-PDH c¢ogunlukla sitoplazmada ayrica peroksizom, endoplazmik retikulum,
lizozom, kloroplast ve mitokondri gibi cesitli organellerde de bulunmaktadir (Zaheer vd.,
1967; Antonenkov, 1989). Birgok mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunan

enzim asagidaki tepkimeyi katalizler (Scott, 1975).

Glukoz-6-fosfat + NAD(P)" —S6PDH 6 gosfoglukono-8-lakton + NAD(PYH + H' (12)
G-6-PDH ile katalizlenen reaksiyon termodinamik agidan geri doniisiimlii olmasina
ragmen, D-G-6-P oksidasyonunun iiriinii olan D-glukonolaktonun hizli bir sekilde

hidroliziyle geri doniisiimsiiz hale gelmektedir. Bu hidroliz pH bagimhdir, pH 6,4 ve
28°C’de laktonun yar1 6mrii 24 dakika, pH 7,4’te ise yaklasik 1,5 dakikadir (Levy, 1979).

1.9. Kuraklik Stresinin Etkili Oldugu Baz1 Bitkisel Faktorler
1.9.1. Yaprak Su Potansiyeli

Yaprak su potansiyelinin bitkilerin su stresine cevabini 6lgmek i¢in iyi bir parametre

oldugu disiiniiliir. Singh vd. (1990), kuraklik stresi boyunca bugday genotipleri arasinda
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yaprak su potansiyel degerlerinde énemli farkliliklarin oldugunu gostermistir. Stresle ilgili
caligmalarda yaprak su potansiyelinin 6lgiilmesi énemlidir. Padurariu vd. (1969)’ye gore
biliylime periyodundaki misir bitkisinde yaprak su potansiyelinin -0,6 ile -0,7 MPa’dan
diisiik olmamas1 gerektigi ileri siiriilmiistiir. Sekerpancarinda ise bu deger -0,5 MPa olarak
kaydedilmistir. Yaprak su potansiyeline en fazla etki eden olaylardan biri transpirasyondur.
O’Toole vd. (1977) fasiilye (Phaseolus vulgaris) bitkisiyle yaptiklari ¢alismada yaprak su
potansiyeli -0,3 MPa oldugunda CO, aliminin ve transpirasyon oraninin yiiksek oldugunu
kaydetmislerdir. Yaprak su potansiyeli -0,9 MPa kadar diisiik bir degere ulastiginda ise
CO; absorbsiyonunun ve transpirasyonun hemen hemen inhibe edildigini rapor etmislerdir.
Yaprak su potansiyeli yaprak kivrilmasi ile de yakindan iligkilidir (Dingkuhn vd., 1999).
Yaprak kivrilmasmin misirda yaprak su potansiyeli, celtik bitkisinde yaprak sicakligi ve
yaprak osmotik potansiyeli ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Ekanayake vd., 1993).
Yaprak kivrilmasinin artmasi diisiik yaprak su potansiyeline isaret eder. Misir bitkisinin
yaprak su potansiyeli -0,48 MPa’a ulastiginda yapraklarini kivirdigr goézlenmistir. Ayrica
yaprak kivrilmasinin celtik bitkisinde yaprak su potansiyeli i¢in yararli bir indikator
olabilecegi kaydedilmistir. Diger taraftan celtik ve bugday bitkilerinde yapilan
calismalarda yaprak kivrilmasiyla yaprak su potansiyeli arasinda gii¢lii bir iligkinin var

oldugu goriilmistiir (Dingkuhn vd., 1999).

1.9.2. Stoma iletkenligi

Stoma iletkenligi, belli bir zamanda yaprak alanindan transport edilen su buhari ve CO,
miktariin Sl¢timiidiir (Von Willert vd., 1995). Stoma iletkenliginin yiiksek olmas1 optimal
su durumunu gosterir. Buna karsilik stoma iletkenliginin diisiik degerde olmasi kuraklik
stresiyle iligkilidir. Bu nedenle stoma iletkenligi bitki su durumu i¢in iyi bir indikatordiir.
Kurakliga karsi olusturulan en erken tepkimelerden biri kloroplastlara CO, difiizyonunu
kisitlayan stoma kapanmasidir. Kuraklik sirasinda bitkilerin stomalarin1 kapatmalarina
neden olan etkenler yaprak su potansiyeli, hiicre turgoru ve ABA seviyesidir. Bitkilerin
stomalarin1 kapatmasinda yapraktaki su potansiyelinin ve hiicre turgorunun azalmasinin
etkili oldugu distiniiliirken, yaprak su potansiyelinde bir diisme olmaksizin stoma
iletkenliginin azaldigmin goriilmesi {izerine stoma kapanmasinin yapraktaki su
potansiyelinden ¢ok topragin su potansiyeline bagl oldugu goriilmiistiir. Su stresi altindaki

bitkilerde yaprak su durumunun stoma iletkenligi ve transpirasyon ile iligkisi
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bilinmektedir. Yaprak su potansiyeli ile stoma iletkenligi arasinda iyi bir korelasyonun
oldugu sik sik gozlenmistir. Stoma iletkenliginde meydana gelen degisimler transpirasyon
oraninin degismesi ile yaprak su potansiyelinde degisime neden olur. Ayrica birgok
fotosentetik parametrenin stoma iletkenligiyle giiglii bir korelasyon gosterdigi rapor
edilmistir (Medrano vd., 2002). Ornegin yaprak kivrilmasi esnasinda dar1 bitkisinde stoma
iletkenligi ve net CO, asimilasyon oraninin 6nemli derecede diistiigli kaydedilmistir

(Corlett vd., 1994).

1.9.3. Nispi Su Icerigi (NSI)

Nispi su icerigi (Ingilizce kaynaklarda yaygin olarak RWC (relative water content
olarak kisaltilir), bitkinin su durumunun genel bir ifadesidir (Sivaramakrishnan vd., 1988).
Diger bir deyisle yapragin su durumunu ve dokunun metabolik aktivitesini yansitan
bitkideki su miktariin alternatif bir Ol¢iimidir (Flower ve Ludlow, 1986). Su
potansiyeline benzer olarak nispi su igerigi de bir ¢ok cevresel parametreden etkilenen
transpirasyon ve topraktan su alimimi arasindaki dengenin saglanmasina karsi oldukca
duyarhdir (Sivaramakrishnan vd., 1988). Stres calismalarinda NSi’nin belirlenmesi
olduk¢a onemlidir. Bugday kiiltivarlar1 (Sairam vd., 2001) ve ay¢iceginde (Sgherri ve
Navari-Izzo, 1995) NSI su stresinin artmasiyla azalir. Stres esnasinda dayanikli irklarin
nispi su icerigindeki azalisin hassas olanlara nazaran daha az oldugu bilinmektedir.
Ornegin, Pastori ve Trippi (1992), NSi’nin iki nusir irkinda kuraklik periyodu esnasinda
azaldigmmi ve bu azalisin hassas olan irkta dayanikli olana gore onemli derecede fazla
oldugunu rapor etmislerdir. Bugday bitkisinde yapilan diger bir ¢alismada da toleransl
olan kiiltivarin hassas olanla karsilastirildiginda, stres periyodu esnasinda daha fazla
NSI’ye sahip oldugu goriilmiistiir (Sgherri vd., 2000). Sogan (Allium cepa) bitkisinde
yapilan baska bir galismada ise NSi’nin kontrol ile karsilastirildiginda % 25 oraninda
azaldig tespit edilmistir (Egert ve Tevini, 2002).

1.10. Apoplastin Yapisi ve Fonksiyonu

Apoplast hiicre g¢eperini de igine alan bitki hiicrelerinin ekstraprotoplastik matriksi

olarak tanimlanir (Dietz, 1997). Bu yiizden apoplast sadece hiicrelerin fiziksel yapisim
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stabilize eden ekstrasellular matriks degil, ayni zamanda bitki hiicrelerinin plazma
membrani ve intersellular hava bosluklar1 arasindaki bir siv1 fazi igerir. Son ylizyilin ilk
yarisinda, apoplastin simplastik alandaki su ve ¢6ziinebilir maddelerin taginmasinda bir
koprii vazifesi gordiigii disiiniilityordu. Fakat daha sonraki yillarda yapilan ¢aligmalar
apoplastin Olii bir yap1 olmaktan uzak, hiicre biiylimesi, bitki savunma mekanizmasi,
mineral beslenme ve sinyal iletiminde hayati rol oynadigini gostermistir. Bu onemli
fonksiyonlara ek olarak, bircok hiicresel reaksiyon ve olaylarla da dolayl olarak iliskilidir.
Sadece normal biiylime sartlarinda degil ayni zamanda stres gibi bitkinin biiylime ve
gelismesini ve canliligini olumsuz etkileyen durumlarla da iligkilidir. Apoplastin hiicrenin
ayrilmaz bir pargasi ya da hiicrenin disinda hiicresel bir kompartman olup olmadig1 hala
tartisma halindedir. Hala apoplastin hiicresel ¢evreden simplasta bir koprii vazifesi
gordiigii diistiniilmektedir. Fakat hiicreyi ¢evreleyen biyotik ve abiyotik cevreyle iliskili
metabolik bilgilerin temel kaynagi olarak davrandigi muhtemeldir. Bu bilgi stirekli olarak
plazmalemmaya iletilir ve bu durum apoplast ve simplast (sitoplazma) arasinda farkl
amaglar yaratir. Stres durumunda ve hiicresel hasarda bu farklilik ve ortaya ¢ikan cevaplar
canlilik ve hiicre 6liimii arasinda fark oldugu anlamina gelir.

Apoplastik matriks bir¢ok enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenleri igerir (Dietz,
1997). Bunlar iyonlar, sekerler, aminoasitler, fenolik bilesikler ve organik asitler, proteinler
(peroksidazlar ve hidrolazlar gibi) ve hiicre c¢eperi bilesenlerini (sellulaz, pektin ve
glikoproteinler gibi) i¢ine alir. Apoplastik enzim aktiviteleri biiyiime sartlarina bagl olarak
degisir (Brune vd., 1994; Blinda vd., 1997; Ramanjulu vd., 1999). Apoplastin bitkinin
intrasellular alanindan (simplast) ¢ok daha diisiik miktarda ¢oziinebilir protein ve enzim
icerigine (Dietz, 1997) ve olduk¢a diisiik pH’ya sahip oldugu diisiiniiliir (pH 5-6; Grignon
ve Sentenac, 1991). Apoplastik pH ekstrasellular matriksten sinyal iletimini tetiklemede
onemli bir faktordiir. Apoplastik pH i¢ ve dis uyarilara ve sinyallere cevapta degisebilir
fakat meydana gelen biiylik degisimlere ragmen kolaylikla diizenlenebilir. Apoplastik
alanda i¢ dengede meydana gelebilecek bir degisiklik simplasta zarar verebilir sonug olarak
hiicre Olimiine sebep olabilir. Apoplastik alanda stres etkisiyle bazi iyonlarin da
degisebilecegi saptanmistir (Wilkinson ve Davies, 1997; Bahrun vd., 2002; Felle ve
Hanstein, 2002). Bu degisimlerin osmotik ayarlamada rol oynayarak, enzimleri koruduklari
ve boylece dokunun canliligini siirdiirmesine yardimeci olduklar1 belirlenmistir (Hsiao,
1984). Yaprak apoplastinda iyonlar genellikle diisiik konsantrasyonlarda olup ¢ogunlukla
inorganik anyon ve katyon olarak K, Ca™, Mg, CI', NO;” ve H,PO, bulunur. Apoplastik
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iyon konsantrasyonlar1 tuzlu olmayan alanlarda diisiiktiir fakat tuzluluk stresiyle bu oran
artar (Speer ve Kaiser, 1994). Ornegin tuz konsantrasyonunun fazla oldugu alanlarda
yetisen bitkilerde genellikle apoplastta Na" un biriktigi gozlenmistir. Apoplastta inorganik
iyonlarin birikiminin glikofitik tiirlerin hasar gérmesinde 6énemli rol oynadigi sanilmaktadir
(Speer vd., 1994). Apoplastin bitki hiicre turgorunu ayarladigin1 ve bu durumun strese
adaptasyonda ve hiicre osmotik basincini artirmada 6nemli olabilece8i gosterilmistir
(Cram, 1999). Mekanizmasi tam olarak belli olmamakla birlikte K™ iyonunun bu olayla
iligkili olabilecegi saptanmistir (Tomos ve Leigh, 1999). Ayrica sitoplazmik serbest Ca**
konsantrasyonunun bir¢ok hiicresel olayda merkezi bir rol oynadigi, ayni sekilde proton
(H") aktivitesinin de 6zellikle énemli bir faktér oldugu kaydedilmistir. Hm ya direkt
olarak ya da bitki hormonlari veya Ca”" ile iliski icerisinde olacak sekilde hiicrenin sinyal
olusturmasina karistigi bilinmektedir. Apoplast cevresel signalleri c¢evreleyen ilk bitki
boliimii olmasindan dolayi, plazma membrani ile birlikte ¢esitli ¢evresel signallerin fark
edilmesine ve uyum saglanmasina, ayni zamanda cevabin olusmasina da karistigr ileri
stiriilmiistiir (Gao vd., 2004). Sekerler, aminoasitler, askorbik asit ve dehidroaskorbat,
fenolik bilesikler ve organik asitler gibi diger bilesenlerin ise apoplastta diistik fakat 6nemli
miktarlarda oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda apoplastta fenolik madde igeriginin
strese bagli olarak degistigi ve bunun bitki savunma mekanizmasi i¢in 6nemli oldugu
sonucuna varilmisgtir. Atmosferik ozon, stilfiirdioksit, besin eksikligi ya da fazlaligi, toksik
konsantrasyonlarda agir metaller gibi abiyotik faktorler veya biyotik stres olusturucu
etkenler apoplastik fonksiyonlar1 degistirir. Ayrica apoplastin redoks kimyasini belirleyen
bilesikler reaktif oksijen tiirleri (ROS)’dir (siiperoksit, hidrojen peroksit, askorbik asit
havuzu). ROS’lar savunma reaksiyonlarinda ve hiicre c¢eperi elemanlarinin c¢apraz
baglanmasiyla iligkilidir.

Son yillarda ekstrasellular alanla iliskisi karakterize edilmis bir¢ok proteinin devamli
olarak arttig1 bilinmektedir. Apoplastik proteinler, ¢oziinebilir, iyonik bagli ve kovalent
bagh fraksiyonlardan olusur ve bu yiizden apoplastin protein igerigini giivenilir bir sekilde
Ol¢mek zordur. Hiicre ceperi fraksiyonu yaklasik % 10 oraninda protein igerir. Hiicre
¢eperine bagli proteinlere ek olarak, basit ekstraksiyon yontemleri ile ¢oziinebilir ve kismi
olarak iyonik bagli proteinlerin izolasyonlar1 saglanabilir. Tuzlu ortamlarda biiylime
sartlari, agir metaller, soguk stresi, hava kirliligi, patojen saldirilar1 ve diger stres
faktorlerinin apoplastin protein kompozisyonunu degistirdigini gostermistir. Tuz ve agir

metal streslerinin apoplastik protein igeriginde bir artiga, asir1 solma periyodunda ise
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azalisa neden oldugu rapor edilmistir (Brune vd., 1994; Ramanjulu vd., 1999). En iyi
calisilan yapisal proteinler ekstensinlerdir. Diger taraftan hiicre ¢eperi peroksidazlari en
fazla arastirilan apoplastik enzimdir. Bunun disinda defensin, hidrolazlar, malat
dehidrogenaz, kitinaz, fosfataz, proteaz ve siiperoksit dismutaz gibi proteinlerin yaprak
apoplastinda bulundugu rapor edilmistir (Dietz, 1997). Ayrica apoplastik sivinin
hormonlar diisiik fakat fizyolojik olarak 6nemli konsantrasyonlarda igerdigi bilinmektedir.
Apoplasttaki indolasetik asit ve absisik asit gibi bitki biiyiime diizenleyicileri biiylime

sartlarina ve strese artarak cevap verir.

1.11. Marantaceae Familyasinin ve Ctenanthe Cinsinin Genel Ozellikleri

Marantaceae familyasi iiyeleri tropik bolgelerde yaklasik 30 cinsi bulunan otsu, ¢ok
yillik ve rizomlu bitkilerdir. Cogu tropik Amerika, birkag tiirii ise tropik Asya ve Afrika’da
yayilis gosterir. Cogu sera ve siis bitkisidir. Yapraklart 2 sira halinde dizilmis olup,
petiyoliin kaidesinde dar veya genis olabilen bir kin mevcuttur. Yaprak ayasinda orta
damardan ¢ikan damarlar birbirine paraleldir (Heywood, 1978). Petiyoliin yaprak ayasiyla
birlestigi yerde pulvinus adi verilen hiicrelerin yer aldig siskin bir kistm bulunur ve bu
motor hiicreler yapragin hareketinde rol oynarlar (Zeybek ve Zeybek, 1994).

Marantaceae familyasinin bir iiyesi olan Ctenanthe, her dem yesil taksonlar1 olan bir
cins olup, calims1 ve ¢ok yillik bitkilerdir. Dekoratif yapraklari i¢in yetistirilirler (Brickell,
1989). Anavatani tropikal Brezilya’dir. Calathea ve Maranta cinsleri ile yakin iliskisi
vardir ve bazen Phrynium adiyla da bilinirler (Terzi, 2005). Soguga hassastirlar ve
minimum 15°C’de yasayabilirler. Nemli ortamlari, yar1 golgeli alanlar1 ve iyi drenajhi
topraklar tercih ederler. Uretilmesi ilkbaharda rizomlardan béliinerek yapilir (Brickell,
1989). C. pilosa, C. setosa, C. amabilis gibi baz tiirlerinde nektar salgisi goriiliir (Kirchoff
ve Kennedy, 1985).

Ctenanthe setosa, tropikal, ¢ok yillik otgul bitkilerin kiigiik bir familyasinin tiyesi olup,
sera ve evlerde siis bitkisi olarak kullanilir (Heywood, 1978). Bitkiler yaklasik bir metre
boyunda olabilir ve yesil yapraklara sahiptirler (Terzi, 2005). Bu bitkinin kurakliga ve hava
sicakliginin artmasina cevap olarak yapraklarini rulo seklinde kivirma yeteneginde oldugu
ve yaprak kivrilma mekanizmasini agiklamak i¢in model bir bitki oldugu belirlenmistir

(Turgut ve Kadioglu, 1998).



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Bitkilerin Biyiitiilmesi

Ctenanthe setosa (Rosc.) Eichler (Marantaceae) fideleri toprak ve kum igeren (5:1)
plastik saksilara (yiikseklik 14 cm, iist ¢ap1 16 cm ve alt ¢ap1 11 cm) dikilerek vejetatif
olarak ¢ogaltildi. Bitkilerin 25°C’de, laboratuar kosullarinda (yaklasik 250-300 pmol
(foton) m?s™ 151k yogunlugunda) biliylimeleri saglandi. Her bir analiz i¢in biri kuraklik
digeri kontrol olmak {iizere 2 adet bitki (saksi) kullanildi. Kontrol bitkileri giin asir
sulanirken, yapraklarimi kivirmasi amaciyla diger gruptaki bitkiler 56 giin kuraklik
periyoduna maruz birakildi. Kontrol bitkileri de dahil olmak iizere kuraklik periyodunun
35, 47, 56. giinlerinde yaprak kivrilma derecesinin artis1 boyunca (% 20-30, % 50-60 ve %
70 ve lizeri) bitkilerin yaprak ve petiyoliinden (yaprak sap1) 6rnekler alinarak simplast ve

apoplastik sivi elde edildi.

2.2. Yaprak Kivrilma Derecesinin Olgiilmesi

Yaprak kivrilma derecesi Premachandra vd. (1993)’ne gore belirlendi. Yapraklarin
kivrilmasindan 6nce ve sonra orta kisimlarinin eni Sl¢lildii. Yaprak kivrilma derecesi,

kivrilma sonucunda yaprak enindeki % azalma olarak ifade edildi.

2.3. Nispi Su Icerigi Tayini

Nispi su igerigi tayini Castillo (1996)’a gore yapildi. Bitkilerin yaprak ve petiyollerinin
taze agirliklar1 Olgiildiikten sonra +4°C’de 24 saat deiyonize suda bekletilerek turgid
agirliklar1 alindi. Daha sonra ornekler 65°C’ye ayarli firinda 48 saat bekletilerek kuru

agirliklart kaydedildi ve asagidaki formiilde yerine koyularak nispi su igerikleri (NSI)
belirlendi.
Nispi Su Igerigi (%) = (Taze agirhik-Kuru agirhik/Turgid agirhik-Kuru agirlik)x100
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2.4. Yaprak Su Potansiyelinin Belirlenmesi

Kuraklik boyunca C. setosa’nin yaprak su potansiyeli C52 termocouple psikometre
cihazi ile belirlendi (Wescor, Inc., Logan, UT USA). Bitkilerin en ge¢ yapraginin genis
ylizeyinden 6 mm ¢apinda alinan diskler, cihazin C52 sensoériine yerlestirildi. Numunelerin

yaprak su potansiyelleri belirlenmeden once cihaz 45 dakika kalibre edildi.

2.5. Stoma Tletkenliginin Belirlenmesi

C. setosa’da kuraklik boyunca stoma iletkenlik derecesi porometre cihazi ile belirlendi

(AP4, Delta-T Devices, Burwell, Cambridge, UK).

2.6. Yaprak ve Petiyolden Apoplastik Sivinin Ekstraksiyonu

Saksilardan rastgele hasat edilen yaprak ve petiyol, bir bistiiri ile 1 cm uzunlugunda
dikkatlice kesildi. Buradan alinan 2 g yaprak ve petiyol, en az 6 kez bol saf su ile yikandi.
Bu islemle, yaprak ve petiyoliin kesilen bolgelerinden gelebilecek hiicresel bulagsma
onlendi (Griffith vd., 1992). Daha sonra yaprak ve petiyol ornekleri 50 mM potasyum
fosfat (pH 6,5), 0,2 M KCl 0,1 mM CaCl, tamponu igerisine alinarak vakumlanabilir bir
desikatére konuldu. Bu diizenek bir vakum pompasi ile 20 dakika vakumlandi. Bu
yontemle, hiicreleri parcalamaksizin tamponun yaprak ve petiyol kesitlerinin apoplastik
bolgelerine ulagsmasi saglandi. Vakum islemi sonrasi yaprak ve petiyol kesitleri kurutma
kagidinda hizli bir sekilde kurulandiktan sonra ayri ayr1 25 ml’lik enjektorlere dikkatlice
yerlestirildi. Enjektorler santrifiij tiiplerine yerlestirilip +4°C’de yaprak i¢in 1466 g’de
petiyol icin 825 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiijlemenin bitiminde yaprak ve
petiyoliin apoplastik ekstrakt: tiiplerin dip kisminda elde edildi (Hernandez vd., 2001).
Elde edilen apoplastik ekstrakt kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

Glutatyon ve askorbat miktarlarini belirlemek icin yaprak ve petiyol 6rnekleri 10 mM
KCI (pH 6,8) tamponu igerisine alinarak vakumlandi ve yukarida belirtilen islemlerden

gecirilerek apoplastik siv1 eldesi saglandi.
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Yaprak ve petiyolden apoplastik ekstrakt elde edildikten sonra geriye kalan yaprak ve
petiyol kisimlar1 simplasti olusturdu. Simplast 6rnekleri, kullanilmak {izere -20°C’de

saklandi.

2.7. Enzimler i¢cin Ekstrakt Hazirlanmasi

Hiicresel ekstraksiyon (simplast) i¢in, yaprak ve petiyolden kivrilma boyunca alinan
numunelerden 0,5 g tartildi ve sivi azot igerisinde toz haline getirildi. Daha sonra 5 ml
ekstraksiyon tamponu (50mM K,HPO4, 1 mM EDTA pH 7,0, % 1 PVPP) icerisinde
ckstrakte edildi. Ekstrakt +4°C’de 20.000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

siipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildi.

2.7.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Tayini

SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridovich (1971) metodunun Dhinsa ve Matowe
(1981) tarafindan gelistirilen yontemi ile belirlendi. Bu metotta aktivite, indikatér molekiil
olarak kullanilan nitro blue tetrazolium (NBT) un siiperoksit radikalleri ile mavi renkli
formazona indirgenmesi reaksiyonunun SOD enzimi tarafindan engellenmesinin
Ol¢iilmesiyle tayin edildi. Bu reaksiyonun % 50’sinin inhibisyonuna uygun siipernatant
hacmi 1 enzim iinitesi olarak kabul edildi.

Aktivite tayini i¢in 50 mM fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1 mM EDTA, 13 mM metionin,
75 uM NBT ve 2 uM riboflavin iceren karisima 50 pl enzim ekstrakt: ilave edildi. Son
olarak riboflavin eklendi ve tiiplerin florasans lamba altina yerlestirilmesiyle reaksiyon
baslatildi. Isik kaynagmin 10 dakika sonra uzaklastirilmasiyla reaksiyon sonlandirildi ve
olusan reaksiyon iriinii 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu. SOD

aktivitesi, g taze agirlik basina ilinite enzim olarak ifade edildi.

2.7.2. Guaiakol Peroksidaz (GPX) Aktivitesinin Tayini

Guaiakol peroksidaz aktivitesi, Urbanek vd., (1991)’in ydntemine gore belirlendi.
Enzim aktivitesi, 100 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,ImM EDTA, 5 mM
guaiakol, 15 mM H,O; ve 50 pl enzim ekstrakti iceren 2 ml’lik reaksiyon karsiminin 470



34

nm’de 1 dak. siireyle 6l¢giilmesiyle belirlendi. Guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesi 26,6
mM'em™ epsilon katsayisinin kullanilmastyla hesapland ve sonuglar g taze agirlik basina

verildi.

2.7.3. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Tayini

Katalaz aktivitesi, Aebi (1983)’nin yontemine gore belirlendi. Enzim aktivitesi, 50 mM
potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 30 mM H,O; ve 20 ul enzim ekstrakti iceren 1 ml’lik
reaksiyon karsiminin 240 nm’de 5 dakika siireyle Olciilmesiyle belirlendi. Katalaz
aktivitesi, H,O, i¢in 39,4 mM'cm™ epsilon katsayismin kullamlmasiyla hesaplandi ve

sonuglar g taze agirlik basina verildi

2.7.4. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesinin Tayini

Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de absorbansdaki azalisa bagli olarak belirlendi
(Nakano ve Asada, 1981). Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7,0),
250 uM ASC, 5 mM H,0O; ve 20ul enzim ekstrakti iceren 1 ml’lik reaksiyon karigiminin
Slciilmesiyle belirlendi. Askorbat peroksidaz aktivitesi, 290 nm’de ASC igin 2,8 mM 'cm™

epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi ve sonuglar g taze agirlik basina verildi.

2.7.5. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesinin Tayini

Glutatyon rediiktaz aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell (1976)’e
gore belirlendi. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG)
kullanildi.

Yiikseltgenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi i¢in indirgeyici faktor
olarak NADPH kullanildi. Aktivite tayini i¢in, 200 pl 0,5 mM EDTA igerisinde
hazirlanmis 50 mM Tris-HCI (pH 7,8), 250 ul GSSG ve 500 pl NADPH ihtiva eden
karistma 50 pl enzim ekstrakti ilave edildi. NADPH’1n oksidasyonu 340 nm’de 5 dakika

boyunca azalmanin dl¢iilmesiyle belirlendi. GR aktivitesi mU/ml olarak ifade edildi.
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2.7.6. Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR) Aktivitesinin Tayini

Monodehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi, Hossain vd., (1984)’nin tanimladig1 gibi
Olciildii. Monodehidroaskorbat (MDHA), askorbat oksidaz vasitasiyla askorbattan olusur.
Enzim aktivitesi, 50 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 150 uM NADH, 500 uM
ASC ve 100ul enzim ekstrakti iceren 1 ml’lik reaksiyon karisiminin oOlciilmesiyle
belirlendi. Olgiilen degerler AO’1n yoklugunda elde edilen verilerden ¢ikarildi. MDHAR
aktivitesi, 340 nm’de NADH igin 6,22 mM'cm™ epsilon katsayisiin kullamlmasiyla

hesaplandi ve sonuglar g taze agirlik basina verildi.

2.7.7. Dehidroaskorbat Rediiktaz (DHAR) Aktivitesinin Tayini
2.7.7.1. Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

Yaprak ve petiyolden kivrilma boyunca alinan simplast numuneleri (0,5 g) 50 mM
Tris-HCI, (pH 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EDTA ve 1 mM MgCl, igeren ekstraksiyon
tamponunda homojenize edildi. Ekstrakt +4°C’de 20.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen siipernatant enzim aktivitesinin tayini i¢in kullanildi.

2.7.7.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

Dehidroaskorbat rediiktaz aktivitesi, Hossain ve Asada (1984)’nin tanimladigi gibi
oOl¢iildii. Enzim aktivitesi, 50 mM K,HPO4/KH,PO, (pH 6,5), 0,5 mM DHA, 1 mM GSH
ve 100 pl enzim ekstrakti igeren 1 ml’lik reaksiyon karisiminin 6lclilmesiyle belirlendi.
DHAR aktivitesi, 265 nm’de absorbansdaki artisa bagli olarak belirlendi ve 7 mM'cm™

epsilon katsayisinin kullanilmasiyla hesaplandi ve sonuglar g taze agirlik basina verildi.

2.8. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz (G-6-PDH) Aktivitesinin Tayini

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz aktivitesi, apoplastin sitoplazmik kontaminasyon
derecesini belirlemek i¢in kullanildi. Enzim aktivitesi, 66 mM KH,PO4/K,;HPO4 (pH 7,6),
10 mM MgCl,, 300 uM NADP, 2 mM glukoz-6-fosfat (G-6-PDH) ve 50 pl enzim ekstrakti
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iceren 1 ml’lik reaksiyon karistminin 340 nm’de NADP’nin indirgenmesini takiben
Olciildii (Kornberg ve Horecker, 1955). Enzim aktivitesi “AAs4 /dk/g taze agirlik”

cinsinden ifade edildi.

2.9. NAD(P)H Oksidaz Aktivitesinin Tayini

2.9.1. Enzim Ekstraktimin Hazirlanmasi

Yaprak ve petiyolden kivrilma boyunca aliman numuneler (1 g) 5 ml ekstraksiyon
tamponunda (100 mM K-fosfat (pH 7,0), 0,01 mM EDTA ve % 0,1 Triton) ekstrakte
edildi. Ekstrakt 15.000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant NAD(P)H

oksidaz aktivitesini belirlemek i¢in kullanildi.

2.9.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

NAD(P)H oksidaz aktivitesi Cakmak ve Marshner (1988)’e gore belirlendi. 0,1 M
potasyum fosfat tamponu (pH 7,0), 0,1 mM EDTA ve 0,5 uM NADPH ya da NADH
iceren 1,5 ml’lik reaksiyon karigimi kullanildi. Reaksiyon enzim ekstraksiyonun ilave
edilmesiyle baslatildi. NADPH veya NADH oksidasyonu 340 nm’de spektrofotometrik

olarak belirlendi.

2.10. Polifenol Oksidaz (PPO) Aktivitesinin Tayini

2.10.1. Enzim Ekstraktinin Hazirlanmasi

Kivrilma boyunca yaprak ve petiyolden aliman 0,5 g simplast numuneleri 2,5 ml
ekstraksiyon tamponunda homojenize edildi. Ekstraksiyon tamponu olarak % 6 (w/v) TX-
114 deterjani, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl,, 1 mM PMSF ve 1 mM askorbik asit igeren 50
mM K,HPO, (pH 7,0) tamponu kullanildi. Ekstrakt 20.000xg’de 20 dakika santrifiij edildi.

Elde edilen siipernatant enzim aktivitesi tayini i¢in kullanildi.
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2.10.2. Enzim Aktivitesinin Tayini

PPO aktivitesi spektrofotometrik olarak 4-Metil katekol (4-MK) icin 494 nm’de
absorbanstaki artigin 6lgiilmesiyle belirlendi (Espin, 1995). Belli hacimlerdeki substrat
cozeltisi (100 mM stok substrat ¢ozeltisi-4-MK), ayn1 hacimde MBTH ¢ozeltisi (stok 10
mM) ve % 2 DMF igeren reaksiyon karisim1 50 mM K,HPO4 (pH 7,0) tampon ¢ozeltisi ile
970 ul’ye tamamlandiktan sonra bu karisima 30 ul enzim 6ziitii ilave edilerek reaksiyon
baslatildi. Olusan iiriinden dolay1 reaksiyon degisimi 1 dakika boyunca belirtilen dalga

boyunca izlendi. Sonuglar g taze agirlik basina verildi.

2.11. Antioksidan Maddelerin Analizi

2.11.1. Glutatyon Ekstraksiyonu

Hiicresel ekstraksiyon (simplast) i¢in, yaprak ve petiyolden kivrilma boyunca alinan
numunelerden 0,5 g tartild1 ve s1vi azot icerisinde toz haline getirildi. Daha sonra 5 ml, 1
mM EDTA igeren % 5’lik metafosforik asit icerisinde ekstrakte edildi. Ekstrakt +4°C’de
10.000xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant glutatyon igeriginin

belirlenmesi i¢in kullanildi.

2.11.2. Glutatyon (GSH) I¢eriginin Belirlenmesi

Glutatyon igerigi spektrofotometrik olarak Griffith (1980) yontemine gore belirlendi.
Glutatyon (GSH+GSSG) 250 mM K,HPO4/KH,PO, (pH 7,5), 200 uM NADPH, 600 uM
DTNB, 25 nl ekstrakt ve 0,3 U GR igeren reaksiyon karigiminin kullanilmasiyla 6l¢iildi.
412 nm’de absorbanstaki degisim 3 dakika boyunca 6lgiildii. GSSG igerigini belirlemek
icin 25 pl ekstrakt 2-vinylpyridine ile 25°C’de 1,5 saat boyunca inkiibe edildi. Glutatyon
konsantrasyonu 0-5 uM konsantrasyonlarda GSH’1in kullanilmasiyla elde edilen standart

grafik tizerinden hesaplandi.
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2.11.3. Askorbat (ASC) iceriginin Belirlenmesi

Yaprak ve petiyoldeki askorbat igerigini belirlemek ic¢in kivrilma boyunca alinan 2 g
yaprak % 5’lik metafosforik asit igerisinde ekstrakte edildi. Daha sonra homojenat 7000
rpm’de +4°C’de 15 dakika siiresince santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant biriktirildi ve
liyofilize edildi. Liyofilize edilen numuneler ayni ekstraksiyon tamponunda ¢oziildii ve
10.000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi. Daha sonra numuneler filtreden (0.45um
Milipore filter) gegirilerek direkt olarak HPLC’ye enjekte edildi (10 pl).

Apoplastik ve simplastik askorbat igerigi, kuarternary HPLC pompasi, mikro vakum
degasser’t (MVD), termostadli kolon bolimii (TTC), UV-dedektorlii, standart mikro ve
preparatif otomatik numune yiikleyici modiiler sistemden kurulu Agilent 1100 Series (Palo
Alto, CA) marka Yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC) cihazi kullanilarak
yapildi (Ayaz vd., yayinlanmadi). Askorbat ve dehidroaskorbatin tanimlanmasi ve ayrima,
Ace 5 C18 (25 cm x 4.6 mm i.d., ACE Scotland) analitik kolon kullanilarak, 0.02 M
KH,PO4 (pH 2.04) mobil fazinda izokritik olarak 0.6 ml/dk akis hizinda 210 nm’de
belirledi. Otomatik enjeksiyon sistemi 5-10 ul arasinda tercih edildi. Askorbat ve
dehidroaskorbat yukarida belirtilen sartlarda autentik standartlar yardimiyla onlarin
alikonma zamanlar1 kullanilarak karsilastirma yoluyla tanimlandi. Askorbat ve
dehidroaskorbatin uygun konsantrasyonlari hazirlanip sulandirma yoluyla belirlenen bes
adet konsantrasyonlar1 kolona enjekte edilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmis olup asitlerin

pik alanlar1t HP ChemStations software yardimiyla yapildi.

2.12. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE) ile izoenzimlerin Belirlenmesi

Elektroforez calismalarinda enzim kaynagi olarak -20°C’de dondurularak saklanan
kontrol ve % 26, 54 ve 74 kivrilma derecelerine sahip bitkilerin enzim ekstraktlar
kullanildi. Calismalarda % 8’lik ayirma jeli kullanildi. Numuneler % 80 gliserol ve %
0,1’lik bromofenol boyas1 ve 1 M Tris HCI (pH 6,8) igerisinde 50-300 pug protein olacak
sekilde hazirlandi ve enjektor yardimiyla jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Yiiriitme tamponu
(18,76 glisin ve 3,02 g Tris, 1 L, pH 8,3) kullanilarak +4°C’de, 15 mA akimda 3-4 saat

yiriitiildi. Askorbat peroksidaz i¢in yiirlitme tamponuna 2 mM askorbik asit ilave edildi.
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2.12.1. Guaiakol Peroksidaz (GPX) Izoenzimlerinin Belirlenmesi

GPX izoenzimleri Liu (1973) tarafindan tanimlanan yontemle belirlendi. Elektroforez
sonucunda ¢ikarilan jel dikkatli bir sekilde 0,2 M sodyum asetat (pH 5,0), 30 mM H,O, ve
10 mM guaiakol igeren ¢ozeltiye alinarak yarim saat inkiibe edildi ve daha sonra % 30’luk

etil alkolde muhafaza edildi.

2.12.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD) izoenzimlerinin Belirlenmesi

Beauchamp ve Fridovich (1971) tarafindan tanimlanan poliakrilamid jel elektroforezi
ile SOD izoenzimleri belirlendi. Elektroforezden sonra ¢ikarilan jel 0,24 mM NBT, 33,2
uM riboflavin, % 0,2 TEMED ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0,05 M potasyum fosfat
tamponunda (pH 7,8) 37°C’ye ayarli etiivde karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra jel, 1 mM EDTA ihtiva eden 0,05 M potasyum fosfat tamponuna (pH 7,8) alind1 ve
151kl1 bir ortamda izoenzimlerin goriilebilmesi igin 10-30 dakika bekletildi. izoenzimler

belirlendikten sonra jel saf su ile yikandiktan sonra % 30’luk etil alkolde muhafaza edildi.

2.12.3. Katalaz (CAT) Izoenzimlerinin Belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile katalaz izoenzimleri (Woodbury, 1971) tarafindan
tanimlanan yontemle belirlendi. Elektroforezden sonra jel, 3 kez 10’ar dakika saf suda
bekletildikten sonra H,O, c¢ozeltisinde (10 pl % 30’luk H,O, 100 ml’ye saf su ile
seyreltildi) 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi dolar dolmaz jelden H,O,
uzaklastirildi. Dogal boyama i¢in taze hazirlanmis % 2’lik FeCls, % 2’lik KsFeCNg
cozeltilerin karisimi kullanildi. Jelde yesil rengin goriildiigii an, jel saf su ile yikandi. Jelde

boyanmayan yerler katalaz aktivitesi olarak belirlendi.

2.12.4. Glutatyon Rediiktaz (GR) izoenzimlerinin Belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile glutatyon rediiktaz izoenzimleri Laemmli (1970)
tarafindan tanimlanan yontemle belirlendi. Elektroforez sonucunda ¢ikarilan jel, 4 mM

GSSG, 1,5 mM NADPH, 2 mM DTNB igeren 0,25 M Tris-HCI (pH 8,4) tamponunda 10
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dakika inkiibe edildi. Daha sonra aymi tampona 0,04 mM DCIP ilave edilerek jel oda

sicakliginda karanlikta 1 gece bekletilerek izoenzimler belirlendi.

2.12.5. Askorbat Peroksidaz (APX) izoenzimlerinin Belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile askorbat peroksidaz izoenzimleri Lee ve Lee (2000)
tarafindan tanimlanan yontemle belirlendi. Elektroforezden sonra jel dikkatli bir sekilde
cikarilip 2 mM askorbik asit iceren sodyum fosfat tamponuna (pH 7,0) alinarak 30 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra jel, 4 mM askorbik asit ve 2 mM H,0, iceren ayni tampon
igerisinde 20 dakika inkiibe edildi. Bundan sonra, 28 mM TEMED, 2,4 mM NBT iceren 50
mM sodyum-fosfat (pH 7,8) tamponu igerisine alinarak 10-20 dakika bekletilen jel son

olarak saf su ile yikand1 ve izoenzim bantlarinin yerleri belirlendi.

2.12.6.Monodehidroaskorbat Rediiktaz (MDHAR) izoenzimlerinin Belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile monodehidroaskorbat rediiktaz izoenzimleri Kaplan
ve Beutler (1967) tarafindan tanimlanan yontemle belirlendi. Elektroforezden sonra
¢ikarilan jel, ] mM NADH, 1,2 mM MTT ve 0,06 mM DCPI igeren 0,25 M Tris-HCI (pH
8,4) tamponunda 10 dakika 37°C’de karanlikta mor bantlar gézlenene kadar inkiibe edildi.
Bantlar yeterli yogunluga ulastiginda jel 1 M HCI igerisine alinarak mavi arka zeminin

temizlenmesi saglandi. Son olarak jel suyla yikandi ve % 50’lik etanolde muhafaza edildi.

2.12.7. Polifenol Oksidaz (PPO) izoenzimlerinin Belirlenmesi

Poliakrilamid jel elektroforezi ile polifenol oksidaz izoenzimleri Constantinides ve
Bedford (1967) tarafindan tanimlanan yontemle belirlendi. Elektroforezden sonra ¢ikarilan
jel, 15 mM L-DOPA ve 0,1 M fosfat tamponu igeren ¢ozeltide 37°C’de 1 saat bekletildi.
[zoenzim bantlar1 belirginlesince jel, 1 mM askorbik asit ¢ozeltisi icerisinde 5 dakika

calkalandi. % 30’luk etil alkol i¢inde bekletildi.
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2.13. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi

2.13.1. Hidrojen Peroksit (H,0,) Iceriginin Belirlenmesi

Hidrojen peroksit icerigi Capaldi ve Taylor (1983)’a gore Olciildii. Yaprak ve
petiyolden alinan numuneler aktif komiir kullanilarak % 5 trikloroasetik asit igerisinde
ekstre edildikten sonra 20.000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Siipernatantin pH’s1 4 N
KOH kullanilarak 3,6’ya ayarlandi. Numuneler iizerine 0,1 ml 3,32 mM formaldehid
iceren 3,4 mM 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone (MBTH) soliisyonu ilave edildi.
Reaksiyon 0,5 ml (0,5 U) 0,2 M sodyum asetat tamponu (pH 3,5) icinde hazirlanmis
horseradish peroksidaz soliisyonunun ilave edilmesi ile baglatild1 ve 2 dakika sonra 1,4 ml
1 N HCI ilave edilerek reaksiyon durduruldu. 15 dakika sonra 630 nm’de absorbans
olgiildii. H,O, igerigi standart egri kullanilarak hesaplandi ve nmol g taze agirlik olarak
ifade edildi.

Apoplastik sivi, yaprak ve petiyol numunelerinin 100 mM KCI (pH 5,5) tamponunda
15 dakika siiresince vakumlanmast ile elde edildi (Takahama ve Oniki, 1992). Apoplastik
stvidaki H,O, konsantrasyonu Jiang vd. (1990)’nin metoduna gore belirlendi. HO,, 500 ul
reaksiyon karigimima (500 uM amonyum ferro siilfat, 50 mM H,SO4, 200 uM xylenol
orange, and 200 mM sorbitol) 200 ul AWF ve 300 pl H,O; ilave edildikten 45 dakika
sonra 560 nm’de oOl¢iildii. Standart H,O, egrisi 500 pl reaksiyon karisimina cesitli

miktarlarda H,O, ilave edilmesiyle belirlendi.

2.13.2. Siiperoksit (0,") iceriginin Belirlenmesi

Stiperoksit igerigi XTT {(2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)
carbonyl] -2H-tetrazolium hydroxide} kullanilarak Frahry and Schopfer (2001)’a gore
belirlendi. Yaprak ve petiyol simplastik numunelerinden 0,5 g aliarak kiiciik pargalara
ayrildi ve 3,5 unite ml™ siiperoksit dismutaz (SOD) igeren ve icermeyen 5 ml 500 uM XTT
iceren, 10 mM Na-sitrat tamponunda (pH 7,0) karanlikta vakum infiltrasyonu yapildi.
Numuneler 2 saat bu tamponda bekletildi. Apoplastik alandaki siiperoksit radikalini
belirlemek i¢in yaprak ve petiyolden apoplastik sivi elde edildi. Daha sonra apoplast ve

simplastta XTT indirgenmesindeki artts 470 nm’de spektrofotometrede okundu.
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Stiperoksitten kaynaklanacak spesifik absorbans, 470 nm’de SOD’lu ve SOD’suz
numuneler arasindaki fark olarak hesaplandi ve bu deger etki faktdrii olarak 2,16x10* M~

'em™ kullanilarak molar konsantrasyona déniistiiriildi.

2.13.3. Apoplastik H,0; and O," I¢in Sulandirma Katsayisimin Belirlenmesi

Apoplastik hava ve su hacmi, apoplastik H,O, ve O," ’nin sulandirma fakt6riinii (Fg;)
hesaplamak icin belirlendi. Apoplastik hava hacmini belirlemek i¢in yaprak ve petiyol
numuneleri tartildi ve yiiksek viskositiye sahip silicon ¢ozeltisiyle infiltre edildi.
Infiltrasyondan sonra yaprak ve petiyol numuneleri kurulandi ve tartildi. Agirhik artis1 hava
hacmini belirlemek i¢in kullanildi.

Apoplastik su hacmi Husted ve Schjoerring (1995)’in tanimladigi gibi belirlendi.
Yaprak ve petiyol numuneleri 0,05 mol m™ indigo carmine (indigo-5,5’-disulphonic acid)
¢ozeltisiyle infiltre edildi. Infiltrasyondan sonra yaprak ve petiyol numuneleri sirasiyla
1466xg ve 825xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Infiltrasyondan once (Einf) ve
apoplastik sividaki (Eawr) boyanin ekstinksiyonu 610 nm’de 6lgiildii. Apoplastik su hacmi
(Vapos cm’® H,O cm™ ) asagidaki gibi hesaplandi.

Vapo = (Einf ><Vail’ /EAWF )_Vair (13)

I:dil = (Vapo +Vair)/vapo (14)

2.14. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Histokimyasal Olarak Belirlenmesi

C. setosa yapraklarindaki H,O, radikalinin dokusal yerlesimi Schraudner vd.(1998)
tanimladig1 metoda gore belirlendi. Yaprak kivrilma derecesinin artisi boyunca yaprak ve
orta damardan alinan enine kesitler, 0,1 mg ml™ 3,3’-diaminobenzidin iceren 50 mM Tris-
asetat tamponunda (pH 5,0) vakum infiltrasyon metoduna gore infiltre edildi ve 25°C ‘de
karanlikta 24 saat inkiibe edildi. Kontrol, 10 mM askorbik asit varliginda belirlendi.
Kesitler % 80’lik alkolde 70°C’de 10 dakika bekletildi.

C. setosa yapraklarindaki siiperoksit iiretimi ise kesitlerin, 120 dakika siiresince 0,25

mM nitro blue tetrazolium (NBT) ve igceren 10mM sodyum fosfat tamponunda (pH 7,8)
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inkiibe edildikten sonra mavi formazonun olusumu ile belirlendi. Inhibitériin etkisinin
belirlemek i¢in ¢ozeltiye 1 mM N,N-dietilditiocarbamate (DDC) ilave edildi. NBT ile
inkiibasyondan sonra kesitler kisa bir siire vakum infiltrasyon metoduna gore infiltre
edildikten sonra oksidasyonu engellemek i¢in azot gaz1 uygulandi. Kesitler incelenmeden
once alkolle yikandi (Ogawa vd., 1997).

Hazirlanan preparatlarin fotograflar1 Olympus BX51 marka arastirma mikroskobu ve

Bs200ProP Goériintii isleme ve Analiz Sistemi kullanilarak ¢ekildi.

2.17. istatistik Analizler

Ug tekerriirlii olarak gerceklestirilen ekstraksiyon ve analizlerin sonucunda elde edilen
verilerin varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows 10.0)

paket programui icerisinde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi’ne gore belirlendi.



3. BULGULAR

3.1. Kurakhgn Yaprak Kivrilma Derecesi Uzerine Etkisi

Ctenanthe setosa bitkilerinin laboratuar kosullarinda kuraklik periyodunun 35.
giiniinde kivrilmaya baglayarak 56 giin sonunda maksimum kivrilmaya ulastiklar1 saptandi.
Kuraklik periyodu arttikca yaprak kivrilma derecelerinin arttigi belirlendi. Giin asirt
sulanan kontrol bitkilerinin normal goriintislii (yapraklar yere paralel) oldugu, kurakliga
maruz birakilmis bitkilerin (stresli) ise yapraklarini silindir (veya rulo) seklinde kivirdigi

gozlendi.

Stressiz ve stresli bitkilerin genel goriintisleri Sekil 3’te verilmistir.

Sekil 3. C. setosa’nin kuraklik stresine maruz birakilmamis (a) ve strese maruz birakilmig
(b) goriinimii

3.2. Kurakligin Nispi Su Icerigi, Yaprak Su Potansiyeli ve Stoma letkenligi
Uzerine Etkisi

Kurakliga maruz birakilan bitkilerde, kuraklik periyodunun artmasina paralel olarak
hem yaprak hem de petiyollerin nispi su iceriginin (NSI) kontrole gére istatistiki bakimdan
onemli dlgiide (P<0,05) azaldig1 kaydedildi. Kontrol yapraklarinda % 95 olan NSi’nin
kuraklik periyodu sonunda % 78, petiyollerde ise yapraklardan daha fazla azalarak % 68
degerine diistiigii belirlendi (Tablo 1).
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Kuraklik periyodunun artmasina paralel olarak yaprak kivrilma derecesi artarken

yaprak su potansiyelinin (W) istatistiki acidan (P<0,05) 6nemli derecede azaldigi belirlendi.

Kontrolde -0, 15 MPa olan yaprak su potansiyelinin, % 26 oraninda kivrilan yapraklarda -

0, 18 MPa, % 54 oraninda kivrilan yapraklarda -0,50 MPa ve % 74 oraninda kivrilan

yapraklarda ise -1,18 MPa’a diistiigii kaydedildi.

Kivrilma derecesinin artmasina paralel olarak stoma iletkenliginin de stres boyunca

onemli derecede (P<0,05) azaldig1 bulundu. Bitkilerin % 26, % 54 ve % 74 yaprak kivrilma

derecelerindeki stoma iletkenliklerinin kontrole oranla sirasiyla % 55, % 57 ve % 66

oraninda azaldiklar saptandi (Tablo 1).

Tablo 1. Kuraklik stresine maruz birakilmig C. setosa bitkisindeki yaprak kivrilma derecesi,
nispi su igerigi (%), yaprak su potansiyeli ve stoma iletkenligi. Stoma iletkenligi

kivrilmis ve kivrilmamis yapraklarin agik alanlarinda 6lgtildii.

Yaprak
Kuraklik Kivrilma Nispi Su Igerigi (%) Yaprak Su  Stoma lletkenligi
Periyodu Derecesi Potansiyeli (cms™)
(%) Yaprak Petiyol (MPa)
0 0 95,00+0,70d 97,37£0,54 d -0,15+0,05a 0,020+0,002 c

35 26£2.99 91,21£2,51 ¢ 93,61+0,90 ¢ -0,18+0,05a
47 54+3.16 82,03+0,39b  79,05+0,07 b -0,50 + 0,06 b
56 74+£2.82  78,85+0,27a  68,26+2,17 a -1,18+0,11 ¢

0,009+0,001 b
0,009+0,001 b
0,007+0,001 a

"Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasi. Aym harflerle gosterilen degerler 6nemli 6lgiide farkli degildir

(P <£0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.3. Glukoz-6-Fosfat-Dehidrogenaz (G-6-PDH) Aktivitesi

Bu ¢alismada, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G-6-PDH) apoplastik sivinin, simplastik

stvidan bulagmama isareti olarak kabul edilen sitoplazmik belirleyici enzim olarak

kullanildi. Apoplastik sividaki s6z konusu enzim aktivitesinin %1’den fazla olmadigi

sonucuna varildi. Yapilan analizlerde G-6-PDH aktivitesi 0’a yakin bir degerde bulundu.

Boylece apoplastik s1vi ¢ok saf bir yilizdede elde edildi (Tablo 2).
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Tablo 2. Kuralik stresine maruz birakilmis C. setosa bitkisinde Glukoz-6-fosfat-
dehidrogenaz (G-6-PDH, AA34 /dk/g taze agirlik) aktivitesindeki degisimler

Yaprak G-6-PDH (Yaprak) G-6-PDH (Petiyol)
Kivrilma Apoplast Simplast Apo/Simp  Apoplast  Simplast Apo/Simp
Derecesi(%) (%) (%)
0 0,069+0,028  92+2,82 0,075  0,058+0,011  30+£2,12 0,19
26 0,114+0,053 162+4,24 0,070  0,060+0,007  38+1,41 0,15
54 0,130+£0,071  212+6,36 0,061  0,150+0,021 46+4,24 0,32
74 0,158+0,014 182+5,65 0,086  0,133+0,032  28+0,70 0,47

“Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmast.

3.4. Kurakhk Stresinin Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) Uzerine Etkisi

Apoplastik hava ve su hacmi apoplastik hidrojen peroksit (H,O,) ve siiperoksit (O,")
hesaplamalarinda O6nemli parametrelerdir. Apoplastik hava boslugunun infiltrasyonu
apoplastik sivinin  sulanmasina neden oldugu icin apoplastik sividaki ¢oziinen
konsantrasyonu  sulandirma  faktorii ile  dogrulanmak  zorundadir. HO;’nin
hesaplanmasinda kullanilan sulandirma faktorii yaprak ve petiyol icin 1,8 ve 2,2,

sliperoksit i¢in sirastyla 1,2 ve 1,5 olarak bulundu.

3.4.1. Kuraklik Stresinin Apoplastik ve Simplastik Hidrojen Peroksit (H>O:)
Uzerine Etkisi

Kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin yaprak ve petiyollerinde yapilan analizler
sonucunda apoplastik ve simplastik H,O, iceriginin kontrolle kiyaslandiginda % 54 yaprak
kivrilma derecesine kadar arttig1 fakat daha sonra % 74 maksimum kivrilma derecesinde
azaldig1 bulundu. H,O; igeriginin apoplast ile kiyaslandiginda yaprak ve petiyol simplastik
alanlarinda daha yiiksek oldugu belirlendi. Yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda
sirastyla 1,4 ve 2,1 katlik, apoplastik alanda ise 2,1 ve 2 katlik artislarin oldugu tespit
edildi. H,O; igerigindeki bu artiglarin istatistiki bakimdan 6nemli oldugu (P<0,05) saptandi
(Tablo 3).
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Tablo 3. C. setosa’da yaprak kivrilmasi boyunca H,O, (umol g taze agirlik) iceriginde
meydana gelen degisimler

Yaprak Yaprak Petiyol
Kivrilma
Derecesi(%)  Simplast ~ Apoplast Simplast Apoplast
0 38+06a 1,5+04a 6,7+0,1a 13%04a
26 48+04ab 1,6+£02a 9,7£0,1b 14+03a
54 55+0,7b 3,1+£0,3Db 143+0,6c 2,6+03b
74 47+03ab 1,7+04a 94+03b 1,7+03a

“Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasi. Aym harflerle gosterilen degerler onemli 6lgiide farkli degildir
(P <£0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi)

3.4.2. Kuraklik Stresinin Apoplastik ve Simplastik Siiperoksit (0,") Uzerine
Etkisi

Kuraklik periyodu boyunca yaprak ve petiyolde yapilan analizler sonucunda simplastik
O," tiretiminin 6nemli derecede arttig1 belirlendi. Yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda
sirastyla 2,1 ve 1,3 katlik artiglarin oldugu bulundu. Apoplastik alanda ise O," liretiminde
kontrolle kiyaslandiginda yaprak ve petiyolde % 54 kivrilma derecesine kadar sirasiyla 5,0
ve 4,6 kathik artiglarin oldugu fakat daha sonra azaldigi (% 74 kivrilma derecesinde)
saptandi. Ayrica yaprak ve petiyol apoplastik alanindaki O,"  miktarmin simplastik

alandakinden daha yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo 4).

Tablo 4. C. setosa’da yaprak kivrilmasi boyunca O," (nmol min™'g taze agirlik) igeriginde
meydana gelen degisimler

Yaprak Yaprak Petiyol
Kivrilma
Derecesi(%)  Simplast Apoplast Simplast Apoplast
0 31,8+ 1,6a 101,6+30,9 a 273+44a 24,0+223 a
26 37,3+£09b 246,0+148 b 329+12b 71,6155 Db
54 41,1£1,2b 504,2+£13,7 ¢ 31,4+ 0,4ab 110,2 15,6 ¢
74 679+51c¢c 28424262 b 355+08b 61,4+102 b

“Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasi. Aym harflerle gosterilen degerler énemli 6lgiide farkli degildir
(P<0,05), (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi).
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3.5. Kuraklik Stresinin Apoplastik ve Simplastik Siiperoksit Dismutaz (SOD)
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kuraklik stresine maruz birakilan bitkilerin yaprak ve petiyollerinde yapilan analizler
sonucunda, kivrilma derecesinin artmasiyla beraber apoplastik ve simplastik siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesinin 6nemli derecede degismedigi belirlendi. Apoplastik alandaki
SOD aktivitesinin simplasta oranla ¢ok daha diisiik oldugu bulundu. Ornegin, yaprak
simplastik alaninda g taze agirlik basma 189 {iinite enzim olarak hesaplanan SOD
aktivitesinin, yaprak apoplastik alaninda ise 0,240 {inite enzim oldugu belirlendi.

Yaprak simplastik alanindaki SOD aktivitesinin, kontrolle kiyaslandiginda istatistiki
bakimdan (P<0,05) 6nemli 6l¢iide degismedigi bulundu. Kontrol bitkilerinin yapraklarinda
g taze agirlik basina 189 iinite enzim olarak hesaplanan aktivitenin % 26 kivrilma
derecesinde 195 tinite, % 54 kivrilma derecesinde 184 {inite ve % 74 kivrilma derecesinde
ise 196 iiniteye kadar arttig1 belirlendi. Bununla beraber kivrilma derecesi artarken bu
artiglarin istatistiki bakimdan 6nemli olmadig: tespit edildi. Petiyol simplastik alaninda ise,
aktivitenin sadece % 54 kivrilma derecesinde istatistiki bakimdan (P<0,05) 6nemli oldugu,

% 26 ve % 74 kivrilma dereceleri arasindaki farkin dnemli olmadig belirlendi (Sekil 4).

Simplastik SOD Aktivitesi
(Unite g taze agirhik)

0 26 54 74

Yaprak Kivriima Derecesi (%)

Sekil 4. C. setosa’nin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artis1 boyunca SOD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Olglimlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde dnemsizdir) EZ Yaprak [ Petiyol
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Apoplastik SOD aktivitesinin hem yaprak hem de petiyolde kurakligin baslangicinda
onemli Olclide degismedigi fakat % 74 yaprak kivrilma derecesinde her iki bitkisel yapida
da aktivitenin arttig1 belirlendi. Kontrol bitkilerinin yaprak apoplastik alanindaki g taze
agirlik basina 0,238 iinite enzim olarak bulunan aktivitenin % 26 kivrilma derecesinde
0,253 tniteye % 54 kivrilma derecesinde 0,255 iiniteye ve % 74 kivrilma derecesinde
0,273 tniteye arttig1 kaydedildi. Petiyol apoplastik alanindaki SOD aktivitesi ise kontrol,
% 26 ve % 54 yaprak kivrilma derecelerinde sirasiyla 0,084, 0,084 ve 0,089 iinite enzim
olarak hesaplanirken, % 74 kivrilma derecesinde 0,096 {initeye arttig1 bulundu (Sekil 5).
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0 26 54 74
Yaprak Kivriima Derecesi (%)

Sekil 5. C. setosa’nin yaprak ve petiyol apoplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artis1 boyunca SOD aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde dnemsizdir) [ Yaprak [7] Petiyol

3.6. Kurakhk Stresinin Apoplastik ve Simplastik Guaiakol Peroksidaz (GPX)
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kuraklik periyodu boyunca kivrilma derecesi artarken, apoplastik ve simplastik
guaiakol peroksidaz (GPX) aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda yaprak ve petiyolde
onemli derecede arttig1 belirlendi. En yliksek GPX aktivitesi yaprak simplastik alaninda
bulundu. Yaprak simplastik alanindaki enzim aktivitesinin, % 26, % 54 ve % 74 kivrilma

derecelerinde sirasiyla % 9, % 19,5 ve % 41, petiyolde ise % 16, % 32 ve % 67 oraninda
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arttig1 kaydedildi. Ayrica kivrilmanin biitlin asamalarinda GPX aktivitesinde meydana

gelen bu artiglarin istatistiki bakimdan 6nemli oldugu (P<0,05) tespit edildi (Sekil 6).

60 -
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Simplastik GPX Aktivitesi
(umol min™ g™ taze agirlik)

Yaprak Kivriima Derecesi (%)

Sekil 6. C. setosa’nin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artist boyunca GPX aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Olgiimlerin standart sapmasimi gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5

(P<0,05) seviyesinde dnemsizdir) B Yaprak [F] Petiyol

Yaprak apoplastik alanindaki GPX aktivitesinin petiyoldekinden daha yiiksek oldugu
bulundu. Yaprakta apoplasttaki aktivitenin % 26, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde
strastyla % 23, % 203 ve % 296, petiyolde ise % 29, % 100 ve % 214 oraninda arttig1
belirlendi. Ayrica her iki bitkisel yapinin simplastik alanlarindaki GPX aktivitesinin

apoplastakinden ¢ok daha yiiksek oldugu kaydedildi (Sekil 7).
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Sekil 7. C. setosa’nin yaprak ve petiyol apoplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artis1 boyunca GPX aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Ol¢iimlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde onemsizdir) EZ Yaprak [7] Petiyol

3.7. Kurakhk Stresinin Apoplastik ve Simplastik Katalaz (CAT) Aktivitesi
Uzerine Etkisi

Kivrilma derecesinin artmasiyla beraber bitkilerin yaprak ve petiyollerinde yapilan
analizler sonucunda simplastik ve apoplastik katalaz aktivitesinin istatistiki agidan énemli
derecede arttig1 (P<0,05) kaydedildi. Yaprak ve petiyoldeki simplastik katalaz aktivitesinin
kontrolle kiyaslandiginda arttig1 saptandi. Aktivitedeki bu artisin yaprakta kivrilma
periyodu boyunca, petiyolde ise sadece % 74 kivrilma derecesinde oldugu belirlendi.
Yapraktaki simplastik katalaz aktivitesinin, % 26, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde

sirastyla % 198, % 242 ve % 237, petiyolde ise % 10, % 15 ve % 45 oraninda arttig1
goriildi (Sekil 8).
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Sekil 8. C. setosa’nin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artis1 boyunca CAT aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Olgiimlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gdsterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde dnemsizdir) [ Yaprak [ Petiyol

Apoplastik katalaz aktivitesinin yaprakta kivrilma boyunca arttig1, petiyolde ise dnemli
derecede degismedigi belirlendi. Yaprak apoplastik alanindaki katalaz aktivitesinin % 26,
% 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde sirasiyla % 20, % 28 ve % 28 oraninda arttigi
bulundu. En diisiik katalaz aktivitesi petiyol apoplastinda bulunurken, en yiiksek aktivite
yaprak simplastinda kaydedildi (Sekil 9).
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Sekil 9. C. setosa’nin yaprak ve petiyol apoplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artist boyunca CAT aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Olgiimlerin standart sapmasmi gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir) [ Yaprak [] Petiyol

3.8. Kurakhk Stresinin Apoplastik ve Simplastik Askorbat Peroksidaz (APX)
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kuraklik periyodu boyunca bitkilerin yaprak ve petiyollerinde yapilan analizler
sonucunda en yliksek apoplastik ve simplastik APX aktivitesinin yaprakta oldugu goriildii.
Bununla birlikte, simplasttaki aktivite apoplasttaki aktiviteden daha yiiksekti. Kuraklik
periyodu esnasinda yaprakta simplastik APX aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda
onemli dl¢lide degismedigi fakat petiyolde % 26 ve % 74 kivrilma derecelerinde arttig1
belirlendi. Petiyoldeki aktivitenin kontrolde taze agirlik basina 15,70 pmol iken, % 26
kivrilma derecesinde % 29 oraninda artarak 20,23 pumol’e yiikseldigi daha sonra % 54
kivrilma derecesinde 15,63 pumol’e distiigi ve % 74 kivrilma derecesinde ise % 46,5
oraninda artarak 23,01 pmol’e yiikseldigi goriildi. Aktivitedeki artiglarinin istatistiki

bakimdan 6nemli oldugu (P<0,05) tespit edildi (Sekil 10).
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Sekil 10. C. setosa’nin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artis1 boyunca APX aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Olclimlerin standart sapmasim1 gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde dnemsizdir) [ Yaprak [ Petiyol

Kivrilma arttikga yaprak ve petiyoldeki apoplastik APX aktivitesinin kontrolle
kiyaslandiginda arttig1, petiyolde sadece % 54 kivrilma derecesinde aktivitenin
degismedigi belirlendi. Kontrol bitki grubunda yaprakta taze agirlik basina 0,15 pmol olan
aktivite % 26 kivrilma derecesinde 1,56 pmol, % 54 kivrilma derecesinde 1,28 pmol ve %
74 maksimum kivrilma derecesinde 1,70 pmol’e yiikseldigi saptandi. Petiyol apoplastinda
ise kontrolde 0,83 umol olan aktivite % 26 kivrilma derecesinde 0,88 umol, % 54 kivrilma
derecesinde 0,85 umol ve % 74 kivrilma derecesinde ise, % 14,5 oraninda artarak 0,95
umol’e yiikseldigi bulundu. Apoplasttaki en yiiksek APX aktivitesi % 74 kivrilma
derecesinde gorildii (Sekil 11).
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Sekil 11. C. setosa’nin yaprak ve petiyol apoplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artist boyunca APOX aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan 6l¢iimlerin standart sapmasini gdstermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde onemsizdir) E2 Yaprak [-] Petiyol

3.9. Kuraklik Stresinin NAD(P)H Oksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

NAD(P)H oksidaz aktivitesi yaprakta kontrolle kiyaslandiginda arttigi saptandi. Bu
artiglarin % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde istatistiki bakimdan 6nemli oldugu (P<0,05)
tespit edildi. Yapraktaki bu aktivitedeki artisin yaklagik olarak 1,2 kat oldugu goriildii.

Buna karsilik petiyolde tiim kivrilma periyotlarinda aktivitede degisim olmadigi bulundu

(Sekil 12).
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Sekil 12. C. setosa’nin yaprak ve petiyolde kivrilma derecesinin artis1 boyunca
NAD(P)H Oksidaz aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Ol¢iimlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gdsterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir) A Yaprak [F] Petiyol

3.10. Kurakhik Stresinin Apoplastik ve Simplastik Glutatyon Rediiktaz (GR)
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kivrilma derecesinin artmasiyla beraber kuraklik periyodu arttik¢a yaprak simplastik
alanindaki glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda arttigi ve bu
artigin istatistiki bakimdan 6nemli oldugu (P<0,05) belirlendi. Enzim aktivitesinin % 26
kivrilma derecesinde % 1 oraninda azaldigi, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde ise
strastyla, % 79 ve % 93 oraninda arttig1 goriildii. Petiyolde ise GR aktivitesinin kontrolle
kiyaslandiginda azaldigi ve bu azalisin % 26, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde

strastyla, % 31, % 14 ve % 19,5 oraninda oldugu bulundu (Sekil 13)
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Sekil 13. C. setosa’nin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artis1 boyunca GR aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde onemsizdir) B4 Yaprak [E Petiyol

Kuraklik periyodu boyunca yaprakta apoplastik GR aktivitesinin simplastik GR
aktivitesinde oldugu gibi kontrolle kiyaslandiginda arttig1, petiyolde ise aktivitenin % 26 ve
% 54 kivrilma derecelerinde arttig1 daha sonra azaldigi goriildii. Apoplasttaki aktivitenin %
26, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde sirasiyla, yaprakta % 19,5 % 93 ve % 285,
petiyolde ise, % 26, % 46 ve % 5,5 oraninda arttig1 kaydedildi. Yapraktaki artiglarin tiim
kivrilma derecelerinde petiyolde ise sadece % 26 ve % 54 kivrilma derecelerinde istatistiki
bakimdan 6nemli oldugu (P<0,05) tespit edildi. Ayrica, en yiikksek GR aktivitesi yaprak
simplastinda belirlenirken, en diisiik aktivitenin petiyol apoplastinda oldugu goriildi (Sekil

14).
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Sekil 14. C. setosa’nin yaprak ve petiyol apoplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artis1 boyunca GR aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde onemsizdir) EZ Yaprak [-] Petiyol

3.11. Kurakhk Stresinin Apoplastik ve Simplastik Dehidroaskorbat Rediiktaz
(DHAR) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kuraklik periyodu boyunca yaprak ve petiyolde yapilan analizler sonucunda
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) aktivitesinin sadece yaprak ve petiyol simplastik
alaninda varoldugu apoplastik alanda ise aktivitenin olmadig1 goriildii. Yaprak simplastik
alanindaki DHAR aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda 6nemli dlgiide arttig1 ve bu artigin
istatistiki agidan 6nemli oldugu (P<0,05) belirlendi. Yapraktaki bu artiglarin % 26, % 54 ve
% 74 kivrilma derecelerinde sirasiyla, % 101, % 172 ve % 193 oraninda oldugu goriildii.
Petiyol simplastinda ise aktivitenin, % 26 kivrilma derecesinde % 40 ve % 54 kivrilma

derecesinde % 43 oraninda arttigi bulundu. Ancak % 74 kivrilma derecesinde ise

aktivitenin degismedigi kaydedildi (Sekil 15).
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Sekil 15. C. setosa’nin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artist boyunca DHAR aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii
olarak yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir
yaprak kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki
fark % 5 (P<0,05) seviyesinde dnemsizdir) A Yaprak [ Petiyol

3.12. Kurakhk Stresinin Apoplastik ve Simplastik Monodehidroaskorbat
Rediiktaz (MDHAR) Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yaprak ve petiyollerde yapilan analizler sonucunda, monodehidroaskorbat rediiktaz
(MDHAR) aktivitesinin DHAR aktivitesinde oldugu gibi sadece yaprak ve petiyol
simplastik alaninda varoldugu her iki bitkisel yapinin apoplastik alaninda ise olmadigi
goriildii. Simplasttaki MDHAR aktivitesinin hem yaprak hem de petiyolde kontrolle
kiyaslandiginda arttig1 bulundu. Yapraktaki aktivite artiginin tiim kivrilma derecelerinde
istatistiki bakimdan 6nemli oldugu (P<0,05) belirlendi. Ancak petiyolde aktivitedeki artisin
sadece % 26 ve % 54 kivrilma derecelerinde énemli oldugu, % 74 maksimum kivrilma
derecesinde ise aktivitenin kontrol seviyesine diistiigii kaydedildi. Simplasttaki aktivitenin
yaprakta, % 26, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde sirasiyla, % 88, % 128 ve % 83,5
petiyolde ise % 67, % 105 ve % 8 oraninda artti1 goriildii (Sekil 16).
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Sekil 16. C. setosa’nin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda kivrilma
derecesinin artis1 boyunca MDHAR aktivitesindeki degisiklikler (Barlar
3 tekerriirli olarak yapilan Olglimlerin  standart sapmasini
gostermektedir. Her bir yaprak kivrilma derecesinde ayni harflerle
gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5 (P<0,05) seviyesinde
Oonemsizdir) B Yaprak [F] Petiyol

3.13. Kurakhk Stresinin Apoplastik ve Simplastik Polifenol Oksidaz (PPO)
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kuraklik periyodu boyunca kivrilma derecesinin artmasina paralel olarak yaprak
simplastik polifenol oksidaz aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan
(P<0,05) 6nemli derecede azaldigi bulundu. Enzim aktivitesinde % 26, % 54 ve % 74
kivrilma derecelerinde sirasiyla % 36,20, % 38,68 ve % 55,11 oraninda azalis oldugu
goriildii. Petiyolde ise simplastik PPO aktivitesinin % 26 ve % 54 kivrilma derecelerinde
kontrole kiyasla arttig1 % 74 maksimum kivrilma derecesinde ise tekrar azaldigi belirlendi.
% 74 kivrilma derecesindeki aktivitenin % 26 kivrilma derecesindeki aktivite arasinda

istatistiki agidan fark olmadig gorildii (Sekil 17).
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Sekil 17. C. setosa’nin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artis1 boyunca PPO aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Ol¢limlerin standart sapmasini gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde dnemsizdir) B Yaprak [F Petiyol

Yaprak ve petiyol apoplastik alanlarindaki PPO aktivitesinin kuraklik periyodu arttik¢a
arttigi bulundu. Yaprak apoplastik PPO aktivitesinin % 26, % 54 ve % 74 kivrilma
derecelerinde sirasiyla, % 37,69, % 30,23 ve % 43,20 petiyolde ise % 23,04, % 22,84 ve %
43,48 oraninda arttigt goriildii. Yaprak apoplastindaki aktivitenin tim kivrilma
derecelerinde istatiski agidan Snemli oldugu, petiyolde ise % 26 ve % 54 kivrilma
dereceleri arasindaki farkin 6nemli olmadig1 diger kivrilma dereceleri arasindaki farkin

onemli oldugu kaydedildi (Sekil 18).
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Sekil 18. C. setosa’nin yaprak ve petiyol apoplastik alanlarinda kivrilma derecesinin
artist boyunca PPO aktivitesindeki degisiklikler (Barlar 3 tekerriirlii olarak
yapilan Olclimlerin standart sapmasii gostermektedir. Her bir yaprak
kivrilma derecesinde ayni harflerle gosterilen siitunlar arasindaki fark % 5
(P<0,05) seviyesinde 6nemsizdir) Yaprak [-] Petiyol



63

3.14. Kurakhk Stresinin Guaiakol Peroksidaz (GPX) izoenzimleri Uzerine Etkisi

«—Simplast— «— Apoplast —

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 19. C. setosa’nin yaprak simplast ve apoplastik alanlarinda kivrilma
derecesinin GPX izoenzimleri tizerine etkisi (Simplast-1: Kontrol,
2: % 26, 3: % 54, 4: % 74; Apoplast-5: Kontrol, 6: % 26, 7: % 54,
8: % 74 kivrilma derecesi).

GPX izoenzimleri ile yapilan poliakrilamid jel elektroforezi analizlerine gore C. setosa
yaprak simplastinda 4 tane peroksidaz izoenzim bandinin oldugu tespit edildi. Apoplastta
ise sadece bir tane izoenzim bandi goriildi (Sekil 19). Simplastta var olan 4 battan 2

bandin apoplastta olmadigi belirlendi.
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3.15. Kurakhk Stresinin Siiperoksit Dismutaz (SOD) izoenzimleri Uzerine Etkisi

—Simplast— «— Apoplast —

1 2 3 4 5 6 7 8
k.

Sekil 20. C. setosa’nin yaprak simplast ve apoplastik alanlarinda kivrilma
derecesinin SOD izoenzimleri iizerine etkisi (Simplast-1: Kontrol,
2: % 26, 3: % 54, 4: % 74; Apoplast-5: Kontrol, 6: % 26, 7: % 54,
8: % 74 kivrilma derecesi).

SOD izoenzimleri ile yapilan elektroforez ¢aligmalar1 sonucu sadece simplastik alanda
2 izoenzim bandinin varlig1 belirlendi. Bu izoenzim bandlarinin tiim kivrilma derecelerinde
varoldugu gozlendi. Spektrofotometrik Olgiimler sonucu SOD’un ¢ok diisiik aktivite

gostermesinden dolay1 yaprak apoplastinda SOD izoenzimi belirlenemedi (Sekil 20).
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3.16. Kurakhk Stresinin Katalaz (CAT) izoenzimleri Uzerine Etkisi

«—Simplast— «— Apoplast —
1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 21. C. setosa’nin yaprak simplast ve apoplastik alanlarinda kivrilma
derecesinin CAT izoenzimleri iizerine etkisi (Simplast-1: Kontrol,
2: % 26, 3: % 54, 4: % 74; Apoplast-5: Kontrol, 6: % 26, 7: % 54,
8: % 74 kivrilma derecesi).

CAT izoenzimleri ile yapilan elektroforez caligmalari sonucunda simplastik alanda
sadece tek bir izoenzim bandiin varligt belirlendi. Bu izoenzim bandinin tim kivrilma
derecelerinde varoldugu gozlendi. Spektrofotometrik 6l¢timler sonucu CAT’ 1n ¢ok diisiik
aktivite gostermesinden dolay1 yaprak apoplastinda herhangi bir CAT izoenzimi

belirlenemedi (Sekil 21).
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3.17. Kurakhgin Glutatyon Rediiktaz (GR) Izoenzimleri Uzerine Etkisi

«—Simplast— «— Apoplast —

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 22. C. setosa’nin yaprak simplast ve apoplastik alanlarinda kivrilma
derecesinin GR izoenzimleri iizerine etkisi (Simplast-1:
Kontrol, 2: % 26, 3: % 54, 4: % 74; Apoplast-5: Kontrol, 6: %
26, 7: % 54, 8: % 74 kivrilma derecesi).

GR izoenzimleri ile ilgili yapilan elektroforez ¢alismalar1 sonucuna gore simplastik
alanda kivrilma derecesinin artisina bagl olarak izoenzim bantlarinin sayisinda herhangi
bir degisimin olmadig1 sadece bantlarin koyuluklarinda farklilik oldugu gdriildii.
Spektrofotometrik dl¢timler sonucu GR’nin ¢ok diisiik aktivite gostermesinden dolay1

yaprak apoplastinda GR izoenzimi belirlenemedi (Sekil 22).
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3.18. Kurakhk Stresinin Askorbat Peroksidaz (APX) izoenzimleri Uzerine Etkisi

«— Simpast — |— Apoplast -|
1 2 3 4

Sekil 23. C. setosa’nin yaprak simplast ve apoplastik alanlarinda kivrilma
derecesinin APX izoenzimleri Tlizerine etkisi (Simplast-1:
Kontrol, 2: % 26, 3: % 54, 4: % 74; Apoplast-5: Kontrol, 6: %
26, 7: % 54, 8: % 74 kivrilma derecesi).

APX izoenzimleri ile ilgili yapilan jel elektroforezi caligmalari sonucuna gore
simplastik alanda kivrilma derecesinin artisina bagl olarak 3 izoenzim bandinin oldugu
fakat kivrilma derecesi boyunca bantlarin sayisinda herhangi bir degisimin olmadigi,
sadece bantlarin yogunluklarinda farklilik oldugu goriildii. Spektrofotometrik Sl¢timler
sonucu APX’nin ¢ok diisiik aktivite gostermesinden dolay1 yaprak apoplastinda APX

izoenzimi belirlenemedi (Sekil 23).
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3.19. Kurakhk  Stresinin  Monodehidroaskorbat  Peroksidaz  (MDHAR)
Izoenzimleri Uzerine Etkisi

«— Simpast —
1 2 3 4

Sekil 24. C. setosa’nin yaprak simplast alanindaki kivrilma derecesinin
MDHAR izoenzimleri iizerine etkisi (Simplast-1: Kontrol, 2:
% 26, 3: % 54, 4: % 74 kivrilma derecesi)

MDHAR izoenzimleri ile ilgili yapilan jel elektroforezi caligmalari sonucuna gore
simplastik alanda kivrilma derecesinin artisina bagli olarak farkli bir izoenzim bandinin
olmadig1 sadece bantlarin yogunluklarinda farkliliklar oldugu goriildii. Spektrofotometrik
Ol¢iimler sonucu MDHAR aktivitesinin apoplastta yer almadigi belirlendi (Sekil 24).



69

3.20. Kurakhk Stresinin Polifenol Oksidaz (PPO) izoenzimleri Uzerine Etkisi

«—Simplast— < Apoplast —

Sekil 25. C.setosa’nin yaprak simplast ve apoplastik alanlarinda
kivrilma derecesinin  PPO izoenzimleri {lizerine etkisi
(Simplast-1: Kontrol, 2: % 26, 3: % 54, 4: % 74; Apoplast-5:
Kontrol, 6: % 26, 7: % 54, 8: % 74 kivrilma derecesi).

PPO izoenzimleri ile ilgili yapilan jel elektroforezi calismalari sonucuna gore
simplastik alanda kivrilma derecesinin artisina bagli olarak farkli bir izoenzim bandinin
olmadig1 sadece bantlarin yogunluklarinda farkliliklar oldugu saptandi. Spektrofotometrik
Olciimlerde belirlenen aktiviteyle paralel olarak kontrole gore % 74 kivrilma derecesinde
bantlarin daha az yogun oldugu goriildii. Apoplastta ise PPO aktivitesi simplasttaki
aktiviteye gore ¢ok daha diisiik oldugundan sadece varlig1 belirlendi (Sekil 25).

3.21. Kurakhk Stresinin indirgenmis Glutatyon (GSH) ¢erigi Uzerine Etkisi

Kuraklik stresine maruz birakilan C. setosa bitkisinin yaprak ve petiyollerinde yapilan
analizler sonucunda glutatyon igeriginin (GSH+GSSG) yaprak ve petiyol simplastik
alaninda var oldugu, her iki bitkisel yapinin apoplastik alanlarinda bulunmadig: saptandi.
Simplastik alanda yapraktaki glutatyon iceriginin petiyoldekinden daha yiiksek oldugu
belirlendi. Simplastik GSH igerigi kuraklik periyodu arttik¢a artti. GSH igerigi yaprakta %
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26, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde % 99, % 195 ve % 54 oraninda artt1. Petiyolde ise
% 26 kivrilma derecesinde % 20 oraninda azalirken, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde
% 46 ve % 48 oraninda arttig1 kaydedildi. Kuraklik, yaprak simplastik alaninda okside
glutatyon (GSSG) igeriginde 6nemli bir azalisa neden oldu. Buna karsilik GSSG petiyolde
kurakligin baslangicinda (% 26 kivrilma derecesinde) artarken, % 54 ve % 74 kivrilma
derecelerinde degismedi (Tablo 5).

Kuraklik periyodunun artmastyla GSH/GSSG oran her iki bitkisel yapinin simplastik
alaninda arttig1 bulundu. Kontrol bitkilerinde yaprakta GSH/GSSG oran1 g taze agirlik
basina 2,12 nmol iken, % 26 kivrilma derecesinde 6,58 nmol’e, % 54 kivrilma derecesinde
10,30 nmol’e ve % 74 maksimum kivrilma derecesinde ise 12 nmol’e kadar yiikseldigi
saptand1. Petiyolde ise kontrolde 3,6 nmol olan GSH/GSSG oranmn, % 26 kivrilma
derecesinde 1.65 nmol’e diistiigli % 54 kivrilma derecesinde 6.07 nmol’e ve % 74 kivrilma

derecesinde 6.66 nmol’e yiikseldigi bulundu (Tablo 5).

Tablo 5. Kuraklik stresine maruz birakilmig C. setosa bitkisinde yaprak ve petiyol
simplastik alanlarindaki indirgenmis glutatyon (GSH, nmol g taze agirlik) ve
okside glutatyon (GSSG, nmol g taze agirlik) icerigindeki degisimler

Yaprak Yaprak Petiyol
Kivrilma
Derecesi(%) GSH GSSG  GSH/GSSG GSH GSSG GSH/GSSG
0 18512 a 87t1,7 ¢ 2,12 54+09b 15t1,1 a 3,60
26 369+17Db 5610,5b 6,58 4340,8 a 26+1,8 b 1,65
54 546+17d 53+3,6 b 10,30 79+1,7 ¢ 13£3,5a 6,07
74 468+24 ¢ 3912 a 12,00 80+3,5 ¢ 12+0,5 a 6,66

“Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasi. Aym harflerle gosterilen degerler onemli 6lgiide farkli degildir
(P<0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

3.22. Kuraklhk Stresinin Askorbat (ASC) Icerigi Uzerine Etkisi

Kuraklik periyodu boyunca yaprak ve petiyolde yapilan analizler sonucunda askorbat
(ASC) ve dehidroaskorbat (DHA) igeriklerinin C. setosa bitkisinin hem apoplastik hem de
simplastik alanlarinda var oldugu goriildii. Yaprak ve petiyolde apoplastik ASC igeriginin
kontrolle kiyaslandiginda kivrilma periyodu boyunca arttigi belirlendi ve bu artiglarin
istatistiki olarak dnemli oldugu (P<0,05) kaydedildi. Apoplastik DHA igeriginin yaprakta
artt1g1 petiyolde ise azaldig1 bulundu (Tablo 6).
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Tablo 6. C. setosa’da yaprak kivrilmasi boyunca yaprak ve petiyol apoplastik alanlarindaki
askorbat (ASC, pg g ' taze agirhk) ve dehidroaskorbat (DHA, pg g ™' taze
agirlik) igeriginde meydana gelen degisimler

Yaprak Apoplast Yaprak Apoplast Petiyol
Kivrilma
Derecesi(%) ASC DHA ASC/DHA ASC DHA ASC/DHA
0 0,940,022~ 2,8+0,07 a 0,32 0,4+0,01 a 1,80+0,03¢ 0,22
26 1,5£0,02d  7,4£0,04 ¢ 0,20 0,6£0,02¢ 1,21+£0,10a 0,49
54 1,4+0,02¢  6,8+0,08 b 0,20 0,5+0,04b 1,60+0,03b 0,31
74 1,240,08 b 6,910,10 b 0,17 0,740,10 ¢ 1,30+0,02a 0,53

"Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasi. Aym harflerle gosterilen degerler énemli 6lgiide farkli degildir
(P<0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

Simplastik ASC igeriginin yaprakta % 26 ve % 54 kivrilma derecelerinde artarken %
74 kivrilma derecesinde azaldigi goriildii. Petiyolde ise kurakligin baglangicinda (% 26
kivrilma derecesinde) artan ASC igeriginin % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde azaldig:
belirlendi. Ayrica simplastik DHA igeriginin kontrolle kiyaslandiginda kuraklik boyunca
arttig1 bulundu. Petiyolde ise % 26 kivrilma derecesinde 6nemli bir degisimin olmadigi, %

54 ve % 74 kivrilma derecelerinde ise DHA nin azaldig: goriildii (Tablo 7).

Tablo 7. C. setosa’da yaprak kivrilmasi boyunca yaprak ve petiyol simplastik alanlarindaki
askorbat (ASC, pg g ' taze agirlik) ve dehidroaskorbat (DHA, pg g ' taze
agirlik) iceriginde meydana gelen degisimler

Yaprak Simplast Yaprak Simplast Petiyol
Kivrilma
Derecesi(%) ASC DHA  ASC/DHA  ASC DHA  ASC/DHA
0 51,140,8 b~ 125,0+1,3a 0,40 3,580,60c  31£l,6¢ 0,11
26 67,5t1,6 ¢ 273,246,8c 0,24 6,810,05d  36+2,7d 0,18
54 64,0+1,3¢c 267,0£1,5¢ 0,23 1,5£0,02b  2610,1b 0,06
74 48,1+1,1a 260,0+£1,2b 0,18 0,5+0,07a  22+0,1 a 0,02

“Ug tekerriirlii ortalamanin standart sapmasi. Aym harflerle gosterilen degerler énemli dlgiide farkli degildir
(P<0,05), (Duncan Coklu Karsilastirma Testi).

ASC/DHA orani stresin siddetiyle yaprakta hem simplastik hem de apoplastik alanda
azald1. Ornegin, kontrol bitkilerinde yaprak apoplastik alaninda g taze agirlik basmna 0,32
umol olan ASC/DHA oraninin, % 26 ve % 54 kivrilma derecelerinde 0,20 pumol’e, % 74

maksimum kivrilma derecesinde ise 0,17 pmol’e diistiigli bulundu. Yaprak simplastik
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alaninda ise bu oranin kontrol bitkilerinde 0,40 umol iken, % 26, % 54 ve % 74 kivrilma
derecelerinde sirastyla, 0,24, 0,23 ve 0,18 umol’e diistiigii belirlendi. Petiyolde, simplastik
alanda ASC/DHA oranmin kivrilma periyodu boyunca azaldigi, apoplastta ise arttig
saptand1. Ornegin, apoplastta kontrol bitkilerinde g taze agirlik basma 0,22 pmol olan bu
oran % 26 kivrilma derecesinde 0,50 umol’e yiikseldi. % 54 kivrilma derecesinde tekrar
0,31 umol’e diiserken % 74 kivrilma derecesinde 0,53 pmol’e yiikseldi. Simplastta ise,
kontrol bitkilerinde ASC/DHA oraninin 0,11 pmol iken, % 26 kivrilma derecesinde 0,18
umol’e yiikseldigi, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde sirasiyla, 0,06 ve 0,02 pmol’e
diistiigii belirlendi.

3.23. Kuraklik Stresi Esnasinda Reaktif Oksijen Tiirlerinin Dokusal Yerlesimi

Siiperoksit radikalinin dokusal yerlesimini belirlemek i¢in yaprak kivrilma derecesinin
artist boyunca yapraktan alinan kesitler 120 dakika NBT ile inkiibe edildikten sonra
stiperoksit tarafindan NBT’nin indirgenmesi sonucu olugsan mavi formazonun ¢ok az
miktarda mezofil hiicrelerinde ve yaprak orta damarinin iist epidermisinin altindaki birkag
sira halindeki hiicrelerde biriktigi bulundu (Sekil 26). Kesitler CuZn-SOD inhibitorii olan
DDC varliginda inkiibe edildiginde mezofil hiicrelerinde formazonun daha yogun sekilde
olustugu belirlendi. Yaprak kivrilma derecesi artik¢a sliperoksit iiretiminin arttig1 goriildii.
Kontrolde ve % 26 kivrilma derecelerinde sadece mezofil hiicrelerinde ve {ist epidermisin
altindaki hiicrelerde az miktarda olan mavi formazonun (Sekil 27, 28), % 54 ve 6zellikle
% 74 yaprak kivrilma derecelerinde ¢ogunlukla mezofil hiicrelerinde daha az oranda da

yaprak orta damarinin korteksinde bulundugu goriildii (Sekil 29, 30).



73

Sekil.26. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda kontrol bitkilerinin yaprak ve
yaprak orta damarindan alinan enine kesitlerde NBT indirgenmesi

sonucu formazon olusumu. (a,b,c; yaprak orta damarindan enine kesit,
d; yapraktan enine kesitte mezofil hiicreleri).

Sekil 27. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda kontrol grubu bitkilerinin yaprak
ve yaprak orta damarindan alinan enine kesitlerdeki formazon olusumu
lizerine inhibitdriin (DDC) etkisi. (a,b,c; yaprak orta damarindan enine
kesit, d; yapraktan enine kesitte mezofil hiicreleri).
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Sekil. 28. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda % 26 yaprak kivrilma derecesine
sahip bitkilerin yaprak ve yaprak orta damarindan alinan enine
kesitlerdeki formazon olusumu iizerine inhibitoriin (DDC) etkisi. (a,b,c;
yaprak orta damarimdan enine kesit, d; yapraktan enine kesitte mezofil

hiicreleri).

Sekil 29. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda % 54 yaprak kivrilma derecesine
sahip bitkilerin yaprak ve yaprak orta damarindan alinan enine
kesitlerdeki formazon olusumu iizerine inhibitdriin (DDC) etkisi. (a,b,c;
yaprak orta damarindan enine kesit, d; yapraktan enine kesitte mezofil

hiicreleri).
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Sekil 30. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda % 74 yaprak kivrilma derecesine
sahip bitkilerin yaprak ve yaprak orta damarindan alinan enine
kesitlerdeki formazon olusumu iizerine inhibitoriin (DDC) etkisi. (a,b,c;
yaprak orta damarindan enine kesit, d; yapraktan enine kesitte mezofil
hiicreleri).

Hidrojen peroksitin dokusal yerlesimini belirlemek i¢in yaprak kivrilma derecesinin
artis1 boyunca yaprak ve yaprak orta damarindan alinan kesitler 24 saat karanlikta 3,3’-
diaminobenzidin (DAB) ile inkiibe edildi. H,O, nin varlig1 kirmizi-kahve karigimi rengin
olusumuyla anlasildi. H,O, iiretildigi alanlarin siiperoksitin tretildigi alanlara benzer
oldugu saptandi. H,O, birikiminin mezofil hiicrelerinin (palizat ve siinger parankimasi) ve
iist epidermal hiicrelerinin ¢eperlerinde bulundugu tespit edildi. Ayrica yaprak orta
damarinin iist ve alt epidermal hiicrelerinde ve parankima hiicrelerinin ¢eperlerinde de
H,0;’nin biriktigi belirlendi. Kontrol, % 26 ve % 74 kivrilma dereceleri arasinda ¢ok fazla
degisimin olmadig1 fakat % 54 kivrilma derecesinde daha koyu rengin olusumu ile H,O,
tiretiminin artti31 gozlendi (Sekil 31). Diger taraftan ASC ile muamele edilen kesitler DAB
ile boyandiginda ASC’nin H,O; olusumunu baskiladigi saptandi (Sekil 32, 33, 34, 35).
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Sekil 31. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda kontrol bitkilerinde 10 mM ASC
varliginda DAB ile boyanan bitkilerin yaprak ve yaprak orta damarindan
alman enine kesitlerde H,O, birikimi. (a,b,c; yaprak orta damarindan
enine kesit, d; yapraktan enine kesitte mezofil hiicreleri).

Sekil 32. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda DAB varliginda kontrol grubu
bitkilerin yaprak ve yaprak orta damarindan alinan enine kesitlerde H,O,
birikimi. (a,b,c; yaprak orta damarindan enine kesit, d; yapraktan enine
kesitte mezofil hiicreleri).
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Sekil 33. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda DAB varliginda % 26 kivrilma
derecesine sahip bitkilerin yaprak ve yaprak orta damarindan alinan
enine kesitlerde H,O, birikimi. (a,b,c; yaprak orta damarindan enine
kesit, d; yapraktan enine kesitte mezofil hiicreleri).

Sekil 34. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda DAB varliginda % 54 yaprak
kivrilmasina sahip bitkilerin yaprak ve yaprak orta damarindan alinan
enine kesitlerde H,O; birikimi. (a,b,c; yaprak orta damarindan enine
kesit, d; yapraktan enine kesitte mezofil hiicreleri).
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Sekil 35. C. setosa’da kuraklik stresi esnasinda DAB varliginda % 74 yaprak
kivrilmasina sahip bitkilerin yaprak ve yaprak orta damarindan alinan
enine kesitlerdeki H,O, birikimi. (a,b,c; yaprak orta damarindan
enine kesit, d; yapraktan enine kesitte mezofil hiicreleri).



4. TARTISMA

Bu ¢alismada Ctenanthe setosa bitkisinin yaprak ve petiyollerinde yapilan analizlerde
bitkilerin  kuraklik stresine dayaniklilik  gelistirebilmesinde  yaprak  kivrilma
mekanizmasinin yani sira bitkinin su durumuyla iligkili olarak apoplastik ve simplastik
alanlarda yer alan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin rolii arastirildi. Ayrica
yaprak kivrilmasiyla iligkili olarak reaktif oksijen tiirleri yoniinden dengenin nasil degistigi
incelendi.

Bitkilerde stres kosullarinda degisen ve bitkinin su durumunu gosteren parametrelerden
biri nispi su igerigi (NSI) olup, calismamizda dncelikle yaprak kivrilma derecesinin artist
boyunca nispi su igeriginde meydana gelen degisimler belirlenmis ve bdylece bitkinin
strese maruz kalip kalmadigi kalmissa stresin derecesi tespit edilmistir. Mevcut ¢caligmada
C. setosa’da yaprak kivrilma derecesinin artmasiyla nispi su igeriginin azaldigi
goriilmiistiir. 56 giinliik kuraklik periyodu sonunda nispi su igeriginin yaprakta % 95’ten %
78’e, petiyolde ise % 68’e diistligli belirlenmistir. Elde edilen sonuglar stres esnasinda
bitkinin su durumunu gdsteren c¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Ornegin, misir
bitkisinde yapilan bir calismada kontrol bitkilerinin yapraklarindaki nispi su igerigi
degismezken kuraklifa maruz birakilanlarda kurakligin 3. giinlinden sonra azalmaya
bagladig1 belirlenmistir (Foyer vd., 1998). Yine yapilan bir ¢alismada Poa pratensis
(Poaceae) ve Festuca arundinacea bitkilerinde nispi su iceriginin kuraklik periyodunun
artmasiyla onemli derecede azaldigi rapor edilmistir (Fu ve Huang, 2001). Benzer sekilde
Xerosicyos danguyi (Cucurbitacea) bitkisinde nispi su igeriginin % 92’den % 50’ye, Olea
europaea’da ise % 84’ten % 74’e diistiigii kaydedilmistir (Bastide vd., 1993; Giorio vd.,
1999). Calismamizda C. setosa bitkisinde nispi su igerigindeki diisiis kuraklik periyodunun
35. giinlinde baslamis olup, yukaridaki degerlere kurakligin 56. giiniinde ulasilmigtir. C.
setosa’nin agir kuraklik stresi esnasinda bile diger bitkilerde orta seviyedeki su stresinde
goriilebilecek bir nispi su igerigine sahip olmasi bu bitkinin yapraklarim1 kivirarak
kurakliga dayaniklilik sagladiginin bir gostergesidir.

Su stresinden etkilenen ve bitkinin su durumunu gosteren diger bir parametrede yaprak
su potansiyelidir (). Nispi su icerigi ve yaprak su potansiyelinin kuraklik stresi i¢in iyi bir

indikator oldugu bilinmektedir (Shaw vd., 2002). Calismamizda yaprak su potansiyelinin
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nispi su igeriginde oldugu gibi kuraklik periyodu esnasinda yaprak kivrilma derecesi
boyunca -0,15 MPa’dan -1,18 MPa’a distiigii bulunmustur. Benzer sekilde kuraklik stresi
altindaki celtik bitkisinin kiiltivarlarinda yapilan bir ¢alismada yaprak su potansiyelinin -
0.5 MPa’dan -2 MPa’a diistiigii rapor edilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Yine bugdayda
yapilan bir calismada kuraklik stresinin yaprak su potansiyelini kontrol bitkilerinde -0.63
MPa’dan stres gec¢irmis bitkilerde -2 MPa’a diisiirdiigi kaydedilmistir (Siddique vd.,
2000). Pennypacker vd., (1990), tiggiil bitkisinde kurakligin bir sonucu olarak yaprak su
potansiyelinde benzer bir azaligin oldugunu rapor etmislerdir. Yaprak su potansiyelindeki
degisiklikler bitkinin osmotik potansiyelinde degisimlere neden olabilir (Siddique vd.,
2000). Daha 6nce C. setosa ile yapilan ¢aligmalardan bilindigi lizere, bu bitki yapraklarini
kivirmak suretiyle su kaybin1 ve transpirasyonu en aza indirgeyen bir mekanizmaya sahip
oldugu ifade edilmistir (Kadioglu ve Terzi, 2007). Bitkilerde yaprak su potansiyeli
Olgiilerek stresin siddeti belirlenebilir (Lawlor, 1983). Buna gdre yaprak su potansiyeli
Olciilerek elde edilen veriler 56 giinliik kuraklik periyoduna maruz kalan C. setosa’da % 74
maksimum kivrilma derecesinde bile orta siddetli bir stresin (-1 ile -2 MPa) olustugunu
gostermektedir. Ayrica diger bitki tiirleri ile karsilagtirildiginda kuraklik periyodu
esnasinda C. setosa’daki nispi su igeriginin ve yaprak su potansiyelindeki diisiisiin ¢cok
fazla olmamasi bu bitkinin yapraklarin1 kivirmak suretiyle su kaybini azaltarak uzun bir
stire kurakliga dayaniklilik géstermesinin bir sonucudur. Diger taraftan kivrilma ile yaprak
su potansiyeli (r =-0.90, P<0.05) ve nispi su igerigi (r = -0.99, P<0.01) arasinda negatif bir
korelasyonun oldugu bulunmustur. Kuraklik periyodu esnasinda nispi su igerigi ve yaprak
su potansiyelinde fazlaca farkliligin olmamasi bitkinin strese karst bir adaptasyon
cevabuyla iliskilidir.

Su stresinden etkilenen ve bitkinin su durumunu gdsteren parametrelerden bir digeri ise
stoma iletkenligi (g;) olup kuraklik stresi i¢in iyi bir indikatordiir. Calismamizda kuraklik
periyodu esnasinda kivrilma boyunca stoma iletkenliginin azaldigi tespit edilmistir.
Ornegin, stres gegirmemis (yapraklarin1 kivirmamis) C. setosa bitkisi cok diisiik stoma
iletkenligine sahipken stres gecirmis (yapraklarint kivirmig) yapraklarda stres gecirmemis
olanlara kiyasla yaklasik olarak 2 katlik bir azaligin oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapragin
kivrilmig boliimiiniin i¢ kisminin stoma iletkenliginin kivrilmis boliimiiniin agik kismindan
daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Bu sonuglar yaprak kivrilmasinin yapragin i¢ kisminda
nemli bir alan olusturarak (Matthews vd., 1990) stomalarin CO, alabilmesini ve bdylece

fotosentezin devam etmesine katki saglayabilecegini gostermektedir. Ayrica stoma
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iletkenligindeki degisiklikler transpirasyon oraninda meydana gelen degisimlerle yaprak su
potansiyelinin degismesine neden olur (Schulze vd., 1987). Bu sonuglara gére stomalarin,
kivrilma derecesinin artmasina paralel olarak kuraklik arttikca asamali olarak kapandigi
aciktir. Mevcut calismada elde edilen sonuglar literatiirdeki kuraklik stresi esnasinda stoma
iletkenligi iizerine yapilan galigmalarla benzerlik gostermektedir. Ornegin, musir bitkisinde
su stresinin artmasiyla stoma iletkenliginin, yaprak su potansiyelinin ve osmotik
potansiyelin azaldig1 ve stoma iletkenligi ile yaprak su potansiyeli ve osmotik potansiyel
arasinda pozitif bir korelasyonunun oldugu rapor edilmistir (Premachandra vd., 1992).
Benzer sekilde kurakligin Olea europaea’da stoma iletkenligini 0,190’dan 0,023 mol m™s”
e, yaprak su potansiyelini -1,5’ten -3,4 MPa’a diisiirdiigii ve stoma iletkenligi ile yaprak
su potansiyeli arasinda pozitif bir iliskinin oldugu kaydedilmistir (Giorio vd., 1999).

Calismamizda apoplastik ekstraktin kontaminasyon derecesini belirlemek i¢in G-6-
PDH aktivitesi ol¢lilmiis ve tim yaprak kivrilma derecelerinde aktivitenin 0’a yakin bir
degerde oldugu goriilmiistiir (yaprakta % 74 kivrilma derecesinde % 0,086; petiyolde %
0,47). Bu sonu¢ mevcut ¢alismada apoplastin ¢ok saf bir yilizdede elde edildigini
gostermektedir. Literatlirde apoplastik sividaki s6z konusu enzim aktivitesinin % 1’den
fazla olmamas1 gerektigi belirtilmistir (Dietz, 1997). Ornegin Plantago major (Lyons vd.,
1999), Prunus armeniaca (Diaz-Vivancos vd., 2006), Cucurbita pepo (Ranieri vd., 1996)
ve Hordeum vulgare (Padu vd., 1999) yapraklarinin apoplastlarindaki G-6-PDH
aktivitesinin belirlenen sinirin altinda oldugu (% 0,3) rapor edilmistir.

Strese maruz kalma asir1 reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olur. ROS’lar
genellikle normal hiicresel aktiviteler tarafindan iiretilirler ve normal sartlarda hiicrelerde
diisiik seviyede bulunurlar fakat biyotik veya abiyotik stres sartlarina maruz kaldiklarinda
seviyeleri artar. ROS’larin birikimi hiicrelerin zarar gérmesine neden olur (Mittler, 2002).
ROS’larin sitotoksik etkilerinden hiicre ve hiicre alt yapilarim1 korumada ve bitkinin
cevresel streslere dayanmikliliginda antioksidan enzimlerdeki degisimlerin etkili oldugu
bilinmektedir. Bitkinin strese dayanikliligt ROS {iretimi ve hiicrenin antioksidan
yetenegiyle denge halindedir (Pastori ve Trippi, 1993). ROS’larin mitokondri, kloroplastlar
ve peroksizomlar disinda bitkilerin apoplastik alanlarinda da iiretildigi bilinmektedir
(Elstner, 1991; Alscher vd., 2002). Bu nedenle C. setosa’da artan yaprak kivrilma
derecesine bagli olarak reaktif oksijen tiirleri yoniinden dengenin nasil degistigini
belirlemek icin bitkinin apoplastik ve simplastik alanlarinda meydana gelen degisimler

arastirilmistir. Yapilan analizlerde yaprak ve petiyol apoplastik ve simplastik alanlarinda
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H,0, igeriginin % 54 kivrilma derecesine kadar arttig1 daha sonra azaldigi bulunmustur.
Hidrojen peroksit hiicre ¢eperinde lignin olusumu ya da kloroplastlarda fotorespirasyon
olay1 gibi farkli metabolik olaylar esnasinda fiiretilir (Henzler ve Steudle, 2000). Diger
taraftan arastirmamizda siiperoksit iceriginin kivrilma boyunca yaprak ve petiyoliin
simplastik alaninda sirasiyla 2,1 ve 1,3 katlik artis gosterdigi tespit edilmistir. Apoplasttaki
stiperoksit artisinin simplasttakinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Apoplastik alanda
artan siliperoksitin dismutasyonla H,O,’ye doniisebilecegi ve bdylece hiicre ¢eperinde
lignifikasyonuna neden olabilecegi rapor edilmistir (Ogawa vd., 1997). Siiperoksit, Fe-S
merkezleri, indirgenmis tiyoredoksin ve ferrodoksin gibi fotosistem I (PS I)’deki bir grup
enzimi iceren elektron transport zincirinde iiretilir. Bu elektron transport bilesenleri
kendiliginden okside olabilirler ve NADP’nin sinirlandigi durumda siiperoksit iiretebilirler
(Dat vd., 2000; Foyer ve Noctor, 2000). Mevcut calismada ayrica plazma membranina
bagli ve siliperoksit radikali iireten bir enzim olan NAD(P)H oksidaz aktivitesindeki
degisimler de arastirilmistir. NAD(P)H oksidaz aktivitesinin kivrilma boyunca yaprakta
arttig1 buna karsilik petiyolde degismedigi bulunmustur. Yapraktaki enzim aktivitesindeki
artis, apoplastik ve simplastik alanlardaki siiperoksit {iretiminin artmasiyla iligkilidir.
Bilindigi tizere NAD(P)H oksidaz enzimi araciligiyla iiretilen siiperoksit radikalleri,
stiperoksit dismutaz enzimi araciligiyla H,O,’ye doniistiiriiliir. Boylece NAD(P)H oksidaz
enzimi hiicreler aras1 boslukta H,O, artisina ve dolayli olarak hiicre ¢eperinde
lignifikasyona katki saglar. Diger taraftan NAD(P)H oksidazin apoplastta siiperoksit
tiretimini  saglayarak bu hiicresel alt yapinin alkalizasyonuna neden oldugu
distiniilmektedir (Vanacker vd., 1998b). Ayrica petiyolde enzim aktivitesinde bir
degisimin olmamasi, siiperoksitin ksantin oksidaz gibi diger enzimler veya diger yollarla
tiretilebilecegini diisiindiirmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin dokusal yerlesimini belirlemek i¢in yapilan histokimyasal
analizler sonucunda siiperoksit tarafindan NBT’nin indirgenmesi sonucu olusan
formazonun mezofil hiicrelerinde ve yaprak orta damarinin iist epidermisinin altinda dizili
olan birkag¢ sira hiicrede biriktigi belirlenmistir. Spektrofotometrik olarak olciilen reaktif
oksijen tiirlerinin aktivitelerindeki artiglarin histokimyasal olarak belirlenen sonuglarla
paralellik gosterdigi saptanmistir. Kivrilma derecesi arttikca 6zellikle % 74 maksimum
kivrilma derecesinde siiperoksitin yogun bir sekilde biriktigi bulunmustur. Sonuglarimiza
benzer sekilde CuZn-SOD, DDC tarafindan inhibe edildiginde 1spanak hipokotillerindeki

vaskular dokularda siliperoksit anyonlarinin olustugu rapor edilmistir (Asada vd., 1975).
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CuZn-SOD 1nhibitoérii olan DDC varliginda NBT indirgenmesinin artmasit CuZn-SOD
bloklandiginda siiperoksit tarafindan formazon olusumuna neden olan siiperoksit
anyonlarmin konsantrasyonundaki artistan kaynaklanabilecegi rapor edilmistir (Ogawa vd.,
1997). Diger taraftan mevcut calismada yapraktan alinan kesitler DAB ile muamele
edildiginde hidrojen peroksit birikimini gosteren kirmizi-kahverengi kompleksin mezofil
hiicrelerinde ve yaprak orta damarin epidermal hiicre ¢eperinde ayrica kortekste biriktigi
bulunmustur. Ayrica DAB tarafindan hidrojen peroksitin iiretiminin ASC tarafindan
baskilandig1 belirlenmistir. Elde edilen bulgulara benzer sekilde tuz stresine maruz
birakilan iki bezelye kiiltivart DAB ile muamele edildikten sonra hidrojen peroksitin
yapragin kiiciik damarlar1 boyunca niifuz ettigi ve mezofil hiicrelerinin hiicre duvarlarinda
biriktigi rapor edilmistir. Ayrica kesitler ASC ile muamele edildiginde hidrojen peroksit
tiretiminin baskilandig1 kaydedilmistir (Hernandez vd., 2001). Hidrojen peroksitin inaktive
olmasi boyanan yerlerin ASC’ye duyarli oldugunu gostermistir. Elde edilen sonuglar
dokularda biriken hidrojen peroksitin yapraktaki NAD(P)H oksidaz tarafindan {iretilen
stiperoksit radikallerinden kaynaklandigina isaret etmektedir. Diger bir deyisle DAB
varliginda H>O;’nin birikimi yapraklarda NAD(P)H oksidazin aktivasyonunun bir
sonucudur.

Bitkileri oksidatif hasardan korumak i¢in apoplastik ve simplastik reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) bitkinin apoplastik ve simplastik alanlarinda yer alan antioksidan sistem
tarafindan kontrol altinda tutulmasi gerekir (Ros Barcelo vd., 1987). Buradan anlagilacagi
lizere apoplastik alan yaprak kivrilma periyodu esnasinda dnemli bir antioksidan sisteme
sahiptir.

Calismamizda C. setosa’nin apoplastik alaninda SOD, GPX, APX, CAT, GR, PPO
enzim aktiviteleri ile ASC ve DHA’nin var oldugu fakat DHAR ve MDHAR enzim
aktiviteleri ile GSH ve GSSG’nin bulunmadig1 tespit edilmistir. C. setosa’nin simplastik
alanindaki tiim antioksidan enzim aktivitelerinin yaprak ve petiyol apoplastik
alanindakinden c¢ok daha yiiksek oldugu bulunmustur. Yaprak ve petiyolde yapilan
analizler sonucunda apoplastik ve simplastik alanlarda GPX aktivitesinin en yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ayrica simplast ve apoplasttaki APX ve CAT aktivitelerinin GPX
aktivitesinden sonra en yiiksek ikinci ve fligilincii enzim olduklar1 kaydedilmistir. Bu
nedenle arastirmamizda bu enzim aktivitelerindeki artisin her iki bitkisel yapinin apoplast
ve simplastinda biriken H,O, radikalini temizlemek i¢in esas enzimler (aktif enzimler)

oldugunu soyleyebiliriz. Bu sonuglar literatiirdeki diger calismalarla da uygunluk
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igerisindedir. Diaz-Vivancos vd., (2006) Prunus persica ve Prunus armeniaca yaprak
apoplastindaki GPX ve APX aktivitelerinin H,O, radikalini temizlemek i¢in arttigini rapor
etmislerdir.

Mevcut ¢alismada yaprak ve petiyol apoplastik ve simplastik alanlarinda arastirilan
antioksidan enzimlerden biri peroksidaz (POD)’lardir. Yaprak apoplastindaki POD’larin
(GPX ve APX) kuraklik periyodu esnasinda yaprak kivrilmasi boyunca kontrolle
kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide arttigi bulunmugstur. Apoplastik alandaki POD aktivitesinin
daha Once belirlenen toplam POD aktivitesiyle benzer oldugu saptanmustir. Terzi ve
Kadioglu (2006), C. setosa’da yaptiklar1 ¢aligmada yaprak ve petiyolde kuraklik boyunca
toplam POD aktivitesinin arttigin1 rapor etmislerdir. Ayrica elde edilen bulgular
literatiirdeki diger calismalarla da uygunluk igerisindedir. Ornegin, Cichorium intybus
bitkisinde apoplastik POD aktivitesinin 1gikta uyarilirken karanlikta diistiigii kaydedilmistir
(Boeuf vd., 1999; Boeuf vd., 2001). Yine yapilan bir ¢alismada Fusarum culmorum
patojeni ile muamele edilen yulaf, arpa (Bishop, 2002) ve domates (Patykowski ve
Urbanek, 2003) yapraklarindaki apoplastik POD aktivitesinin yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Misir  bitkisinde ise giberellik asitle muamele edilmis yapraklarin
apoplastlarindaki POD aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Souza vd., 2001). Bu konuda yapilan caligmalarda apoplastik alandaki
POD’larin birgok ¢evresel strese karsi bitkileri korumada savunma mekanizmasiin ilk
basamagini olusturdugu rapor edilmistir (Klotz vd., 1998). Bu yilizden POD’larin oksidatif
stres esnasinda H,O, nin zararli etkilerine kars1 hiicreleri korudugu diisiiniiliir (Bolwell vd.,
1999). Benzer sekilde mevcut ¢alismada apoplastik POD aktivitesindeki artisin kivrilma
periyodu boyunca bitkinin kuraklik stresine tolerans kazanmasina katki saglayabilecegi
diisiiniilebilir. Ayrica POD’larin sadece oksidatif strese karsi savunmada etkili olmadiklari
(Zheng ve Van Huystee, 1992) ayn1 zamanda hiicre ¢eperi lignifikasyonunda ve oksidatif
capraz baglanmada 6nemli bir role sahip olduklar1 diisiiniilmektedir (Takahama ve Oniki,
1992; Lee vd., 2007). Calismamizda apoplastin disinda, her iki bitkisel yapinin simplastik
alaninda da antioksidan enzimler arasinda en fazla degisimi GPX aktivitesinin gosterdigi
bulunmugtur. Diger taraftan yaprakta APX aktivitesinin degismedigi, petiyolde ise arttigi
tespit edilmistir. Petiyolde aktivitedeki bu artisin yapraktaki H,O, seviyesi ile
kiyaslandiginda petiyol simplastindaki H,O, seviyesinin Onemli oOlgiide artmasindan
kaynaklandig1 diistiniiliir. Yapraktaki H,O,, CAT ve GPX aktivitelerinin artmasi ile de

temizlenebilir. Elde edilen sonuglara gére POD enzimlerinin yaprak kivrilmasi esnasinda
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hem apoplastik hem de simplastik alanda H,O,’yi temizlemede 6nemli bir role sahip
oldugu soylenebilir. Mevcut calismada yaprak ve petiyoliin her iki alaninda da H,O,
seviyesinin % 74 yaprak kivrilma derecesinde azaldigi bulundu. H,O, seviyesindeki bu
azalis POD ve CAT enzimlerindeki artistan kaynaklaniyor olabilir. Artan enzim
aktivitelerinden dolay1 bu enzimlerin hiicre ¢eperi lignifikasyonunda ve oksidatif ¢apraz
baglanmada (Takahama ve Oniki, 1992) rol oynayabilecegi ve olumsuz sartlara adaptasyon
saglayabilecegi (Ranieri vd., 2001) diisiiniilebilir. Nitekim, C. setosa’nin yaprak kivrilmasi
esnasinda bazi fenolik asitlerin arttig1 ve bu artiglarin hiicre ¢eperi lignifikasyonu ile iliskili
olabilecegi rapor edilmistir (Ayaz vd., 2000).

Calismamizda yaprak ve petiyoliin apoplastik ve simplastik alaninda yer alan
antioksidan enzimlerden biri de SOD enzimidir. YaptiZimiz analizler sonucunda yaprak
kivrilmas: arttikga simplastik SOD aktivitesinin istatistiki agidan Onemli derecede
degismedigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, daha 6nce C. setosa’nin yaprak ve petiyoliinde
yapilan ¢aligmalarda kuraklik boyunca toplam SOD aktivitesinin de ¢ok fazla degismedigi
rapor edilmistir (Terzi ve Kadioglu, 2006). Simplastik SOD aktivitesinde 6nemli bir
degisimin olmamasi bu bitkide SOD araciligiyla siiperoksitin dismutasyonu yerine,
simplastta iiretilen siiperoksitin ekstrasellular alana taginmasi ile iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir. Diger taraftan arastirmamizda apoplastik alanda siiperoksit seviyesinin
artmis olmasi bu diisiincemizi destekler niteliktedir. Bitkilerde siiperoksit radikalinin
hidroponik bir ¢cevreye sahip olan membranin reaktif i¢c kisminda (Bhattacharjee, 2005) ve
membrana gegirgen hidroperoksil formda bulundugu (Sagi ve Fluhr, 2006) bilinmektedir.
Mevcut c¢alismada SOD’un yaprak ve petiyol apoplastina yerlesik oldugu sonucuna
varilmistir ve benzer veriler baz1 bitkilerde de kaydedilmistir (Castillo vd., 1987; Lyons
vd., 2001). C. setosa’nin yaprak ve petiyol apoplastina yerlesik oldugu bulunmustur. SOD
aktivitesi, artan stiperoksit tiretiminden dolay1 hidroksil radikalinin olugum riskini azaltarak
etkili olabilir. Calismamizda yapilan analizler sonucunda yaprak ve petiyolde apoplastik
SOD aktivitesinin kurakligin baslangicinda 6nemli derecede degismedigi fakat % 74
yaprak kivrilma derecesinde SOD aktivitesinde artis oldugu bulunmustur. Bu sonuglar
kivrilma boyunca oksidatif stres esnasinda H>O, nin sentezini katalizlemek i¢in apoplastik
SOD’un simplastik SOD’dan ¢ok daha etkili oldugunu gostermektedir. Diger taraftan son
yillarda Karlsson vd., (2005) ikincil hiicre ¢eperinin gelismesi i¢in gerekli olan H,O,’nin
diizenlenmesinde apoplastik SOD’un 6nemli bir rolii oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica

apoplastik SOD’un hiicre ¢eperi lignifikasyonuyla da iligkili oldugu kaydedilmistir (Ogawa
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vd., 1997). Sonug olarak C. setosa’da apoplastik SOD aktivitesinin artmasi bu bitkinin
hiicre ¢eperi lignifikasyonuyla agiklanabilir.

Mevcut calismada bir diger antioksidan enzim olan katalaz aktivitesindeki degisimler
her iki bitkisel yapiin apoplastik ve simplastik alanlarinda aragtirilmistir. CAT’1n bitki
dokularinda H,O,’in temizlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Ogawa
vd., 1997). Bu enzim oldukca yiiksek katalitik 6zellige sahip olup substratina affinitesi
zayiftir. Yapilan ¢alismalarda CAT 1 bir ¢ok bitkinin apoplastik alaninda yerlesik oldugu
bulunmustur (Edwards vd., 1990; Vanacker vd., 1998a; Patykowski ve Urbanek, 2003).
Caligmamizda yaptigimiz analizler simplastik CAT aktivitesinin hem yaprak hem de
petiyolde arttigin1 goOstermistir. Diger taraftan yaprak kivrilmasi esnasinda yaprakta
apoplastik CAT aktivitesinin arttigt fakat petiyolde Onemli derecede degismedigi
bulunmustur. Yaprak apoplastik CAT aktivitesindeki bu artig literatlirdeki baz1 ¢aligmalarla
uygunluk igerisindedir. Ornegin, kishik arpa yapraklarinda yapilan bir arastirmada
apoplastik CAT aktivitesinin énemli derecede arttigi bulunmustur (Baet vd., 2000). Bir
diger calismada Blumeria graminis patojeni ile muamele edilen yulaf ve domates
(Vanacker vd., 1998a) yapraklarindaki apoplastik CAT aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir.
Vanacker vd. (1998b), fungal bir patojenle muamele edilen arpa apoplastinda CAT
aktivitesinin infeksiyondan sonra duyarl kiiltivarlarda 20 katlik bir artisin oldugunu rapor
etmislerdir. Mevcut ¢calismada elde edilen sonuglar CAT aktivitesinin ekstrasellular alanda
H,0,’nin kontrol edilmesiyle iligkili olabilecegi diislincesini (Patykowski ve Urbanek,
2003) destekler niteliktedir.

Stres kosullarindan etkilenen enzimlerden biri de polifenol oksidaz enzimidir. PPO’lar
biyotik ve abiyotik streslerin etkisiyle tesvik edilirler ve patojen ataklari, su stresi gibi
bir¢ok fizyolojik olayda rol oynarlar (Thipyapong vd., 2007). Mevcut ¢alismada kuraklik
periyodu esnasinda yaprak ve petiyol apoplastik ve simplastik alanlarinda PPO
aktivitesinde meydana gelen degisimler de arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda
kivrilma derecesi arttikga yaprak simplastik alaninda PPO aktivitesinin azaldig1 petiyolde
ise arttig1 saptanmig ve bu azalis ve artislar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.
Calismamiza benzer olarak, Olea europaea bitkisinde PPO aktivitesinin kuraklik
kosullarinda azaldig1 rapor edilmistir (Sofo wvd., 2005). Literatiirde yapilan bazi
caligmalarda stres esnasinda PPO aktivitesindeki azalmanin nedeni olarak PPO’nun
inhibisyonuyla ve indirgenmis durumda fenolik bilesik redoks durumunun siirdiiriilmesiyle

kuraklik stresinin  fenolik bilesiklerin  antioksidan  ozelliklerini ~ gelistirebilecegi
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gosterilmistir. Ayrica PPO’nun proteolitik aktivitesinin bu enzimin ROS’lar tarafindan
hasar goren proteinlerin uzaklastirilmasiyla iligkili olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Kuwabara
ve Katoh, 1999; Sofo vd., 2005). Bu konuda domates bitkisinde yapilan bir bagka
calismada hiicrelerde antosiyanin ve fenolik madde miktar1 artarken oksidatif hasari
azaltmak i¢in PPO aktivitesinin % 42 oraninda indirgendigi rapor edilmistir (Balakumar
vd., 1997). Calismamizda yaprakta simplastik PPO aktivitesinin azalmasi kuraklik
esnasinda PPO’nun inhibisyona ugradigimi gostermektedir. Ayrica aktivitedeki azaligin
kuraklik stresinin siiresiyle iligkili oldugu diisiiniilebilir. Nitekim lignifikasyonla iligkili
enzimlerin 0zellikle PPO aktivitesindeki azalmalarin stresin stiresiyle iligkili olabilecegi
ileri stiriilmiistiir (Zheng vd., 2005). Diger taraftan kuraklik periyodu boyunca her iki
bitkisel yapiin apoplastik alanlarindaki PPO aktivitesinin arttigr bulunmustur. Bitkinin
apoplastik alaninda PPO aktivitesindeki bu artisin hiicre ¢eperi lignifikasyonuyla iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Benzer sekilde patojen ataklarina karsi artan PPO
aktivitesinin hiicre ceperi lignifikasyonuna ve capraz baglanmaya neden oldugu ileri
stirilmistiir (Thipyapong vd., 2007). Literatiirde apoplastik PPO aktivitesiyle ilgili veriler
nispeten azdir. Ornegin, kislik bugday yapraklarinda yapilan bir ¢alismada apoplastik PPO
aktivitesinin soguk stresinin etkisiyle arttigi kaydedilmistir (Taggin vd., 2006). Bununla
birlikte elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde, apoplastik alandaki H,O, seviyesinin
artmasinin apoplastik PPO aktivitesiyle iligkili olabilecegi rapor edilmistir (Diaz-Vivancos
vd., 2006). Apoplastta ROS’larin {iretimi hidroksiprolin bakimindan zengin glikoproteinler
gibi hiicre ¢eperi bilesenlerinin oksidatif ¢apraz baglanmasina neden olabilir (Lee vd.,
2007).

Diger taraftan APX, DHAR, MDHAR ve GR enzimlerinin olusturdugu ve askorbat-
glutatyon siklusu veya Asada-Halliwell yolu olarak adlandirilan sistem stromada
indirgenmis askorbatin yiiksek seviyede kalmasini saglar. Boylece askorbat yoklugunda
asir1 derecede kararsiz olan APX enziminin fonksiyonel olmasi saglanir ve enzimatik
olarak H,O; temizlenebilir. APX’in H,0O,’yi temizlemesi askorbat-glutatyon siklusunun ilk
basamagini olusturmaktadir (Foyer ve Halliwell, 1976; Asada, 1994). Ayrica DHAR,
MDHAR ve GR sentezi oksidatif stresi azaltmak i¢in su stresine maruz kalmis bitkilerin
temel cevaplarindan biridir (Dat vd., 1998). Stres altinda bu sistemde gorevli olan
enzimlerin aktivitelerinin arttigi gosterilmistir (Mishra vd., 1993; Edwards vd., 1994;
Foyer vd., 1994). Elde ettigimiz bulgularda bu diisiinceyi destekler niteliktedir. Daha 6nce
de acgiklandig1 gibi calismamizda apoplastik alandaki APX aktivitesindeki artisin H,O»
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seviyesinin artmasindan kaynaklandig1r distniilmektedir. Askorbat-glutatyon yolunun
diger enzimleri olan DHAR, MDHAR ve GR de calismamizda arastirilmistir. Mevcut
calismada DHAR ve MDHAR aktivitelerinin yaprak ve petiyol simplastik alanlarinda var
oldugu fakat apoplastik alanda olmadigr bulunmustur. Benzer sekilde tuz stresine maruz
birakilan Pisum sativum yaprak apoplastik alaninda DHAR ve MDHAR aktivitelerinin
olmadigi rapor edilmistir (Hernandez vd., 2001). Benzer sonuglar Plantago major (Lyons
vd., 1999), Fagus sylvatica (Luwe, 1996), Picea abies (Polle vd., 1990) ve Sedum album
(Castillo ve Greppin, 1986)’un yapraklarinda yapilan ¢alismalarla da ortaya konulmustur.
DHAR ve MDHAR oksidatif hasara kars1 hiicre bilesenlerini korumada 6nemli rol oynar
(Asada ve Takahashi, 1987; Elstner, 1987; Salin 1988). Ayn1 zamanda askorbat {iretimini
katalizlerler (Sgherri vd, 2000). Ayrica bu iki enzim askorbatin yiiksek redoks durumunun
stirmesine katki saglar (Noctor ve Foyer, 1998). Yapilan analizlerde simplastik DHAR ve
MDHAR aktivitelerinin kivrilma boyunca her iki bitkisel yapida da arttig1 saptanmis ve
aktivitedeki bu artiglar istatistiki olarak onemli bulunmustur. Ayrica DHAR ve MDHAR
aktivitelerinin APOX aktivitesinden c¢ok daha diisiikk oldugu goriilmiistiir. Literatiirde
yapilan calismalarla da kuraklik stresi sirasinda MDHAR ve DHAR aktivitelerinin arttig1
ileri siiriilmiistiir. Ornegin kuraklik stresine maruz birakilan bugday ¢esitlerinde orta ve
agir su stresi kosullarinda MDHAR ve DHAR aktivitelerinin arttig1 bulunmustur (Selote ve
Chopra, 2006). Yine celtik bitkisinde yapilan bir ¢alismada orta siddette kuraklik stresi
altinda her iki enzim aktivitesinin de kontrolle kiyaslandiginda Onemli derecede artis
gosterdigi rapor edilmistir (Sharma ve Dubey, 2005). Bir diger calismada ise tuz stresine
maruz birakilan bezelye’nin yaprak simplastik alaninda MDHAR ve DHAR aktivitelerinin
arttig1 kaydedilmistir (Hernandez vd., 2001). Elde edilen bulgulara gore yapraktaki DHAR
aktivitesinin kuraklik periyodu esnasinda kivrilma boyunca artmasinin simplastik
dehidroaskorbat (DHA) seviyesinin artmasindan kaynaklanabilecegi disiliniilmektedir.
Boylece artan DHAR aktivitesi DHA’dan daha fazla askorbatin indirgenmesine neden
olur. Petiyolde ise DHAR ve MDHAR aktivitelerinin artmasi kuraklik esnasinda
simplastik alanda glutatyon konsantrasyonunun o6nemli derecede artmasindan
kaynaklantyor olabilir. Ayrica artan DHAR ve MDHAR’n hiicrelerde biriken H,O,’yi
temizlemek icin askorbatin indirgenmesini katalizlediklerini séylemek miimkiindiir. Diger
taraftan apoplastik DHAR aktivitesinin olmamas1 C. setosa’nin apoplastik alaninda
askorbat-glutatyon yoluyla DHA’dan askorbatin biiyiik miktarda iiretilmedigi diislincesini
(Foyer ve Halliwell, 1976) desteklemektedir.
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Mevcut ¢calismada askorbat-glutatyon siklusunun diger bir antioksidan enzimi olan GR
aktivitesinde meydana gelen degisimler arastinlmistir. GR, GSSG’nin GSH’a
indirgenmesine aracilik eder ve GSH’1in GSSG’ye oraninin yiiksek kalmasini saglayarak
oksidatif hasara karsi kloroplastlarin korunmasinda &nemli bir rol oynar (Gamble ve
Burke, 1984; Pilon-Smits, 2000). Dolayisiyla stres altinda askorbat-glutatyon yoluna GSH
saglamak ve GSH/GSSG oraninin yiiksek tutulmasi i¢in GR aktivitesinde artis olmasi bir
ithtiyac olabilir. Calismamizda yaprak kivrilma derecesi artarken yaprakta simplastik GR
aktivitesinin artti§1 bulunmustur. GR aktivitesindeki artisin simplastik alandaki glutatyon
seviyesinin artmis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. Nitekim arastirmamizda
yaprak kivrilmasi boyunca simplastik alanda GSH seviyesinin ve GSH/GSSG oraninin
artt1ig1 bulunmustur. Bu nedenle C. setosa’da yaprak kivrilmasi artigina paralel olarak GR
aktivitesinin artis gostermesi kuraklik kosullarinda bu enzimin bitkiye dayaniklilik
saglamada rol oynayabileceginin bir kanit1 olabilir. Benzer sekilde ¢eltik bitkisinde yapilan
bir caligmada kuraklik stresi esnasinda GR aktivitesindeki artisin glutatyon seviyesinin
artmasindan kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir (Sharma ve Dubey, 2005). Artan GR
aktivitesinin strese tolerans gelistirmede etkili olabilecegi ve elektron transport zincirindeki
onemli bilesenlerin redoks dengesini degistirebilecegi rapor edilmistir (Tyystjarvi vd.,
1999). Diger taraftan petiyolde ise kivrilma derecesi artarken simplastik GR aktivitesinin
azaldig1 bulunmustur. Bu nedenle petiyolde simplastik GR aktivitesinin azalis nedeninin
simplastik alandaki GSSG igeriginin degismemesinden kaynaklaniyor olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica arastirmamizda yaprak kivrilmasi boyunca yaprak apoplastik
alanindaki GR aktivitesinin arttii, petiyolde ise aktivitenin % 54 kivrilma derecesine
kadar artt1g1 daha sonra kontrol seviyesine diistiigii gortilmiistiir. Yapraktaki apoplastik GR
aktivitesinin apoplastik alanda biriken H>O, ve siiperoksit radikallerine bir cevap olarak
arttigr disiiniilmektedir. Ayrica GR’nin askorbat-glutatyon yoluyla apoplastta {iretilen
H,0, ve siiperoksit radikallerinin temizlenmesinde fonksiyonu oldugunu sdylemek
miimkiindiir. Nitekim literatiirdeki bazi calismalar bu diislinceyi destekler niteliktedir.
Ornegin su stresine maruz birakilan bugday bitkisinde GR aktivitesinde gdzlenen artisin
reaktif oksijen iirlinlerine kars1 kloroplastlart korumada etkili olabilecegi rapor edilmistir
(Gamble ve Burke, 1984). Ayrica Foster ve Hess (1982), artan oksijen konsantrasyonuna
cevap olarak oksidatif hasara kars1 bitki dokularini korumada GR aktivitesinin arttigin
ileri stirmiislerdir. Yine tuz stresine maruz birakilan Pisum sativum yapraklarinda yapilan

bir ¢alismada yaprak apoplastik alanindaki GR aktivitesinin her iki ¢esidin apoplastik
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alaninda arttig1 bulunmustur (Hernandez vd., 2001). Diger taraftan petiyolde % 74 kivrilma
derecesinde apoplastik GR aktivitesinde 6nemli bir degisimin olmamasi petiyol apoplastik
alanindaki GR aktivitesinin roliinii bu alanda daha yiiksek aktiviteye sahip olan APX
enziminin iistlenmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim askorbat-glutatyon yolunda
anahtar bir enzim olan APX’in hiicre i¢indeki H,O, gibi oksidatif stres iirlinlerinin
temizlenmesinde rol aldig1 ve boylece oksidatif stresin olumsuz etkilerini azaltabilecegi
rapor edilmistir (Foyer ve Halliwell, 1976). Ayrica daha once C. setosa’da yapilan
caligmalarda yaprakta ve petiyolde kuraklik boyunca toplam GR aktivitesinin ¢ok fazla
degismedigi rapor edilmistir (Terzi ve Kadioglu, 2006). Apoplastik fazin hacmi toplam
hiicre hacminin % 4,5’ini olusturdugu icin (Winter vd., 1993) apoplastik alandaki
antioksidan enzim aktiviteleri toplam aktiviteyle kiyaslandiginda c¢ok diisiik fakat 6nemli
miktarlardadir. Elde ettigimiz bulgularda da apoplastik antioksidan enzim aktivitelerinin
toplam enzim aktivitelerinden ¢ok daha diisiik oldugu saptanmustir.

Antioksidan maddeler ve enzimatik olarak katalizlenen reaksiyonlardan olusan
antioksidan savunma sistemi oksidatif strese sebep olan reaktif oksijen tiirlerinin yok
edilmesinde hiicrelere yardimeci olurlar. Bu nedenle mevcut c¢aligmada antioksidan
enzimlerin yani sira yaprak kivrilmasiyla iligkili olarak apoplastik ve simplastik alanlardaki
antioksidanlarin rolii de arastirilmistir. Askorbat (ASC) ve glutatyon (GSH) hiicrelerde
bulunan diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar olup enzimatik olmayan reaksiyonlarla
ROS’lar1 temizlerler ve oksidatif stresin etkisini azaltirlar (Smirnoff ve Palanca, 1996).
Ayrica her iki bilesik hiicrelerin redoks durumunun devam etmesinde 6nemli bir role sahip
olup direkt olarak reaksiyona girerler ve stiperoksit (O,") ve hidroksil radikallerini ("OH)
noétralize ederler (Dalton, 1995). ASC’nin bitki hiicresinin apoplastik alaninda birgok
olayla iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre ¢eperi peroksidazlari i¢in substrat olmanin
yani sira hiicre c¢eperi lignifikasyonunda da rol oynadigi kaydedilmistir (Takahama ve
Oniki, 1992; de Cabo vd., 1996; Mehlhorn vd., 1996). Calismamizda her iki bitkisel
yapmin apoplastik ve simplastik alanlarindaki askorbat iceriginin dehidroaskorbat
iceriginden ¢ok daha diisiik oldugu bulunmustur. Diisiik askorbat igerigi hiicre ¢eperinin
capraz baglanmasi i¢in gerekli olan bilesenlerle iliskili olabilir. Ayrica yaprak simplastik
alanindaki askorbat igeriginin % 26 ve % 54 kivrilma derecelerinde arttigi daha sonra
azaldigr bulunmustur. Petiyolde ise, sadece kurakligin baslangicinda arttigi daha sonra
kivrilma derecesi arttikca azaldigi goriilmiistiir. Diger taraftan yapraktaki askorbat

tiretiminin petiyoldekinden daha yiiksek oldugu saptanmustir. Simplastik askorbat
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miktarimin % 74 kivrilma derecesinde azalmasi1 askorbatin dehidroaskorbata
oksidasyonuyla agiklanabilir. Nitekim mevcut ¢alismada % 74 kivrilma derecesinde
simplastik askorbat miktar1 azalirken dehidroaskorbat miktarinin arttig1 bulunmustur. Elde
edilen sonuglara benzer sekilde celtik bitkisiyle yapilan bir ¢alismada stres durumunda
askorbat miktar1 azalirken DHA miktarinin arttig1 rapor edilmistir (Boo ve Jung, 1999;
Boo vd., 2000). Petiyolde simplastik alanda DHA’nin sadece kurakligin basinda arttigi
daha sonra kivrilma boyunca azaldigi bulunmustur. Dolayisiyla petiyolde askorbat
iceriginin azalmast dehidroaskorbattan degil APX’in askorbati substrat olarak
kullanmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ayrica ¢calismamizda yaprak ve petiyol apoplastik
askorbat iceriginin kontrolle kiyaslandiginda arttig1 bulunmustur. Yaprak (% 74 kivrilma
derecesi) ve petiyol simplastik alanlarinda askorbat icerigi azalirken apoplastik alanda
artiyor olmasi askorbatin sitosolden apoplasta tasindigi (Takahama, 1996; Noctor ve Foyer,
1998) diisilincesini destekler niteliktedir. Bir¢ok arastirmaci askorbat ve dehidroaskorbatin
plazma membranindaki aktif taginimu ile ilgili caligmalar yapmistir (Heath, 1988; Luwe
vd., 1993). Ornegin ozon stresine maruz birakilan Cucurbita pepo bitkisinde askorbatin
ekstrasellular matrikse tagindigini ve bdylece apoplastik askorbatin ozona karsi savunmada
rol oynayabildigini gostermistir. Ayni1 calismada ekstrasellular DHA nin sitoplazmaya
yeniden tasinabilecegi ve intrasellular (simplast) DHAR tarafindan askorbata
indirgenebilecegi rapor edilmistir (Luwe vd., 1993; Rauntenkraz vd., 1994). Diger taraftan
yaprak ve petiyol apoplastik alanlarinda DHAR aktivitesinin bulunamamasi DHA’nin
apoplastta askorbati olugturmak i¢in yeterince indirgenemedigini gostermektedir. Askorbat
redoks sistemi L-askorbik asit (askorbat), monodehidroaskorbat ve dehidroaskorbattan
olusur. Calismamizda ASC/DHA ve ASC/ASC+DHA (redoks durumu) oraninin stresin
siddetiyle yaprakta hem simplastik hem de apoplastik alanda azaldigir bulunmustur. Diger
taraftan petiyolde ise simplastik alanda azalirken apoplastik alanda arttigi goriilmiistiir.
Apoplastik antioksidan sistemde yer alan redoks dengesindeki degisimler bitkilerin patojen
ataklari, agir metaller ve ozon gibi ¢esitli ¢evresel streslere karsi cevabinda rapor
edilmistir (Piqueras vd., 1999; Hernandez vd., 2001). Mevcut ¢aligmada kuraklik stresi
hem apoplastik hem de simplastik alanda H,O, birikimine ve peroksidaz aktivitesinde
artisa neden oldugu i¢cin ASC/ASC+DHA’ya oraninin azalmasinin askorbatin peroksidaz
bagimli reaksiyonlar tarafindan oksidasyonuyla agiklanabilir. Elde edilen bulgular
literatiirdeki baz1 caligmalarla uygunluk igerisindedir. Ornegin yapilan bir ¢alismada ¢am

agaclarmin hipokotillerinde ve tiitiin yapraklarinin apoplastik alaninda yasa bagli olarak
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ASC/ASC+DHA oranmin azaldigi ve ¢ozilinebilir peroksidaz aktivitesinin arttigir rapor
edilmistir (Sanchez vd., 1997; Takahama, 1998). Celtik bitkisinde yapilan bir ¢alismada
agir ve orta siddette kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin ASC/DHA oranlarinin
azalmasinin yani sira toplam askorbat konsantrasyonun da azaldigi saptanmistir (Dalton
vd., 1995).

Mevcut caligmada etkili bir intrasellular radikal temizleyici olan glutatyon igerigindeki
degisimler de arastirilmistir. Glutatyonun C. setosa’nin yaprak ve petiyol apoplastik
alanlarinda olmadig1 sonucuna varilmistir. Benzer sekilde, glutatyonun bazi bitki tiirlerinin
apoplastik alanlarinda ¢ok az veya hi¢ olmadigi rapor edilmistir (Polle vd., 1990; Luwe,
1996, Vanacker vd., 1998b). Calismamizda kuraklik periyodunda yapraktaki toplam
glutatyon igeriginin (GSH+GSSG) petiyoldekinden daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Ayrica simplastik GSH igeriginin kuraklik periyodu ilerledikg¢e arttigi, GSSG igeriginin ise
azaldig1 gozlenmistir. Kuraklik stresi altinda simplastik glutatyon icerigindeki artig ayni
alandaki GR ve DHAR aktivitelerinin artmasiyla agiklanabilir. GR aktivitesindeki artis
yiiksek GSH ve diisiik GSSG seviyesiyle iligkilidir. Elde edilen bulgulara benzer sekilde
kuraklik stresine maruz birakilmis ¢eltik bitkisinde glutatyon konsantrasyonun arttigi ve bu
artisin askorbat-glutatyon yolundaki enzim aktivitelerindeki degisimle iliskili oldugu rapor
edilmistir (Sharma ve Dubey, 1995). Zhang ve Kirkham (1996)’1n yaptiklar1 ¢alismada
elde ettikleri veriler, sonu¢larimizi destekler niteliktedir. Bu arastiricilar kuraklik stresine
maruz birakilmig Sorghum bicolor bitkisinde GSH seviyesinin arttigini, GSSG seviyesinin
ise azaldigini1 rapor etmislerdir. Kuraklik stresi esnasinda glutatyon seviyesindeki artis
oksidatif strese karsi bitkileri korumada GSH’1n ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir.
Ayn1 zamanda artan glutatyon seviyesinin askorbat ve dehidroaskorbat seviyelerinin
diizenlenmesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilir (Noctor ve Foyer, 1998; Foyer vd., 2001).
Diger taraftan petiyolde GSH igerigi artarken, GSSG igeriginin kurakliin baslangicinda
arttig1 daha sonra ¢ok fazla degismedigi bulunmustur. Bu nedenle petiyolde kurakligin
artmastyla GSSG’nin degismemesi, GR’nin substrat olarak NADPH’1 kullanarak GSSG’y1
GSH’a indirgedigini gostermektedir. Nitekim, GR’nin GSSG’yi GSH’a indirgerken
NADPH’1 kullandig1 ve bdylece CO, fiksasyonunun azaldig1 zamanlarda NADPH/NADP"
oraninin ayarlanmasina yardimci oldugu bilinmektedir (Creissen vd., 1996). Ayrica
petiyolde GSH igeriginin artmast GSH’1n enzimatik olmayan reaksiyonlarla tiretilmesinin
bir sonucu olabilir. Bununla birlikte mevcut ¢alismada yaprak ve petiyolde GSH/GSSG

oraninin onemli derecede arttig1 goriilmiistiir. Bu durum artan GR aktivitesinin glutatyon
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havuzunun redoks durumunun siirdiiriilebilmesi i¢in yeterli olmadigina isaret etmektedir.
Nitekim ¢alismamizda GR aktivitesinin petiyol simplastik alaninda azaldigi bulunmustur.

Stresin etkisiyle asir1 derecede biriken ROS’larin membran hasarmin olusmasinda
birincil derecede etkili oldugu bilinmektedir (Scandalios, 1993; Li ve Staden, 1998).
Calismamizda askorbat-glutatyon dongiisiindeki antioksidan sistemin  kurakligin
baslangicinda uyarildigi ve bu uyarinin, membran hasarinin en yiiksek oldugu % 26
kivrilma derecesinden sonra maksimuma ulastigi saptanmistir. Daha 6nce C. setosa’da
yapilan ¢aligmalarda bir membran hasar1 indikatdrii olan MDA igeriginin % 26 kivrilma
derecesine kadar arttig1 daha sonraki kivrilma derecelerinde azaldig1 kaydedilmistir (Terzi
ve Kadioglu, 2006). MDA iceriginin % 26 kivrilma derecesinden sonra azalmasi
antioksidan enzim sisteminin uyarilmasiyla iliskili olabilir. Ayrica yaprak kivrilmasinin
son asamasinda (% 74) askorbat-glutatyon dongiisiindeki enzim aktivitelerinde meydana
gelen azalislarin nispeten ROS’larin temizlenmis olmasinin bir sonucu olabilir.

Mevcut ¢alismada antioksidan sistemle iligkili olarak yaprak ve petiyol arasinda ¢ogu
benzerlikler olmasina ragmen bazi farkliliklarin oldugu da saptanmustir. Bu farkliliklarin
yaprak kivrilma olay1 ve her iki bitkisel yapinin yapisal ve fonksiyonel farkliligryla iliskili
oldugu sonucuna varilmstir.

Bu calisma ile yaprak kivrilmasinin kuraklik toleransina yeterince katki saglayip
saglayamadig1 ve yaprak kivrilmasi esnasinda kurakliga tolerans saglamada bitkinin iki
farklr hiicresel alanlarindaki antioksidan enzimlerin ve antioksidanlarin rolii belirlenmeye
calisilmigtir. Sonug¢ olarak, elde edilen tiim bulgular yaprak kivrilmasimin kuraklik
toleransina tek basina katki saglayamadigi ve ayni zamanda C. setosa’nin apoplastik ve
simplastik alanlarindaki antioksidan savunma sisteminin de aktive edildigini gostermistir.
Ayrica antioksidan enzim aktivitelerindeki artiglarin hiicre c¢eperinde lignifikasyona ve

oksidatif ¢capraz baglanmaya neden olabilecegi sonucuna varilmstir.
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. SONUCLAR

. Kuraklik stresine maruz birakilan Ctenanthe setosa’da yaprak kivrilma derecesi

artarken, nispi su igeriginin, yaprak su potansiyelinin ve stoma iletkenliginin
azaldig1 bulundu.

Apoplastik sivinin simplastik sividan bulagmama isareti olarak kabul edilen G-6-
PDH aktivitesi 0’a yakin bir degerde bulundu. Bdylece apoplastik sivi ¢ok saf bir
yiizde de elde edildi.

Artan yaprak kivrilma derecesi boyunca yaprakta simplastik SOD aktivitesinin
onemli derecede degismedigi saptandi. Petiyolde ise sadece % 54 kivrilma
derecesinde artt181, diger kivrilma derecelerinde 6nemli bir degisimin olmadigi
bulundu. Diger taraftan apoplastik SOD aktivitesinin hem yaprak hem de petiyolde
kurakligin baslangicinda 6nemli dl¢giide degismedigi, fakat % 74 yaprak kivrilma
derecesinde her iki bitkisel yapida da aktivitenin arttig1 belirlendi.

Kuraklik periyodu boyunca kivrilma derecesi artarken, apoplastik ve simplastik
GPX aktivitesinin kontrole oranla yaprak ve petiyolde 6nemli derecede arttigi ve bu
artiglarin istatistiki bakimdan onemli oldugu tespit edildi.

Bitkinin yaprak ve petiyollerinde yapilan analizler sonucunda CAT aktivitesinin
yaprak simplastik alaninda yaprak kivrilmas: siiresince, petiyolde ise sadece % 74
kivrilma derecesinde arttig1 bulundu. Yaprak apoplastik alaninda da simplasttakine
benzer sekilde aktivitenin kivrilma boyunca arttif1 petiyolde ise onemli derecede
degismedigi kaydedildi.

Kuraklik periyodu esnasinda yaprakta simplastik APX aktivitesinin kontrole oranla
onemli Olciide degismedigi fakat petiyolde % 26 ve % 74 kivrilma derecelerinde
arttigr belirlendi. Kivrilma arttikca yaprak ve petiyoldeki apoplastik APX
aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda arttigi, petiyolde sadece % 54 kivrilma
derecesinde aktivitenin degismedigi bulundu.

NAD(P)H oksidaz aktivitesinin yaprakta kontrole oranla arttig1, petiyolde ise tiim
kivrilma periyotlarinda aktivitede degisim olmadig1 bulundu.

Kivrilma derecesinin artmasiyla beraber kuraklik periyodu arttikga yaprak

simplastik alanindaki GR aktivitesinin arttig1, petiyolde ise azaldig1 bulundu. Diger
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taraftan yapraktaki apoplastik GR aktivitesinin simplastik GR aktivitesinde oldugu
gibi kontrolle kiyaslandiginda arttig1 petiyolde ise aktivitenin degismedigi goriildii.
Yapilan analizler sonucunda DHAR aktivitesinin sadece yaprak ve petiyol
simplastik alaninda varoldugu, apoplastik alanda ise aktivitenin olmadig1 goriildii.
Yaprak simplastik alanindaki DHAR aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda 6nemli
Olclide arttig1 saptandi. Petiyol simplastinda ise aktivitenin, % 26 kivrilma
derecesinde arttig1 ancak % 74 kivrilma derecesinde ise degismedigi kaydedildi.
MDHAR aktivitesinin DHAR aktivitesinde oldugu gibi sadece yaprak ve petiyol
simplastik alaninda varoldugu, her iki bitkisel yapinin apoplastik alaninda ise
olmadig1 goriildii. Simplasttaki MDHAR aktivitesinin kivrilma boyunca arttigi,
petiyolde ise sadece % 26 ve % 54 kivrilma derecelerinde arttig1, % 74 kivrilma
derecesinde kontrol seviyesine diistiigli bulundu.

Kuraklik periyodu boyunca kivrilma derecesinin artmasina paralel olarak yaprak
simplastik PPO aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan Onemli
derecede azaldigi saptandi. Petiyolde ise aktivitenin % 26 ve % 54 kivrilma
derecelerinde arttig1, % 74 maksimum kivrilma derecesinde ise tekrar azaldigi
belirlendi. Diger taraftan yaprak ve petiyol apoplastik alanlarindaki PPO
aktivitesinin kuraklik periyodu arttik¢a arttig1 bulundu.

Yapilan analizler sonucunda indirgenmis (GSH) ve okside (GSSG) glutatyon
iceriklerinin yaprak ve petiyol simplastik alaninda varoldugu, her iki bitkisel
yapmin apoplastik alanlarinda olmadigir goriildii. GSH igeriginin yaprak ve
petiyolde kuraklik periyodu boyunca arttigi, GSSG’nin ise azaldig goriildii. Ayrica
kuraklik periyodunun artmasiyla GSH/GSSG oraninin her iki bitkisel yapinin
simplastik alaninda arttig1 tespit edildi.

Kuraklik periyodu boyunca yaprak ve petiyolde yapilan analizler sonucunda
askorbat (ASC) ve dehidroaskorbat (DHA) igeriklerinin hem apoplastik hem de
simplastik alanlarinda varoldugu goriildii. Yaprak ve petiyolde apoplastik ASC
iceriginin kontrole oranla kivrilma periyodu boyunca arttigi, apoplastik DHA
iceriginin yaprakta arttig1 petiyolde ise azaldigi belirlendi. Diger taraftan simplastik
ASC igeriginin yaprakta % 26 ve % 54 kivrilma derecelerinde artarken, % 74
kivrilma derecesinde azaldig1 goriildii. Petiyolde ise kurakligin baslangicinda artan
ASC igeriginin % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde azaldigi bulundu. Ayrica
simplastik DHA igeriginin kuraklik boyunca arttig1, petiyolde ise kurakligin
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baslangicinda 6nemli bir degisimin olmadigi, % 54 ve % 74 kivrilma derecelerinde
azaldig1 kaydedildi. ASC/DHA oraninin yaprakta hem simplastik hem de
apoplastik alanda ve petiyol apoplastik alaninda azaldigi, petiyolde simplastik
alaninda ise arttig1 goriildii.

14. Yapilan analizler sonucunda yaprak ve petiyol apoplastik ve simplastik
alanlarindaki H,O; igeriginin % 54 kivrilma derecesine kadar arttigi daha sonra
azaldig1 bulundu.

15. Yaprak ve petiyol apoplastik ve simplastik alanlarindaki siiperoksit {iretiminin de
arttig1 ve apoplastik alandaki iiretimin simplasttakinden daha fazla oldugu saptandi.

16. Reaktif oksijen tiirlerinin dokusal yerlesimini belirlemek amaciyla yapilan
histokimyasal analizler sonucunda siiperoksit tarafindan NBT’nin indirgenmesi
sonucu olusan formazonun g¢ogunlukla mezofil hiicrelerinde daha az oranda da
kortekste oldugu saptandi. Hidrojen peroksitin ise mezofil ve epidermal

hiicrelerinin hiicre ¢eperinde yerlesik oldugu bulundu.



6. ONERILER

Tiim diinyada, bitkiler elverissiz ¢evre sartlarindan olumsuz etkilenmektedir. Bitkiler
tizerinde olumsuz etkileri olan ¢evresel streslerden biri kuraklik stresidir. Bitkiler stresten
korunmak i¢in ¢esitli savunma mekanizmalarina sahiptirler. Yaprak kivrilmasi bu
mekanizmalardan biri olup, bu mekanizmaya sahip olan Ctenanthe setosa bitkisi stres
calismalarinin fizyolojisini agiklamak bakimindan olduk¢a Onemli bir bitkidir ve stres
durumunda yapraklarin1 kivirarak uzun siire hayatta kalabilmektedir. Son yillarda, bitkilerin
yapraklarii katlamalar1 veya kivirmalar1 yerine stomalarinin agik kalmasi kosulu ile yaprak
kivirmasimi engelleme c¢alismalar1 yapilmaktadir. Bunun nedeni stres etkisiyle olusan
katlanma veya kivrilma sonucu bitkilerin fotosentez hizinda azalma olmakta ve biyomas
tiretimleri diismektedir. Ozellikle diinyada genis olarak tarimi yapilan ve bu mekanizmaya
sahip piring, misir, bugday gibi bitkiler i¢in bu ¢alismalar daha biiylik 6nem arz etmektedir.
Bu yonde ¢alismalar yapmak ve basarili olmak i¢in katlanma veya kivrilma mekanizmasinin
biitiin yonleri ile bilinmesi gerekir. Tarafimizdan daha ¢ok bir model bitki olarak kullanilan
Ctenanthe setosa bitkisindeki yaprak kivrilma mekanizmasini aydinlatmaya yonelik olan bu
calismadan elde edilen bilgiler, yukarida ekonomik 6nemi oldugu vurgulanan ve benzer
mekanizmalara sahip bitkiler i¢in kullanilabilir olmasindan dolayi, mevcut caligmanin
uygulanabilir 6zelligi bulunmaktadir.

Son yillarda proteinlerle yapilan arastirmalarin ¢ogunlugu, stres polipeptidlerinin
izolasyonu, karakterizasyonu, bu proteinlerin sifrelendigi genlerin klonlanmasi ve bagka bir
bitkide ekspresyonunun yapilmast yoniinde yogunlasmistir. C. setosa’da apoplastik
proteinlerin kuraklik stresinden nasil etkilendikleri bilinmemektedir. Bu agidan C. setosa’da
stres esnasinda degisen apoplastik ve simplastik proteinlerin iki yonlii profillerinin
belirlenmesinin daha sonra yapilacak proteomiks ve molekiiler ¢aligmalar i¢in 6ncili olacagi
diistiniilmektedir.

Ayrica mevcut c¢alismamizda antioksidan enzim aktivitelerinde meydana gelen
degisimlerin yaprak kivrilma periyodunda hiicre ¢eperi lignifikasyonuna neden olabilecegi
belirlenmistir. Bu olaymm daha ayrintili olarak incelenebilmesi i¢in yaprak kivrilmasi
sirasinda lignin i¢eriginde meydana gelen degisimlerin ve fenilalanin amonyak liyaz ve IAA
oksidaz gibi lignifikasyonla iliskili diger enzim aktivitelerinin arastirilmasina gereksinim

duyulmaktadir.
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