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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

TUZ STRESINE MARUZ KALAN MISIR KOKLERINDE
BIYOUYARICI ( FOSFIT ) UYGULAMASININ OZMOTIK DUZENLEME VE
ANTIOKSIDAN KAPASITE UZERINE ETKIiLERI

Songiil SUREL

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
2023, 77 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY
Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU

Bu tez ¢aligmasi tuz stresi altinda musir (Zea mays L.) koklerinde biyouyarici (fosfit) uygulanarak
ozmotik diizenleme ve antioksidan kapasite iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapilmistir. Tez
calismamizda stres faktorii olarak tuz stresi (100 mM) segilmistir. Stresle es zamanli olarak biouyarici
olarak smiflandirilan fosfit (PHI, 1 ve 3 g L) uygulanmustir. Misir tohumlar1 (DKC 6664), hidroponik
ortam ve hoagland besin ¢dzeltisinde, iklimlendirme odasinda biiyiitiilmiis olup 21 giin sonra kok hasati
yapilmustir. Hasat edilen misir koklerinde su igerigi orant (RWC), prolin miktari, protein miktari, ROS
(H207 ), lipid peroksidasyonu (TBARS) ve antioksidan enzim /izozim analizleri yapilmistir. Yapilan
analizler sonucunda tuz stresine maruz kalan misir koklerinde RWC ve protein degerlerinde azalmalar
saptanmistir. Tuz stresi koklerde siiperoksit dizmutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidaz (POX) enzim
aktivitelerini artirmigtir. Bu enzimlerde artiglara ragmen koklerdeki hidrojen peroksit (H202)
stipiiriilememistir. Devaminda TBARS diizeylerinde de artislar izlenmistir. Digsaridan uygulanan fosfit, tuz
stresine karst RWC, prolin ve protein miktarlarinda artiglara neden olmustur. Strese maruz kalan misir
koklerine es zamanli olarak fosfit eklendiginde SOD, CAT ve POX enzim aktivitelerinde artiglart
saglamigtir. Bunun sonucunda H>O- etkili olarak ortadan kaldirilmig ve H,O> ve TBARS miktarlarinda
azalmalar dl¢lilmistiir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde tuz stresine karsi fosfit uygulamalarinin su
igerigi, ozmoregiilasyon ve antioksidan savunma sistemi {izerine olumlu etkileri oldugunu sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Biyouyarici (Fosfit), Misir (Zea mays L.), Tuz Stresi



ABSTRACT

MS THESIS

THE EFFECTS OF BIOSTIMULANT (PHOSPHITE) TREATMENTS ON OSMOTIC
ADJUSTMENT AND ANTIOXIDANT CAPACITY IN MAIZE ROOTS EXPOSED
TO SALT STRESS

Songiil SUREL

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE MOLECULAR BIOLOGY AND
GENETICS

Advisor: Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
2023, 77 Pages

Jury
Prof. Dr. Evren YILDIZTUGAY
Prof. Dr. Ceyda OZFIDAN KONAKCI
Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU

This thesis study was carried out to investigate the effects on osmotic regulation and antioxidant
capacity by applying biostimulant (phosphite) to maize (Zea mays L.) roots under salt stress. In our thesis
study, salt stress (100 mM) was chosen as the stress factor. Phosphite (PHI, 1 and 3 g L), classified as a
biostimulant, was applied concurrently with stress. Maize seeds (DKC 6664) were grown in hydroponic
medium and hoagland nutrient solution in a conditioning chamber and root harvested after 21 days. The
water content ratio (RWC), proline amount, protein amount, ROS (H20>), lipid peroxidation (TBARS) and
antioxidant enzyme / isozyme analyzes were performed in harvested maize roots. As a result of the analysis,
decreases in RWC and protein values were determined in maize roots exposed to salt stress. Salt stress
increased superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POX) enzyme activities in roots.
Despite the increases in these enzymes, hydrogen peroxide (H20-) in the roots could not be scavenged.
Subsequently, increases in TBARS levels were also observed. Externally applied phosphite caused
increases in RWC, proline and protein amounts against salt stress. When phosphite was added to the
stressed maize roots simultaneously, SOD, CAT and POX enzyme activities were increased. As a result,
H.0, was effectively removed and reductions in the amounts of H.O, and TBARS were measured. When
all these results are evaluated, we can say that phosphite applications against salt stress have positive effects
on water content, osmoregulation and antioxidant defense system.

Keywords: Antioxidant, Biostimulant (Phosphite), Maize (Zea mays L.), Salt stress
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1. GIRIS

Bitkiler yasamsal dongiilerinde biliyiime ve gelisme donemlerini olumsuz yonde
etkileyecek stres faktorleri ile karsilasirlar. Abiyotik ve biyotik olarak degerlendirilen bu
stres faktorleri bitkilerde fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler zararlar olusturmakta ve
bitkilerin yasam kalitesini olumsuz etkileyebilmektedir. Bitkilerde stres etkisi bir bitkinin
tiirline, genotipine, maruziyet siiresine ve tolerans mekanizmasimna gore
degisebilmektedir.

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan tuz stresi, toprak verimliligini azaltarak tarimsal
tiretkenligi diisiirmektedir. Toprakta artan tuz miktart hem bitkinin hayati fonksiyonuna
hem de toprak yapisina ciddi derecede zarar vermektedir. Tuzluluk; bitkide mineral
alimini, biiyiime ve gelisme, fotosentez verimliliginin azalmasi gibi fizyolojik siirecleri
olumsuz etkilemektedir (Sairam ve Srivastava, 2002).

Tuz stresi bitkilerde iki nedenle meydana gelmektedir. Kok bolgesinde artan tuz
konsantrasyonu nedeniyle bitkinin suyu almakta gii¢liik ¢ekmesi ve bazi iyonlarin
miktarindaki artisa bagl olarak toksik etkiler gostermesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Asiri tuz
stresi  bitkilerde govde ve kok biiyiimesinde gerilemeye, verimde diisiise neden
olabilmektedir.

Tuz stresi bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin (siiperoksit radikalleri, hidrojen
peroksit, hidroksil radikalleri gibi) olusum ve birikme oranini artirarak oksidatif strese
neden olmaktadir (Torun ve Ayaz, 2019). Fakat bitkilerde ki antioksidan savunma
sistemleri reaktif oksijen tiirlerini olusumunu detoksifikasyon mekanizmasi ile
engellemektedir. (Dogru, 2020). Bu sistemin enzim ve enzimatik olmayan bilesenleri,
bitkileri oksidatif hasardan korumaya yardimei1 olmaktadir. Tuz stresi altinda antioksidan
aktivitelerini artirabilen bitkiler, tuza toleransl bitkiler olarak kabul edilmektedir.

Biyouyaricilar (biyostimiilantlar); bitkilerde gelisim, beslenme, verimlilik, stres
kosullarina dayanikliklilik gibi olaylarini etkileyen organik ya da inorganik bilesiklerden
olusabilen ve toprak yapisini etkileyebilen materyallerdir (Kiilahtas ve Cokuysal, 2016).

Biyouyaricilarin siniflandirilmast humik ve fulvik asitler ve bazi azotlu bilesikler,
bitki ekstraktlari, inorganik ve organik polimerler, yararli mantarlar ve yararl bakteriler
olarak yapilmaktadir. Biyouyaricilarin birincil etkileri, bitkide fizyolojik tepkileri
indiiklemektir. Bu tepkilerin ¢ogu birincil etkileri biiyiime ve gelisme ile ilgilidir.
Bitkilerde besin alimini, besin kullanim etkinligini, fotosentez kapasitesini ve biyotik

veya abiyotik stres toleransini artirmaktadir (Du Jardin, 2015) .



Biz bu tez calismamimizda biyouyarici olarak fosfitin tuzlukluk stresi altindaki
musir ( zea mays ) koklerinde ozmoregiilasyon ve antioksidan sistem aktivetelerindeki

muhtemel olumlu yonlerini a¢iklamay1 hedefliyoruz.
2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. BITKILERDE STRES VE CEVRESEL FAKTORLER

Stres terimi genellikle canli organizmada zararli bir etki yaratabilen herhangi bir
fizikokimyasal veya cevresel faktor olarak tanimlanir. Latince germek anlamina gelen
"stringere" sozcliglinden gelen stres tiim canlilar1 etkiledigi gibi bitkileride
etkilemektedir. Bitkiler yasam siireleri boyunca biiyiime ve gelismelerini olumsuz yonde
etkileyebilecek birgok g¢evresel stres faktorii ile karsilasmaktadir. Bitkisel stres, bitki
tizerinde negatif etkileri olan dig faktorler olarak adlandirilmaktadir. Biyolojik bir
sistemde cevresel stresi degerlendirmek zordur, ¢iinkil optimum ¢evre kavrami ve stres
kosullarina duyarlilik ve verilen cevap olduk¢a degisken olabilmektedir. Bir bitkide
katabolik etki olusturan stres faktorii bagka bir bitkide yasam devamlilig i¢in gerekli
olabilir. Bitkilerde stres etkisi bir bitkinin tiiriine, genotipine, maruziyet siiresine ve
tolerans mekanizmasina gore degisebilmektedir.

Bir bitki sisteminde, stres tarafindan indiiklenen i¢ sinyaller, bilyiime ve gelisme
gibi olumlu tepkilere sebep olabilirken, bitkinin yasamini kaybedebilmesinede neden
olabilmektedir. Bu nedenle, stres kosullarinin zararli semptomlarini temsil eden tepkileri
ve bitki performansi iizerinde zararli bir etkisi olmayan tepkileri ayirt etmek onemli
olmaktadir (Mukherji ve Ghosh, 2018). Sekil 2.1’de strese kars1 olusan cevaplarin bitki

hiicresinde ki sinyalizasyonu gosterilmistir (Cetinkaya ve Dinler, 2021).

Bitkiler biiyiime ve gelisme siirecinde ¢evresel faktorlerin etkisi altindadir. Bir
bitkinin biiyliyebilmesi i¢in optimum c¢evre sartlarma ihtiya¢ vardir. Bulunduklari
gevrenin  birtakim olumsuz etkilerine dolayli yollardan veya direkt maruz
kalabilmektedirler (Acar ve ark., 2022).

Cevresel Sinyaller (Stres etkeni)

RN



Hiicre ¢eperi ve hiicre membranindaki reseptorler aracigiyla stresin algilanmasi

I

Stres i¢in sinyal olusturulmasi

I

Sinyal aktarimi

!

Sinyal iletimi ile gen aktivasyonu

l

Cevabin ortaya ¢ikmasi
VRN
Hiicre 6limii Biiyiime ve gelisme

Sekil 2. 1. Strese kars1 olugan cevaplarin bitki hiicresindeki sinyalizasyonu .

Cevresel stres faktorleri biyotik ve abiyotik stres faktorleri olmak {izere ikiye

ayrilmaktadir (Cizelge 2.1). Biyotik stres faktorleri canli organizma (hayvan , bocek,

bakteri, mantar vb) kokenlidir. Abiyotik stres faktorleri ise fiziksel ve kimyasal nedenlere

dayanmaktadir.
Cizelge 2. 1. Cevresel Stres faktorleri (Cetinkaya ve Dinler, 2021).
CEVRESEL STRES FAKTORLERI
Abiyotik Stres Faktorleri Biyotik Stres Faktorleri

Fiziksel Faktorler Kimyasal Faktorler
Kuraklik Hava Kirliligi Y.a'lbanl bitkiler
Sicaklik Bitki besin elementleri Bocekler
Soguk Pestisitler Hayvanlar
Radyasyon Toksinler Antroponejik etkiler
Su baskini Tuzlar Héstahklar . . .

Toprak ¢dzeltisi pH'1 Mikroorganizmalar(viriis, bakteri

Agir metaller ve mantarlar)

Iklim degisikligi nedeni ile kuraklik, tuzluluk ve agir metal stresi gibi abiyotik

streslerin etkisi giin gectikce etkisini artmaktadir. Abiyotik stresler tarimsal bitkilerde




tirtin verim ve kalitesini oldukga diistirmektedir. Cizelge 2.2de abiyotik streslerin bitkiler

tizerinde olusturabilecegi olumsuz etkileri gosterilmistir.

Cizelge 2. 3. Abiyotik stresler ve bitki iizerindeki olumsuz etkileri (Ali ve ark., 2022).

Abiyotik stresler ve bitki iizerindeki olumsuz etkileri

Tuz Stresi

Daha yiiksek ozmolit konsantrasyonu, diisiik ozmotik potansiyel, azalan su
icerigi, fotosentezin inhibisyonu, stoma kapanmasi, zayif kok gelisimi, bodur
bitki biiytimesi, kloroz, yaprak kivrilmasi, oksidatif stres, degisen
metabolizma, koklere yiiksek sodyum tasinmasi, diisiik K, Zn ve P alimu,

daha az biyokiitle ve tane verimi

Kuraklik stresi

Stoma iletkenliginin azalmasi, yaprak i¢ci CO2 miktarinin azalmasi, osmotik
basimcin artmasi, N asimilasyonunun azalmasi, solunum/transpirasyon
oraninin degismesi, fotosentetik aktivitenin degismesi, klorofil
konsantrasyonunun azalmasi, ABA sentezinin artmasi, antioksidan sentezinin

artmasi, azaltilmig ROS birikimi

Yiiksek Sicaklik Stresi

Ozmoprotektan birikimi, antioksidan sistem aktivasyonu, klorofil i¢eriginde
azalma, solunumda azalma, elektron tasima kapasitelerinde ayarlama,
saperonlarin ve 1s1 soku proteinlerinin ifadesi, stoma kapanmasi, yaprak
yoneliminde degisiklik, yaprak dokiilmesi ve yaglanmasi, tilakoid zarin

stabilitesinde artig, biyokiitle ve verimde azalma

Diisiik Sicaklik Stresi

Antioksidan {iretiminin artmast, azalan hiicre boyutu, artan stoma
yogunluklari, bityiik ksilem damarlari, bitkilerde H,O tutulumunun
indiiklenmesi, membran striiktiiriiniin degismesi, biomas ve verimin diismesi,
protoplazmik akig ve elektrolit sizintisi, meyve ve yapraklarda yiizey
lezyonlari, klorofil igeriginde azalma, vaskiiler esmerlesme veya i¢ renk

degisikligi

Agir Metal Stresi

Biomas ve verimin diismesi, hiicre boyutunu ve protein biyosentezini azaltir,
solunum ve su durumunu azaltir, fotosentezi ve klorofil igerigini azaltir,

elektrolit sizintisint artirir, mineral alimimi ve tohum ¢imlenmesini yavaslatir,
gelismis antioksidanlar, artan stoma yogunluklari, DNA hasari, kromozomal

anormallikler ve anormal mitoz ve mayoz

Su basmasi stresi

Verimde azalma, yaprak alani indeksinde ve klorozda azalma, su aliminda
azalma, klorofil igeriginde azalma, Fotosistem II'de hasar, terlemede artis,
stoma yogunlugunda artig, besin aliminda azalma, protein iceriginde azalma,
Alkol dehidrojenaz birikimi, ROS iiretimi, etilen {iretim, azalan giberellin ve

sitokinin, artan ABA

2.1.1. TUZ STRESI




Tuz stresi diinyada tarimsal bitkilerin biiylime ve gelismesini etkileyen, iiriin
verimliligini oldukg¢a kisitlayan, énemli abiyotik stres tiirlerinden biridir. Tuz stresi
topraktaki ¢Oziinebilir tuzlarin artisityla meydana gelir. Bu tuzlar genellikle, siilfatlar
kloriirler, karbonatlar, bikarbonatlar ve boratlardir. Ancak dogada en c¢ok rastlanilan
tuz formu sodyum kloriir (NaCl)’diir (Ddlarslan ve Giil , 2012). Kiiresel 1sinma nedeni
ile iklim degisiklikleri, hava kirliligi, hatal1 tarim uygulamalar1 gibi faktorler toprak
tuzlulugunu artirmaktadir. Tiirkiye topraklarinda (yaklasik 1.5 milyon hektarlik kisim)
tuzluluk toksitesiyle karsi karsiyadir (Dogru ve Canavar, 2020). Diinyada ise toprak
tuzlulugu, sulanabilir tarim alanlarin %20’sini, tarim arazilerinin ise %6’sin1 etkilemis
durumdadir (Ddlarslan ve Giil, 2012). Tarim alanlarinda gézlemlenen bu boyuttaki tuz
artisinin, Ozellikle tiriin kalitesi ve verimindeki diisiise bagli olarak biiyiikk ekonomik
kayiplara neden olacagi dngoriilmektedir (Dogru ve Canavar, 2020).

Toprak tuzlulugunun artmasina bagli olarak tuz stresi bitkilerde; morfolojik,
fizyolojik, biyokimsal ve molekiiler diizeyde bozulmalara sebep olarak bitki yasam
kalitesini olumsuz etkiliyebilmektedir. Bitkilerin stres karsisinda olusturdugu cevaplar
bitki tiirline, genotipine, maruziyet siiresine ve hassasiyetine gore degisebilmektedir.
Bitkiler tuza kars1 gosterdikleri hassasiyete gore halofitler (deniz boriilcesi, jojoba vb.) ve
glikofitler (bugday, misir, piring vb.) olmak iizere iki gruba ayrilir. Tuz stresine karsi
hassas olan bitkilere genel olarak “glikofit ”” adlandirilir. Glikofit bitkiler genellikle 100-
200 mM’ lik tuz konsantrasyonlarinda bile canliliklarini siirdiiremez. Yiksek tuzluluga
kars1 dayanikli olan bitkilere de “halofit” adlandir. Halofitler 300-400 mM gibi olduk¢a
yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip olan topraklarda biiyiiyebilen ve yasam dongiilerini
tamamlayabilen bitki tiirlerini igermektedir (Dogru ve Canavar, 2020).

Tuz hassasiyeti olan bitkiler (glikofitler), tuzlu ortamlarda kontrolsiiz bir iyon alimi
yapmaktadirlar. Bu bitkiler, alman yiiksek miktardaki tuzu saklayacak bolmeleri
olmadigindan, bitkinin hasar gormesine neden olmaktadir. Olugsan bu hasar; sadece
ozmotik bir stres olmayip, daha ¢ok iyon homeostazisinin bozulmasindan
kaynaklanmaktadir. Tuzluluk stresi ilk olarak kok bolgesinde meydana gelmektedir.
Glikofitler, yliksek yogunlukta tuz ile karsilastiklarinda, koklerinin gelisimi
engellenmekte ve iyon toksisitesine maruz kalmaktadirlar. Diger tuzluluk stresi ise
oncelikle koklerde meydana gelmekte, fakat toksisite ve biiyiimedeki simnirlanma
belirtileri daha ¢ok vejatatif bolgelerde goriilmektedir. Boylelikle tuzluluk stresi
glikofitlerde fizyolojik ve morfolojik etkileri sonucu kendisini gostermektedir. Halofitler

ise fazla miktarda Na ve Cl tuzlarin1 alip yapraklarinda biriktirme yoluyla tuzlulugun



toksik etkilerinden korunmaktadirlar. Bu bitkiler, yapraklarinda biriken tuzlar: topraktaki
ozmotik potansiyeli diisiirmek igin kullanmaktadirlar. Bu ozmotik diizenlemenin 6nemli
bir yani ise biriken tuzlarin hiicre vakuollerinde izole edilmesidir. Boylelikle, yiiksek tuz
konsantrasyonunun sitoplazma ve organellerde diisiik oranlarda tutularak metabolizma
ve enzim aktivitesine zarar vermesini engellenmektedir (Deliboran ve Savran, 2015).

Tuzlu topraklar 6zellikle kurak- yar1 kurak lokasyonlarda yaygin olarak bulunan ve
bitki gelisimine engel olacak miktarda ¢oziinebilir tuz (NaCl) igeren topraklardir
(Délarslan ve Giil, 2012). Tuzluluk topraktaki kullanabilir su miktarin1 azaltamakta ve
bitkilerin fizyolojik kuraklikla karsilasmasina neden olmaktadir. Fizyolojik kuraklik
olarak tanimlanan terim, hiicrelerin mitotik aktivitesini engelleyen, hiicre boliinme
durumunu azaltan, hiicre sayisi ve uzamasini yavaslatan bir durumdur. Buna bagli olarak
kok ve govde uzunluklarinda azalma, kok hacminde ve sekonder kok miktarr ve
uzunlugunda azalma, yapraklarin (incelme, kiigiilme, sayilarinda azalma) vaskiiler doku
farklilagmasinda ve gelisiminde azalma, tohum ¢imlenme oraninda azalmalar
olusmaktadir (Abudureyimu ve Aksoy, 2019).

Bitkilerde tuz toleransini saglayan mekanizmalar; hiicre zari biitiinliigiiniin
korunmasi, Tuza Asir1 Duyarli (Salt Overly Sensitive (SOS) yolagmin aktiflestirilmesi,
ozmolitlerin sentezi, antioksidan enzimlerin aktivasyonu, sinyal iletimi ve tuz toleransi
ile ilgili genlerin aktiflestirilmesi olarak bilinmektedir (Abudureyimu ve Aksoy, 2019).

Tuz stresinin bitkiler tizerinde olusturdugu etkiler 3 temel grupta incelemek
miimkiindiir. Bunlar; Ozmotik stres, Iyonik stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)
olusumudur (Sekil 2.4) (Yang ve Guo, 2018).
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Sekil 2. 2. Bitkilerde Tuz Stresi ve Tuz toleransi

2.1.1.1. Ozmotik Stres



Tuz stresi, toprak ortaminda sodyum kloriir ve diger ¢oziilebilir tuz miktarindaki
artigla birlikte bitkinin biiylime ve gelisimi lizerinde olumsuz etkiler olusturabilmektedir.
Toprak ortaminda tuz miktarmin artmasi ve su potansiyelinin azalmasi, hiicrelerin
ozmotik potansiyelini azaltmakta ve bitkilerin koklerden su alimini engelleyerek ozmotik
strese neden olmaktadir (Y1lmaz ve ark., 2011).

Ozmotik stres, toprak ve sudaki yiiksek tuz konsantrasyonlarinin etkisinden
kaynaklanmaktadir. Topraktaki fazla ¢oziiniir tuzlar, kok yiizeyindeki su potansiyelini
azaltmakta, boylece bitkinin su alimini azalmakta (yani bitkide su mevcudiyetini azaltir),
bu da bitkilerde su agigina yol agmaktadir (Yang ve Guo, 2018).

Bir bitkinin su alma kabiliyetini tehlikeye atan ozmotik stres, bitki dokularinda
birka¢ onemli olay1 tetikler. Azalan turgor basinci sonucu, makroskopik diizeyde, hem
kok, hem de siirgiin hiicrelerinin biiyiimesi durdurulmaktadir. Bu sorunla basa ¢ikmak
icin  bitkilerin  ozmmotik dengeyi ayarlamasi  gerekir. = Kokteki  hiicre
turgorunun gogu, inorganik iyonlarin artisiyla 40-60 dakikada geri kazanilir ve biiylime,
azalmig bir oranda da olsa yeniden baslayabilmektedir. Bitki hiicresinde ozmotik basincin
azalmasi nedeni ile Na*'un hiicre duvari bilesenlerine baglanmasindan kaynaklanan hiicre
duvarinin  bilesimindeki degisikliklere neden olmaktadir. Ozmotik stres ayrica
stomalarin hizli kapanmasina neden olmakta ve bu da bitkinin CO ; 6ziimseme yetenegini
azaltmaktadir. Stomalarin hizli kapanmasi, tuzluluk stresine eslik eden ksilem
basincindaki hizli diisiis (6rnegin, gére 100 mM NaCl'ye maruz kalan misir koklerinde
0,05 MPa) ile agiklanabilmektedir. Ksilem basincindaki bu diisiis, stresin baglamasindan
birka¢ dakika sonra ger¢eklesmekte ve kokler tarafindan algilanan hidrolik sinyaller ses
hizinda hareket etmekte ve neredeyse siirgiine aktarilmakta, burada desifre edilip ve
stirglin metabolizmasini degistirmektedirler (Zhao ve ark., 2020).

Ozmotik stres sonucu kloroplastlarda fotooksidayona ve fotoinhibasyona neden
olarak reaktif oksijen tiirlerinin tiretimini artirmaktadir (Yilmaz ve ark., 2011).

Ozmotik stres, bitkilerde hem kisa vadeli hem de uzun vadeli ozmotik stres
toleransi i¢in énemli olan uyumlu ozmolitlerin biyosentezini ve birikimini destekleyen
sinyal yollarini tetikler. Sitozolde artan uyumlu ozmolit seviyeleri su kaybin1 azaltir ve
turgor basincini ve hiicre geniglemesini arttirir (Zhao ve ark., 2020).

Ozmolitlerin 6nemi

Tuz stresinde; bitkilerin diisiik hiicre i¢i ozmotik potansiyelinin korunmasinda ve
zararl etkilerinin 6nlenmesinde prolin, glisin, betain, seker alkolleri, poliaminler_ve

gec embriyogenez proteinleri (LEA) gibi organik ozmolitlerin birikimi, énemli bir rol


https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/polyamine

oynamaktadir (Cizelge 2. 4). Bu nedenle ozmolit seviyelerini kontrol eden metabolik
diizenlemeler ve diizenleyici yollar bitki tuz toleransi i¢in olduk¢a onemlidir.

Prolin, elzem aminosasitlerden biridir. Molekiiler analizler, tuz stresinin prolin
sentezini indiikledigini, buna karsilik iyilesme sirasinda katabolizmasinin arttigini
gostermistir. Bu iyilesme fazi sirasinda, prolin temel bir sinyal molekiilii olarak islevi
gorebilmektedir. Ayrca prolinin hiicre proliferasyonunu, hiicre 6liimiinii ve stres kurtarma
genlerinin ekspresyonunu diizenledigi diisiniilmektedir. Proline benzer sekilde, glisin
betain, tuzluluk altinda hiicre i¢i iyonlarin ozmotik potansiyelini dengelemek ic¢in bazi
bitkiler tarafindan sentezlenen organik bir ozmolittir (Deinlein ve ark., 2014).

Tuz stresi altinda sentezlenen uyumlu ozmolitlerin tipi en azindan kismen tiire ve
dokuya Ozgiidiir ve bu bilesiklerin ¢ogu 1s1, kuraklik ve donma stresleri altinda
birikmektedir. Birka¢ uyumlu ozmolit sinifi tuz stresi altinda birikmektedir (Cizelge 2.3).
Bunlar prolin, glisin, betain, putresin; glikozilgliserol, gliserol, manitol, pinitol ve
sorbitol dahil olmak iizere polioller, siikroz ve fruktoz dahil olmak iizere sekerler,
trehaloz, rafinoz ve fruktanlar dahil kompleks sekerler ve K * gibi iyonlardir. Prolin,
glisin betain, poliamin, mannitol, glikoz, fruktoz ve trehaloz gibi bazi metabolitler tuz
stresi {izerine birgok bitki tiirlinde yaygin olarak hem koklerde hem de yapraklarda
birikmekte ve sckerler ise esas olarak siirgiin dokusunda birikmektedir. Ozmotik
ayarlama ve detoksifikasyondaki islevlerine ek olarak, bu metabolitler ayrica tuz tepkisini
diizenlemek i¢in enzimlere dogrudan baglanabilmekte ve bunlart etkinlestirebilmekte
veya devre dis1 birakabilmektedir (Yang ve Guo, 2018a).

Koruyucu ve diizenleyici molekiillerden olan ozmolitler stres durumunda
olusturulan ROS’un temizlenmesinde, ozmotik streste, ozmotik regiilatér ve
ozmoprotektan olarak rol almaktadirlar. Sitoplazmada suyun alikonmasini
saglamaktadirlar ve sodyumun apoplast ve vakuollerde tutulmasimi kolaylastirarak

hiicresel yapilar1 korumaktadirlar (Biiyiik ve ark., 2012).

Cizelge 2. 5.Tuz stresine cevap olarak olusan ozmolitler ve tuz toleransindaki muhtemel fonksiyonlar1

Grup Spesifik Bilesik Fonksiyonu

. Ozmotik regiilator
Iyonlar Sodyum, klor

Potasyum ¢ikist
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Ozmotik regiilator

Fruktanlar (Rafinoz,

Trehaloz)

Ozmoprotektan
Aminoasitler Prolin ROS temizleyici
protein, zar ve hiicre alt1 yapinin
stabilizasyonu
Ozmoprotektan, ozmotik regiilator
Tilakoid ve plazma membran biitiinligiiniin
. . . korunmas1
Kuaterner aminler Glisin betain o
ROS konsantrasyonunda ve lipid
peroksidasyonunda azalma
Protein stabilizasyonu
Mannitol, Ozmotik regiilator,
) Glikozilgliserol, Ozmoprotektan
Polioller ) ) .
Gliserol, Protein stabilizasyonu
Sorbitol Fotosentetik organellerin korunmasi
. Ozmotik regiilator,
Spermin, . ..
o Iyon homeostazisi,
L Spermidin, o
Poliaminler , Kromatinin korunmasi,
Putresin, _ i ] .
] Antioksidan enzim aktivasyonu
Kadaverin
. Ozmotik regiilator,
Glikoz,
Ozmoprotektan
Fruktoz, Karbon ( ik 5
arbon (enerj1) kaynagi,
Siikroz, )
Sekerler Sinyal molekiild,

Membran koruyucu,

Protein stabilizasyonu

Bitkiler tarafindan yliksek tuzluluk

potansiyeli siirdiirmek i¢in kullanilan temel

altinda diisiik bir hiicre igi 0zmotik

strateji, prolin, glisin betain, sekerler,

poliaminler ve LEA proteinleri dahil olmak tizere uyumlu ozmolitlerin birikimidir. Bu

ozmolitler arasinda prolin, tuz stresi altinda ozmotik ayarlamada baskin bir rol

oynamaktadir. Ozmotik stres altinda prolin birikimi, hem prolin biyosentez yolunun

aktivasyonu, hemde prolin katobolik yolunun inaktivasyonu ile saglanabilmektedir.

Prolin, esas olarak iki ardisik enzim tarafindan glutamik asidin indirgenmesi yoluyla

biyosentezlenir:

P5C sentaz (P5CS) ve P5C rediikktaz (P5CR). P5CS, prolin

biyosentezinde hiz smirlayict bir enzimdir ve aktivitesi esas olarak transkripsiyon
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seviyesinde kontrol edilmektedir. Hem P5CS hem de P5CR genleri, prolin birikimini ve
miiteakip tuz stresi toleransini miimkiin kilan yiiksek tuzluluk altinda up regiile
edilmektedir. Katabolik yolda prolin, prolin dehidrojenaz (PDH) ve P5C dehidrojenaz
(P5CDH) tarafindan  katalize  edilen  reaksiyonlar  araciligiyla  glutamata
dondstiiriilebilmektedir. PDH'nin  tuz stresi toleransindaki olumsuz rolii, diisiik
PDH transkript seviyelerine sahip bitkilerin daha yiiksek tuz stresi toleransina
sahip olmasi gergegiyle desteklenmektedir (Zhao ve ark., 2020).

Prolin, ozmotik ayarlama disinda ¢esitli rollere sahiptir. ROS'un temizlenmesi ve
stirdiiriilmesi stres altinda hiicre redoks durumu, glisin betain enzimlerin kuaterner
yapilarini etkili bir sekilde stabilize eder ve tuzluluk altinda membranlarin biitiinligiini
korumaktadir (Yildiztugay ve ark., 2014). Bitkilerde strese kars1 verilen cevaplar arasinda
diisiik molekiiler agirlikli ¢6ziinen maddeler veya ozmolit gibi molekiillerin sentezi
gelmektedir (Biiyiik ve ark., 2012).

Poliaminler (PA) iki ya da daha fazla amino grubu igeren bitki biiyiime ve
gelismesinde o6nemli fonksiyona sahip, diisiik molekiil agirlikli polikatyonlardir.
Bitkilerde bulunan en yaygin PA’lar; bir diamin olan putresin (Put), triamin olan
Spermidin (Spd), tetraamin olan spermin (Spm) ve daha az meydana gelen
diaminopropan ve kadaverindir. En kiiciik poliamin, yani diamin putresin, sirasiyla
arginin dekarboksilaz veya ornitin dekarboksilaz enziminin aktivitesiyle arginin veya
ornitinden sentezlenir (Yildiz ve ark., 2010).

PA’lar bitki hiicrelerinde; serbest, bagl veya konjuge formlarda yaygin bir sekilde
bulunurlar. Serbest poliaminler, hiicre i¢i pH'da pozitif (katyonik) yiikliidiir. Bu
ozellikleri nedeniyle PA’lar; proteinler, fosfolipidler, RNA ve DNA gibi anyonik
molekiillerle bagl formlar olusturabilmektedirler (Sahin ve Orgeg, 2022).

PA’lar abiyotik ve biyotik streslere kars1 savunma cevabini diizenlenmesinde
onemli rol oynamaktadir. Poliaminler ozmozu ve hiicreden ROS atilimin1 saglayarak
biyotik ve abiyotik stresin katabolik etkilerini azaltmaktadir (Yilmaz ve Ciftgi , 2021).
Membran ve hiicre ceperini stabilize edebilme yeteneklerinin yani1 sira PA’lar asit
notralize edici ve antioksidan 6zelliklerinden dolay: anti-stres ve antisenesens etkilerine
sahiptirler. Yapilan arastirmalarda PA seviyelerinin stres kosullarinda arttig1 bildirilmistir
(Y1ldiz ve ark., 2014).

Tuz stresi, bitkilerde ozmotik ve iyonik dengeyi bozarak, fotosentetik aktiviteyi

azaltarak, ¢esitli ROS’lar1 biriktirerek ve antioksidan enzim aktivitelerini inhibe ederek


https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/engineering/dehydrogenases
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morfolojik ve metabolik siiregleri olumsuz etkilemektedir. Tuz toleransindaki temel
mekanizmalardan biri de bitki hiicrelerindeki Na* birikimini engellemektir

Ozmolitler osmoregiilasyonda goérev alan ve stres tarafindan olusturulan ROS un
ortadan kaldirilmasinda gorev yapan proteinlerdir. Tuz stresinde ozmotik diizenleyici ve
ozmokoruyucu olarak rol oynar. Sitoplazmada suyun tutulmasini saglar ve sodyumun
apoplast ve vakuollerde kalmasini kolaylastirarak hiicresel yapilar1 korurlar (Biiyiik ve
ark., 2012).

2.1.1.2. fyonik Stres

Literatiirde genellikle "iyonik stres" veya "iyon toksisitesi" olarak
adlandirilmaktadir. Tuzlu topraklarda yetistirilen bitkilerde, topraktaki artan ozmotik
potansiyelden dolayi bitkiler suyu yeterince kullanamazlar. Bu durum, bitkinin biiylimesi
icin gerekli olan besin ve mineralleri yeteri kadar topraktan alamamasina neden olur.
Iyonik stres, bitki yasam kalitesini olumsuz etkileyen tuzlulugun sekonder etkisi olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bitki hiicrelerindeki yiiksek tuz (NaCl) konsantrasyonlar1 (esas olarak
Na") iyonik stresi indiikleyebilmektedir. Boylece bitki yasami i¢in gerekli olan besin ve
minerallerin topraktan alinimi kisitlanmaktadir (Yang ve Guo, 2018). Bu kisitlanma,
metabolik olarak aktif hiicre i¢i bolmelerde asir1 Na* ve ClI” birikiminden dolayidir. Na*
iceriginde artig ve K* igeriginde azalma, iyon homeostazisini bozmaktadir (Yildiztugay
ve ark., 2014). Hiicrelerde Na* birikimi enzimlerin aktivitelerini inhibe edici bir etkiye
sahiptir. Ornegin kloroplastta, Calvin dongiisiinde yer alan kimyasal reaksiyonlar, birgok
enzimi igermektedir. Bu enzimlerin ¢ogu K * tarafindan kontrol edilir (Zhao ve ark.,
2020). NaCl kaynakli tuz stresi, hiicrelerde Na®, K*, CI" ve Ca*? gibi iyonlarin
stabilitesinin bozulmasina sebep olur. Apoplastik bolgede artan Na*’larin hiicre igine
alimimu, hiicre zarinda yer alan ¢esitli tasiyici kanallar aracihigiyla gergeklesmektedir. Na*
ile K" un yarigaplarimimn yakinligi, K* tasiyicilarinin bu iyonlar arasinda ayrim yapmasini
zorlastirir ve bu durumda Na*, K* ile rekabete girer. K™ a kars1 yiiksek, Na™’a kars1 ise
diisiik afinite gosteren tasiyict kanallar, hiicre disinda Na+ konsantrasyonunun yiiksek
olmasi durumunda Na™’nun hiicre zarindan sitoplazmaya gegisini saglamaktadirlar
(Culha ve Cakurlar, 2011).

Iyonik strese yanit olarak, koklerde cok daha hizli bir zaman &lgeginde cesitli
programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis) olaylari gozlemlenmektedir (Zhao ve ark.,

2020). Bitkiler, tuzlu kosullarda hayatta kalmada; uygun sitozolik oranini
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dengelemektedir (Culha ve Cakirlar, 2011). Sitoplazmada uygun bir Na*/K" orani,
hiicresel hasar1 ve besin eksikligini 6nleyen hiicre iginde Na * 'nin azaltilmasi ve K * 'nin
arttirilmasiyla saglanabilmektedir. Sitoplazmik Na® azaltma mekanizmalar1 arasinda;
Na* aliminin kisitlanmas1 Na + akisinin arttirilmasi ve vakuolde Na* 'nin depolanmasi
yer alir. SOS ( Salt Overly Sensitive: Tuza Asirt Duyarli ) yolu, bitki
Na* /K * homeostazinin diizenlenmesi i¢in ¢ok 6nemlidir. SOS yolundaki genlerin asirt
ekspresyonu, bitki tuzu toleransini artirmaktadir (Yang ve Guo, 2018).

Bitki hiicrelerinde diisiik sitoplazmik Na * konsantrasyonlarini koruyan iki ana
faktor, tonoplastta lokalize Na*/H™ antiportu 1 (NHX1) ve plazma zarinda lokalize SOS1
(NHX7 olarak da bilinir) tarafindan saglanir. NHX'lerin ¢ogu, vakuol i¢inde Na* nun
ayrilmasi yoluyla Na* detoksifikasyonu igin gerekliyken , SOS sinyal yolunun gorevi ise
Na * y1 hiicre disina géndermektir (Deinlein ve ark., 2014). Bu yiizden tuz stresinde SOS
savunma mekanizmasi bitkinin tuz detoksifikasyonu agisindan olduk¢a dnemlidir. Tuz
stresine bitki hiicrelerinin verdigi cevaplardan biri de sitozolik Ca?* tarafindan uyarilan
Ca?* sensorii proteinlerin ekspresyonu ve aktivasyonudur. Bitkilerde tuz toleransinda rol
oynayan SOSI1, SOS2, SOS3 olmak iizere li¢ lokus bulunmustur (Abudureyimu ve
Aksoy, 2019). Sitozolde serbest Ca*?’un varhiginda sensdr proteinler, stresten sorumlu
genlerin ~ ekspresyonunu  saglayan  regiilator  proteinlerin  fosforilasyon
/defosforilasyonunu baglatir (Culha ve Cakirlar, 2011).

Uzun siire tuz stresine ugrayan bitkilerde olusan iyon toksisitesi gelisen
yapraklarin erken yaslanmaya ugramasina neden olur. Bu olayda fotosentetik aktivitenin
azalmasima neden olmaktadir (Dogru ve Torlak, 2020). Tuz stresiyle birlikte goriilen
ozmotik stres, absisik asit (ABA) miktarinda artisa ve sitoplazmada kalsiyum miktarinda
artiglara neden olur. SOS2-SOS3 kompleksi SOS1 ve tonoplasttaki Na*/H* tasiyicisi olan
NHX1’in fosforilasyonunu ve SOS1 genin transkripsiyonunu saglamaktadir
(Abudureyimu ve Aksoy, 2019). Bu gen, hiicresel pH’in ve Na® homeostazinin
saglanmasinda 6nemli bir role sahiptir (Culha ve Cakirlar, 2011).

SOS sinyal iletim yolu diger regiilator proteinlerle de etkilesime girerek Na* un
homeostazin1 diizenlemektedir. Bu etkilesim HKT1 aktivitesini inhibe ederken sitozole
Na" girisini kisitlamaktadir. Ayrica, SOS2, NHX’i aktive ederek fazla Na*un vakuolde
biriktirilmesini saglamaktadir. Boylecelikle, CAX (H*/Ca?* antiportu) aktivitesi de bu
etkilesim sayesinde artmakta ve tekrar sitozolik Ca*? dengesi kurulmaktadir. Bunlara ek

olarak, Ca*? iyonlarinin artist SOS3 disinda diger Ca*? bagh proteinler (kalneksin,
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kalmodulin (CaM)) tarafindan da algilanmakta ve bu proteinlerde NHX ile iligki kurarak
NHX’in aktivasyonunu gergeklestirmektedirler (Culha ve Cakirlar, 2011).

Toprak ¢ozeltisinde NaCl’den kaynaklanan hipertonik ortam olugmaktadir. Bu
ortama direkt maruz kalan koklere Na* un girisi pasif tasima olarak gergeklesmektedir.
Bu pasif giris yolu, kolaylastirllmis diflizyon ya da iyon kanali seklindeki tasiyicilarla
HKT (yiiksek afiniteli K+ kanallar1), LCT (diisiik afiniteli katyon kanallar1) ve NSCC
(secici olmayan katyon kanallari) ile saglanmaktadir. Koke giris yapan Na*’un bir kismi1
siirgiine dogru taginirken, bir kismi gegilen hiicrelerin vakuollerinde vakuol tipi Na*/H*
tastyicilari (NHX) aracilign ile depolanmakta ve boylece siirgiine taginan Na* miktari
azalmaktadir. Na*, merkezi silindirden ksileme hiicre zarina bagli NHX (SOS1)
tagiyiclart ile yiiklenir. Kokte, Na*’un ksilemden geri koke gelmesi Na*’a karsi segici
olmayan uniportlar (HKT ve NHX) araciligiyla gergeklesmektedir. Yapraklarda biriken
fazla Na*, SOS1’ler ile ksileme geri yiiklenerek veya floem dongiisiine katilarak koke
geri gonderilebilir ya da NHX araciligiyla vakuolde biriktirilerek de azaltilir (Culha ve
Cakarlar, 2011).

2.1.1.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Oksidatif Stres

Bitkilerde, reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicresel metabolizmanin sekonder {iriinii
olarak olusan ve hiicre i¢i homeastazinin korunmasinda 6nemli bir rol oynayan
molekiillerdir. Atmosferde serbest olarak bulunan molekiiler oksijen (O2) canli hiicrelere
dogrudan zarar vermeyen nispeten kararli bir molekiildiir. Bununla birlikte, oksijen
molekiilii ekstra enerji veya elektron aldiginda, lipitler ve niikleik asitler dahil olmak
tizere canli hiicrelerin ¢esitli bilesenlerinde oksidatif hasara neden olacak reaktif oksijen
tirleri (ROS) iiretmektedir. Bitkilerde normal biiyiime kosullarinda iretilen ROS’lar
diisiik konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Buna Kkarsin, birgok ¢evresel stres faktorii
ROS’larin diretimini tesvik etmektedir. Tuz stresi kompleks bir faktordiir ve pek ¢ok
metabolik aktiviteyi etkilemektedir. Yiiksek tuz konsantrasyonlari hiicresel elektron
tasiniminda bozulmalara ve siiperoksit radikali (O27), singlet oksijen (10?), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali ("fOH) ve gibi ROS’larin olusumuna neden
olmaktadir (Yildiz ve ark., 2010).

ROS’lar stres sartlarinda kloroplastlar, mitokondriler, peroksizomlar gibi
organeller ve apoplastik bolgelerde olusan biyolojik reaksiyonlar sonucu olusur.

Ozellikle, mitokondri ve kloroplast gibi enerji organellerinde elektron tasima
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sistemlerinde serbest O. ve elektronlar arasindaki etkilesim goriilebilir (Y1lmaz ve ark.,
2011).

Bitki hiicrelerinde oksijenin suya tam olarak indirgenmesi; gerekli enerji iiretimini
saglar. Fakat oksijenin tam olarak indirgenememesi ise olduk¢a reaktif olan ve lipidler,
DNA ve proteinler gibi bircok makromolekiile zarar verebilen ROS’larin olusumuna
neden olmaktadir (Dogru, 2020). ROS’larin hiicresel yapilarda hasar olusturmasi ise
“oksidatif stres” olarak tanimlanmaktadir. Iyonik toksisite, hiperozmotik stres ve
beslenme yetersizligi sonucu homeostazinin bozulmasi bitkilerde oksidatif strese yol
acabilmektedir (Yildiztugay ve ark., 2013). Mitokondri ve kloroplast gibi enerji iireten
organellerde redoks tepkimeleri sirasinda, bazi stres faktorleri nedeniyle elektronlarin asil
alict molekiil yerine molekiiler oksijene verilmesi sonucu ROS’lar olusmaya
baglamaktadirlar (Dogru, 2020). ROS’lar bitki gelisim siirecince sentezlenirler fakat
detoksifikasyon mekanizmasi ile aralarindaki denge bozulmadigi siirece zararli etki
olusturmazlar. Denge bozuldugunda hiicre membrani, fotosentetik organeller, proteinler,

enzimler ve DNA hasar gérmektedir (Biiyiik ve ark., 2012).

a) Siiperoksit radikali (02")

ROS tiirlerinden biri olan siiperoksit radikali, hemen hemen tiim aerobik
hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron (¢7) alarak indirgenmesi ile olusmaktadir
(Yilmaz E. ve ark., 2011). Elektron taginimi sirasinda NADP*’ye verilmesi gereken
elektronlar oksijene verilerek siiperoksit radikalinin (O27) olusumu ger¢eklesmektedir.
Stiperoksit radikali biyolojik makromolekiillerde kimyasal bir degisime yol agmaz fakat
oksidatif stresin ana kaynagi olarak kabul edilmektedir (Toksoy ve Dogru, 2021) (Dogru,
2020).

Stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin yiiksek katalitik etkisi nedeniyle hiicrelerde
Oz birikimine izin verilmez. Ancak, gesitli patolojik durumlarda siiperoksit yapiminin

artmasiyla siiperokside 6zgii tepkimeler goriilmeye baslamaktadir (Biiyiik ve ark., 2012).

b) Singlet oksijen (*02):

Singlet oksijen (*O2); oksijen molekiiliiniin ilk stimiile edilmis halidir. Bircok

molekiilii kolayca oksitleyebilmekte ve bu nedenle hiicreler i¢in toksik etki
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yaratabilmektedir. Stres toleransinda etkili olan sinyal iletim yollarinda rol oynamaktadir
(Dogru ve Torlak, 2020).

c) Hidrojen peroksit (H202):

Hidrojen peroksit (H20>), acrobik organizmalarda ¢ok yliksek katalitik aktiviteye
sahip bir enzim olan siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalize edilen siiperoksit
radikalinden olusmaktadir. Stiperoksit dismutaz (SOD) enziminin katalizi ile hidrojen

peroksit olusumu asagidaki tepkimede gosterilmistir.

20 +2H" 590§ H,0; + O

H20,, siiperoksit radikalinin bir € almasi veya O2’nin iki ¢” almasi1 sonucu olusan
peroksitin iki proton (H") ile birlesmesinden meydana gelmektedir. Biyolojik
sistemlerdeki dismutasyon reaksiyonunda, iki O>~ molekiilii, iki H+ alarak H20. ve O3
olusturmaktadir. HoO2, serbest radikal olmadig1 halde Fe?* veya diger gegis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, O2 varliginda Haber- Weiss reaksiyonu sonucunda

en reaktif ve zararli OH™ radikalini meydana getirmektedir. (Yilmaz ve ark., 2011).

Haber-Weiss Reaksiyonu: O2 "+ H, 0, ——> 0, (} Ag) + OH + OH"
Fenton Reaksiyonu: Fe** +02~ —> Fe** + 0>
Fe?* + H.0; Fe** + 02+ OH + OH

H20> oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin sebebi; demir, bakir gibi metal
iyonlarinin varhiginda OH" radikalinin onciilii olarak davranmasidir. H202 6zellikle
proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon
diizeyindeki aktif demir formlarini olusturmaktadir. Bu demir formu ¢ok giiglii oksitleyici
Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi katabolik tepkimeleri
baglatabilir. Bu nedenle biyolojik sistemlerde olusan H2O2’nin derhal detoksifiye

edilmesi gerekmektedir. (Biiyiik ve ark., 2012).

d) Hidroksil radikal (OH")
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Hidroksil radikali (OH"), Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ya da suyun yiiksek
radyasyona maruz kalmasi ile olusmaktadir. Inaktif hale getirilmesinde hiicrelerin
kullanilabilecekleri bir enzim sistemi yoktur. Bu yiizden OH" hiicrelerdeki en reaktif
oksijen tiirtidiir ve tiim biyolojik molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilmektedir. Fazla
miktarda tiretildiginde ise toksik etkili olup, hiicre 6liimiine neden olabilmektedir. OH-,
tiyoller ve yag asitlerinden bir H* kopartarak karbon igeren organik radikaller (R*), tiyil
radikalleri (RS-) veorganik peroksit radikalleri (ROO-) ’nin olusumuna neden olmaktadir
(Yilmaz ve ark., 2011).

Oksidatif Stres ve Organeller

Bitkilerde ozellikle tuzluluk, kuraklik, soguk, agir metal toksisitesi ve UV
radyasyonu gibi abiyotik stres faktorleri altinda ROS’larin tiretimi artmaktadir. Hiicresel
ROS yogunlugunun artmast sonucunda antioksidan savunma sistemleri ve ROS {iretimi
arasindaki denge bozulmaktadir. Bu sebeple bitkiler, oksidatif strese girebilmektedirler
(Biiyiik 1. ve ark., 2012).

Kloroplast, mitokondri ve peroksizom gibi fotosentetik organeller,
fotorespirasyon ve solunum gibi temel siire¢ler yoluyla ROS ve diger redoks sinyallerinin
tiretim merkezidirler (Cizelge 2.4.). ROS, hiicrede membran lipitleri, niikleik asitler,
proteinler, klorofiller ve diger makromolekiillerden elektron kopararak onlarmn kararl
yapilarin1 bozabilmektedir (Acar ve ark., 2022). Hiicre membrani iizerine serbest oksijen
radikallerin etkisi, lipid peroksidasyonu ile olmaktadir. Hiicre membraninin tahribatina
yol agan lipit peroksidasyonu, birka¢ reaksiyon basamagi sonucunda malondialdehit
(MDA) iirlniini  tretmektedir (Yilmaz ve ark., 2011). Olusan MDA, hiicre
membranlarindaki iyon aligverisine etki ederek iyon gecirgenliginin (Ca*?, Na*) artigina,
enzimatik degisimlere, membran biitiinliigliniin yok olmasma yol agmaktadir. Hiicre
icerisinde Ca*? iyonlarinin artisi, protein ve lipitleri parcalayabilen proteaz ve fosfolipaz
enzimlerini aktive etmektedir (Sonmez E., 2019). Bununla birlikte, lipid peroksidasyonu
sadece membran gecirgenligini engellemekle kalmaz, aym1 zamanda elektrolit ve
enzimlerin ve reseptorlerin deaktivasyonuna ve ayrica niikleik asitlerin ve proteinlerin

oksidasyon siirecini hizlandirmasina neden olmaktadir (Hasanuzzaman ve ark., 2021).

Cizelge 2. 6. Bitki organellerinde Reaktif Oksijen Tiirleri; olusum mekanizmasi ve hiicre igi lokasyonlari
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Olusum Mekanizmasi Organel Reaka[]:j?ﬁkSijen
Fotosentez ET ve PSI-II Kloroplast OZ_
Hiicresel Solunum ET Mitokondri o,
Glikolat Oksidaz Peroksizom H,O,
NADPH oksidaz Plazma Membrani OZ-

Lipit Peroksidasyonu Peroksizom H,O,
Oksalat Oksidaz Apoplast H,O,
Ksantin Oksidaz Peroksizom OZ_

Peroksidaz ,Mn ve NADH Hiicre Duvari H2 02” O2 -
Amino oksidaz Apoplast H,O,

Kloroplastlar; 151k reaksiyonu ile klorofillerde ROS {iretimi i¢in ana bolge olarak
kabul edilmektedir. Oz ve O~ biiyiik ol¢lide iiretildigi organellerdir. Stres kosullari
altinda, stoma iletkenligi ve CO2 asimilasyonu biiylik dl¢lide azalmaktadir. Bdylece
elekteron tagima sistemini engelleyen ROS olusumu artmaktadir (Hasanuzzaman ve ark.,
2021).

O>" radikali; peroksizomlarin iki farkli bolgesinde olusmaktadir. Bunlardan
birincisi peroksizom matriksidir. Burada ksantin oksidaz enziminin katalizledigi
reaksiyon sonucunda, ksantin ve hipoksantin iirik aside déniistiiriilmektedir. Ikincisi ise
peroksizom membranlarindaki NAD(P)H molekiiliine bagimli basit bir elektron taginim
sistemidir. Bunun diginda CO2 solunumu esnasinda peroksizomlarda NADP*
olusturulmasinda, lipit katabolizmasininin son {iriinii olan yag asitlerinin -oksidasyonu
sonucunda da H>.O> meydana gelmektedir (S6nmez, 2019).

ROS’lar stres durumunda asiri iretildiginde ve diizenlenemediginde hiicresel
hasara neden olabilirler. Bitkiler olusabilecek bu hasar1 engellemek ve stres toleransini

gelistirebilmek i¢in antioksidan savunma sistemlerini aktive ederler.

2.2. ANTIOKSIDANLAR ve DETOKSIiFIKASYON

Bitkiler, tuzlulugun meydana getirdigi osmotik ve iyonik stres sonucu olusan

oksidatif hasara karsi ¢esitli biyokimyasal ve molekiiler savunma mekanizmalari
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gelistirmislerdir. Bu savunma mekanizmalarindan biride antioksidan sistemlerdir.
Antioksidan sistemlerin temel gorevi oksidatif stres sonucu olusan ROS’larin olusumunu
azaltmak ve detoksifikasyonunu saglamaktir. Stres kosullar1 altinda antioksidan
kapasiteyi artirabilen bitki tiirlerinin genellikle strese daha dayanikli olduklar1 kabul
edilmektedir (Dogru , 2019).

Antioksidan savunma sisteminin enzimatik oldugu kadar enzimatik olmayan
bilesenleri de oksidatif stresin olumsuz etkisini azaltmaktadir (Hasanuzzaman ve ark.,
2021). Tuz stresi ile meydana gelen ROS’lardan hiicreyi korumak i¢in bitkiler, stiperoksit
dismutaz (SOD) katalaz (CAT), peroksidaz(POX), glutatyon rediiktaz (GR), gibi
antioksidan enzimleri ve askorbat, glutatyon, a-tokoferol, karotenoidler gibi enzimatik

olmayan bilesenleri kullanmaktadirlar (Cizelge 2.5) (Yilmaz ve ark., 2011).

2.2.1 Enzimatik Antioksidanlar

a) Siiperoksit dismutaz (SOD): Bitki hiicrelerinde siiperoksit radikalini
temizleyen SOD'lar, siiperoksidin Oz ve H20.'ye dismutasyonunu katalizlemekte ve bir
hiicre i¢inde ROS'a kars1 savunmanin ilk basamagini olusturmaktadir (Yildiz ve ark.,
2014). Bitkilerde farkli SOD izoformlar1 farkli hiicre boliimlerinde yer almaktadir. Fe-
SOD genelde bitkilerde belirlenememelerine karsin tespit edildikleri zaman kloroplast
kisimlarinda, Mn-SOD mitokondri ve peroksizomlarda, Cu/Zn-SOD kloroplast,
sitoplazma ve hiicreleraras1 boslukta bulunmaktadirlar. SOD’un enzimatik reaksiyonu
sonucu H20; ve Oz olusmaktadir. Olusan H20O2 nin hiicreye zarar vermemesi i¢in hemen
ortamdan uzaklagtirilmas: gereklidir. Ciinkii H2O, belirli metal iyonlar1 ve selatlarin
varliginda yiliksek derecede reaktif OH radikalini olustur (Kirecci, 2018). SOD
aktivitesinin biyotik ve abiyotik stres faktorleri altindaki bitki dokularinda artis

gostermesi, stres toleransinin gelismesi bakimindan oldukc¢a Onemlidir (Dogru ve
Canavar, 2020).

Cizelge 2. 7. Tuz stresi toleransinda dnemli antioksidanlar (enzimatik ve enzimatik olmayan) ve hiicresel
lokalizasyonlar1

Enzimler/ Fonksiyonlari Lokalizasyon
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Antioksidanlar

SOD O2’nin dismutasyonu ile H.O, olusumunu saglar. sit,klo,mit,per

CAT Indirgeyiciye gereksinim duymadan H202’i detoksifiye eder. mit, per, gli
Indirgeyici olarak cesitli substratlar1 kullanarak H,O2’i

POX detoksifiye eder; hiicre duvar1 polimerleri ile etkilesim hd, sit, mit, vak
icindedirler.

APX Indirgeyici olarak askorbat ile H,O, detoksifikasyonu saglar. sit, klo, mit, per
Indirgeyici olarak NAD(P)H ile monodehidroaskorbat

MDHAR . S sit, klo, mit
radikallerini indirger.
Indirgeyici olarak GSH ile dehidroaskorbat radikallerini

DHAR - sit, klo, mit
indirger.
Indirgeyici olarak NADPH ile yiikseltgenmis glutatyonu

GR - sit, klo, mit, per
indirger.
Indirgeyici olarak GSH kullanarak lipitleri hidroperokside eder | )

GPX sit, klo, mit, er
ve H>0>’i detoksifiye eder.
Lipit hidroksiperoksitleri detoksifiye eder ve DHAR aktivitesi apo, cit, klo, mit,

GST .
sergiler. nuk

Askorbat APX’in substratidir, H>O>’1 detoksifiye eder. apo, sit, klo, mit,

per, vak

Glutatyon transferazlar ve glutatyon rediiktazlarin substratidir. it ki .

Glutatyon . ) F o o apo, sit, klo, mit,
H>0,, OH~ ve diger hidroksiperoksitleri detoksifiye eder. per, vak
Membran lipitlerini peroksidasyondan korur, lipit peroksitlerini

o-tokoferol detoksifiye eder ve 'O, giderir. membranlar
10, giderir, ABA’ nin haberci molekiiliidiir, fotosentezde

Karotenoidler - klo, kro, ami
etkindir

Flavonoidler Direk olarak H20;’1 temizler. vak

b) Katalaz (CAT): Katalazlar, H.O2' yi H20 ve O2’ne doniistiiren enzimlerdir.

Bitki katalazlar1 ii¢ smifa ayrilabilir. 1. simif katalazlar fotosentetik dokularda en

belirgindir ve fotorespirasyon sirasinda iiretilen H2O2' nin giderilmesinde rol oynar. 2.

sinif katalazlar vaskiiler dokularda yiiksek oranda firetilir ve lignifikasyonda rol

oynayabilmektedir. 3. sinif katalazlar ise, tohumlar ve geng bitkilerde oldukga fazladir ve

bunlarin aktiviteleri glioksizomlarda glioksilat ¢evrimi sirasinda lipit peroksidasyonu

sirasinda iretilen asirt H2O2'nin uzaklastirilmasi ile baglantilidir. Katalazlar, H2O>'yi
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dogrudan degistirebilen ve stres sirasinda ROS detoksifikasyonu i¢in vazgecilmez olan
baslica temizleyici enzimlerdendir (Tiryaki, 2018). Yiiksek katalaz aktivitesi, hiicrelerin
hidrojen peroksiti gibi reaktif oksijen tiirlerine karsi korunmasina yardimci olur. Bu
nedenle, bitkilerdeki katalaz aktivitesi, bitki sagligi, biiylime ve adaptasyon agisindan

Onemlidir.

c) Peroksidaz (POX): Peroksidazlar, oksitleyici olarak H>O> veya organik
peroksitleri  kullanan oksidorediiktaz enzim smifinin  bir iyesidir. Organik
Oksidorediiktazlar sinifina ait peroksidazlar, molekiiler agirliklar1 30 kDa ila 150 kDa
arasinda degigsmektedir. Peroksidazlar hiicre duvar1 olusumunda, lignifikasyonda, oksin
metabolizmasinda, reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesinde, meyve olgunlagmasinda ve
bitki savunma sisteminde dnemli rol oynamaktadir (Oztekin, 2020).

SOD enzim aktivitesi sonucu ortaya ¢ikan H202’in kloroplastlardan
stiptiriilmesinde rol oynayan 6nemli enzimlerden birisidir. Peroksidazlar, hem yapisina
sahip askorbat peroksidaz (APX) ve guasiol tip peroksidazlari (GPX) iceren
glikoproteinlerdir. POX, lignin ve etilen biyosentezi, IAA’nin bozulmasi, proteinlerin

toplanmasi gibi birgok fizyolojik reaksiyonda gorev almaktadir (Arikan ve ark., 2017).

d) Askorbat Peroksidaz (APX): APX gelismis bitkiler de dahil olmak iizere
bircok canli grubunda ROS’larin detoksifikasyonuna kargi en etkili antioksidan
enzimlerden birisidir. APX bitki hiicrelerinde su-su dongiisii ve askorbat- glutatyon
dongiisiinde yer alan enzimlerden biridir. H2O2 nin pargalanmasindan sorumludur. APX
enziminin Kloroplastlardaki tilakoid membranlara bagli olan (tAPX), glioksizom
mebranlarma bagli olan (gmAPX), kloroplast stromasinda (sAPX) ve sitoplazmada
(CAPX) ¢oziinmiis olarak bulunan farkli izozimleri vardir. APX’ un H202’ye afinitesi
oldukg¢a yiiksektir. Bitki hiicrelerinde H202’nin par¢alanmasinda rol oynayan diger
enzimlerden olan katalazin (CAT) ve guaiakol peroksidazin (GPOX) afinitesi ise daha
diisiiktiir. Bu sebeple bitkilerde H202'nin detoksifikasyonu konusunda en etkili enzim
olarak rol almaktadir (Dogru, 2019).

e) Glutatyon Rediiktaz (GR): Glutatyon Rediiktaz (GR), SOD ve APX gibi
askorbat-glutatyon dongiisiinde rol oynayan bir enzimdir. ROS’lara kars1 savunmada;
indirgenmis glutatyon havuzunu besleyerek oldukga etkin bir rolii vardir. GSH ayni

zamanda glutatyon transferaz enziminin substrati olarak da énemlidir. GR aktivitesinde
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ve GSH miktarinda meydana gelen degisimler bitki tiirlerinin ¢esitli stres faktorlerine

kars1 tolerans gelistirmesinde olduk¢a 6nemlidir (Dogru, 2019).

2.2.2 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

a) Askorbat (Askorbik asit -Vitamin C): Dogada en ¢ok bulunan ve oksidadif
streste en etkili antioksidandir. Stres altindaki bitkilerdeki askorbik asidin temel rolii
H202’ in zararli etkilerini ve diger toksik oksijen tiirevlerinin etkilerini azaltmaktir.
Mitokondride sentezlenmektedir ve diger hiicrelere kolaylastirilmig difiizyon yolu ile
tasinmaktadir (Arikan ve ark., 2017). Askorbik asidin fotosentetik pigmentleri ve
fotosentetik organelleri  oksidatif stresin  olumsuz etkilerinden korudugu ve

stabilizasyonunu sagladigi da bilinmektedir (Dogru ve Torlak, 2020).

b) Glutatyon: Glutatyon; glutamin, sistein ve glisin amino asitlerinden olusan bir
tripeptitdir. Glutatyon transferazlar ve glutatyon rediiktazlarin substratidir. Bitki
hiicrelerinde sitokrom, kloroplast, mitokondri, peroksizom, apoplast ve vakuollerde
bulunur. Oksidatif streste olusan radikallerin azaltilmasinda oldukg¢a 6nemli rolleri vardir.
Ozelllikle askorbat-glutatyon dongiinsiinde indirgenmis askorbik asitin olusumunu

saglamaktadir. (Dogru, 2019).

¢) Karotenoidler: Bitkilerde yaygin olarak bulunan renk pigmentleridir.
Karotenoidler 6zellikle singlet oksijenin ve peroksil radikallerini detoksifikasyonunda
etkili olan antioksidanlardandir (Arikan ve ark., 2017).

d) a -Tokoferoller (Vitamin E): Tokoferoller (a, B, y, 6 ) antioksidan aktiviteye
sahiptir. Bunlardan a-tokoferol dogada en bol bulunan ve yiiksek biyolojik aktiviteye
sahiptir. Tokoferoller ROS’larin 6zellikle singlet oksijen ve OH™ radikalini etkisiz hale
getiren detoksifiye etme Ozelligine sahip antioksidatif bir fonksiyon tagimaktadirlar.
Tokoferoller lipid peroksidasyonunu engellemekte ve diger oksidatif reaksiyonlar
sirasinda meydana gelen radikallerin etkisini dnlemektedir. Bunlarin yanisira hiicresel

sinyal olarak da gorev yapmaktadir (Kog ve Ustiin, 2008).
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2.3. MISIR (Zea mays L.) ve TUZ STRESI

Misir Poaceae (Gramineae) familyasindan, tek yillik, monokotil bir bitkidir.
Cicekleri monoik yapida olup, erkek (tepe pliskiilii) ve disi ¢igekler (kogan) aymi bitki
tizerinde fakat farkli yerlerde bulunmaktadir. Misir, 2n=20 kromozomlu olup diploid bir
bitkidir.

Misir diinyada ekim alan1 bakimindan bugday ve ¢eltikten sonra 3. sirada yer
almaktadir. Ulkemizde iiretim miktar1 bakimindan bugday ve arpadan sonra iigiincii
sirada yer almaktadir. Misir karbonhidrat, protein, yag, lif, ¢esitli mineral ve vitamin
icerigi ile temel gida ve yem bitkilerinden biridir. Gida tiiketimi diginda; tekstil, enerji,
ilag, kozmetik gibi endiistriyel kullanimlar1 da bulunmaktadir. Cok yonlii tiiketim alani
nedeni ile ekonomik degeri olan bir tarim bitkisidir (Mutlu, 2019).

Mistr, diinyanin farkli bolgelerinde yetistirilebilen adaptasyon giicii yiiksek bir
bitkidir. Misir iiretimi icin ideal sicaklik 24-32 C”ler arasidir. Asir1 asit ve asirt alkali
topraklar misir yetistiriciligi i¢in uygun degildir. En uygun pH derecesi 6-7 dir.

Toprak tuzlulugu pH degerini artirarak bazik ortam saglamaktadir. (Karaoglu ve
Yalgin, 2018). Misir C4 bitkisidir. Bu sebeple diger tahillardan (C3 bitkileri) farkli olarak,
fotosentez verimliligi daha yiiksektir.

Misir bitkisinde tuz stresinin ilk olumsuz etkilerinden birisi de solunum,
fotosentez gibi metabolik olaylarin yavaglamasiyla birlikte biiyiime ve gelismenin
azalmasidir. Kok biliylimesi olumsuz etkilenir.

Tuz stresi bitkiiler {izerinde osmotik ve iyon stresi olusturmaktadir. Ayrica, bitki
yapisinda olusan yapisal bozulmalar ve toksik maddelerin sentezlenmesi ile etki
edebilmektedir. Ornegin, NaCl’nin baslica sekonder etkileri; bazi protein yapilarina zarar
vermek, klorofil zar yapisini bozmak, fotosentez inhibisyonu ve metabolik toksisite; K*

aliminin engellenmesi ve hiicre 6liimii olarak bildirilmistir (Cengiz ve ark., 2022).

2.4. BITKISEL BIYOUYARICILAR (BIYOSTIMULANTLAR)

Bitki biyouyaricisi, besin verimini, abiyotik stres toleransini ya da firiin kalite
ozelliklerini gelistirmek icin bitkilere uygulanan, besin icerigi ne olursa olsun herhangi
bir madde veya mikroorganizmadir. Ayn1 zamanda, olumsuz biiyiime kosullarinda bitki
stres toleransini ve iiretkenligini destekleyebilen aktif bilesiklerin cogu, mahsul kalitesini

etkileyebilen metabolitler veya ara maddelerdir. Biyouyaricilar; dormansiyi
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baskilayabilir, meyve boyutunu artirabilir, kok sistemi ve vejetatif dokularin gelisimini
gelistirebilir, fotosentetik aktiviteleri artirabilir, bitki canliligini artirabilir, gigeklenmeyi
diizenleyebilir. igerdigi fizyolojik olarak aktif bilesikler arasindaki olasi etkilesimler goz
Oniine alindiginda, bitkiler tizerindeki etkiler doza, tedavi siiresine, biiyiime kosullarina
ve bitki tiirlerine bagl olabilir. Biyouyaricilar genellikle dogrudan topraga ya da vejatatif
organallere uygulanabilir. Yapilan ¢alismalarda bitkilerde stres karsisinda antioksidan
kapasiteyi artirdigi bildirilmistir. (Tekli¢ ve ark., 2021). Bitki biyostimiilantlari, mahsul
verimini ve kalitesini modiile eden, fizyolojik ve molekiiler siirecleri tetikleyen dogal
bilesiklerdir (Povero ve ark., 2018).

Bitkilerde besin alimini, besin kullanim etkinligini, fotosentez kapasitesini ve
biyotik veya abiyotik stres toleransini artirabilmektir (du Jardin, 2015). Farkl islevleri
arasinda, biyostimiilantlar, 6zellikle hormonlardaki ve diger sinyal molekiillerindeki
icerikleri nedeniyle, bitki biiyiimesini ve azot metabolizmasimi etkiler. Biyouyarici
uygulanan bitkilerde genellikle kok kil uzunlugunda ve yogunlugunda 6nemli bir artis
gbzlenir, bu da bu maddelerin, emici yiizey alaninda bir artis yoluyla bitkilerde besin
alimim destekleyen bir "besin alma tepkisi" indiikledigini diisiiniilmektedir. Ayrica,
biyouyaricilar, birincil ve ikincil bitki metabolizmasinda islev gdren enzimlerin
aktivitesini ve gen ekspresyonunu olumlu yonde etkilemektedir. Birincil etkileri, bitkide
fizyolojik tepkileri indiiklemektir. Bu tepkilerin ¢cogu biiylime ve gelisme ile ilgilidir
(Nardi ve ark., 2016).

Biyouyaricilarin  etki gosterdigi Onemli bir metabolizma da poliamin
metabolizmasidir. Poliaminler, Na* birikimini azaltmakta, tuzluluktan etkilenen bitkilerin
antioksidan aktivitelerini ve fotosentetik kapasitesini arttirmaktadirlar (Yilmaz ve Ciftci,
2021). Poliaminlerin stres altindaki bitkilerde olumlu etkisi, ozmolitlerin sentezi ig¢in gen
ifadesinin diizenlenmesine, zar biitiinliigiiniin korunmasina, farkli organellerde Na* ve
CI" iyon birikiminin kontrol edilmesine dahil olduklarini gosterir (Prabhat Kumar
Srivastava ve ark., 2021).

Poliaminlerin igerigindeki degisimler tuz stresi kosullarinda hem prolin
birikimini tesvik edebilmekte hem de kontrol edebilmektedir. Transgenik bitkilerde artan
prolin igerigi veya poliamin biyosentezi abiyotik streslere karsi tolerans ile
iliskilendirilmistir (Yildiz ve ark., 2010). Arastirmalar poliaminlerin antioksidan
enzimleri aktive ederek ve antioksidanlari arttirarak serbest radikal olusumunu, membran
peroksidasyonunu ve biyomolekiillerin denatiirasyonunu engelledigi ve tuzlu kosullarda

fide biiyiimesinin saglandigini ortaya koymustur (Yildiz ve ark., 2014).
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Bitki gelisimini, bitkilerin beslenmesini, {iriin kalitesini ve verimini olumlu yonde
etkileyen; bitkilerin strese dayaniklili§ini arttiran biyouyaricilar siniflandirmalart
tamamen kesinlesmemekle birlikte, kimi arastiricilar tarafindan 6nemli kategorileri
belirlemistir (Cizelge 2. 8.). Bu kategoriler; humik ve fulvik asitler, amino asitler ve diger
azotlu bilesikler, deniz yosunu ve bitki ekstraktlari, kitin ve kitosan benzeri polimerler,
inorganik bilesikler, yararli mantarlar ve yararli bakteriler seklindedir (Kiilahtag ve
Cokuysal, 2016).

Bitkiler temel besin maddelerinin olusmasi i¢in fosfora ihtiya¢ duyarlar. ATP
olusumu ve DNA yapisinda yer alirlar. Fosfor, bitki biiylime ve gelismesinde dnemli
rollere sahiptir. Bitkinin hastalik ve zararlilara kars1 direncini artirir. Ayrica topraktan
potasyumun alimina yardime1 olur ve bitki kdklerinin suyu almasini diizenleyerek suyun
etkili bir sekilde kullanilmasini saglar (Bolat ve Kara, 2017).

Fosfat (Pi) anyonunun bir analogu olan fosfit (PHI), potansiyel bir biyouyarici, ve
cevreye dost bir bilesen olarak ortaya ¢ikmaktadir. Fosfat molekiiliinden bir oksijen eksik
olan fosfit, bitkiler tarafindan direkt kullanilamaz, ancak toprak bakterileri tarafindan
yavasea fosfata oksitlenebilir ve daha sonra fosfor besin maddesi olarak kokler tarafindan
emilebilir (Huang ve ark., 2018). Fosfor, bitkilerin biiylimesi, gelismesi, kok olusumu,

ciceklenme ve tohum olusumu gibi birgok temel biyolojik siire¢ i¢in gereklidir.

Pi(H,PO,) Phi (H,PO,)

Sekil 2. 3. Fosfat (Pi) ve Fosfit (Phi) Anyonu 3 boyutlu molekiiler yapisi
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Yaptigimiz literaiir taramasinda fosfit genel olarak antibakteriyel ve fungusit
olarak kullanilmistir. Misir (Zea Mays L.) bitkisi lizerinde biyouyarict olarak hiimik asit
ve fulvik asit uygulamalar1 yapilmistir (Sekil 2.3). Biz bu tez ¢alismamizda tuz stresi
altinda musir bitkisinde fosfitin tuz toleransi ve antioksidan kapasite iizerindeki etkileri

arastirmay1 hedefledik.

Cizelge 2. 9. Biyouyaricilarin bitkilerdeki hiicresel hedeflerinden tiim bitkinin fizyolojik

islevlerine, tarimsal/bahgecilik islevlerine, ekonomik ve ¢evresel faydalart (du Jardin,2015).
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besin degeri,

Cizelge 2. 10. Misir (Zea mays) bitkisine uygulanan biyouyarici ¢aligmalar
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3. MATERYAL VE YONTEM



29

3.1. Sterilizasyon agamasi

Tez galismamizda arastirma materyali olarak misir (Zea mays cv. DKC6664)
kullanim alaninin genisligi ve ekonomik 6neminden dolay1 secilmistir. Sterilizasyon
asamast i¢in misir tohumlarina belli oranda seyreltilmis (%4) sodyum hipoklorit bes
dakika siiresince uygulanmistir. Sonrasinda sodyum hipokloridin uzaklastirilmasi igin
deiyonize su ile yikama islemi yapilmis ve bu yikama birkag kere tekrar edilmistir. Bu
asama tohumlarin fide haline gecinceye kadarki biiyiime donemine saglikli sekilde

ulagmalar1 amaciyla yapilmistir.

3.2. Calismada yer alan Uygulama Gruplari

Yiiksek lisans tezimizde stres faktorii olarak tuzluluk stresi secilmistir. Bu konuda
daha Onceki yapilan c¢alismalar incelendiginde musir bitkisine 100 mM NaCl
uygulanmasina karar verilmistir. Tezimizde strese kars1 olas1 koruyucu mekanizmalarini
inceleyecegimiz biyouyarici olarak fosfit misir bitkilerine hem kontrol kosullarinda hem
de tuz stresi kosullarinda disaridan uygulanarak yapilmistir. Fosfitin uygulama dozlar
etki mekanizmasinda 6nemli oldugundan daha 6nceki ¢aligmalar incelenmis ve 1 ve 3 gr
L olmasina karar verilmistir.

Misir tohumlart 6nce petri kaplarinda g¢imlendirilmis ve hidroponik ortama
almistir. Bu ortamda 21 giin siiresince kontrollii kosullarda yetistirilmistir. U¢ haftalik
musir fidelerine stres ve biyouyarict uygulamalari yapilmistir. Bahsedildigi gibi misir
fideleri tuz stresi uygulamasina es zamanli olarak fosfit uygulamasma maruz
birakilmistir. Uygulama siiresi olarak bahsedilen makaleler de géz oniine alindiginda 2
giin (48 saat) secilmistir. Uygulama siiresi sonunda hasat edilen misir kok orneklerinde
fizyolojik ve biyokimyasal analizler yapilmistir. Analiz siiresine kadar bekletilen 6rnekler
-80°C ortaminda tutulmustur. Tezimizde yer alan uygulama gruplarinin fotograflar: Sekil

3.1 ve gruplarin aciklamalar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir.



Sekil 3. 1. Tezimizde kullanilan uygulama gruplarinin fotograflari

Cizelge 3. 1. Calismamizda kullanilan uygulama gruplar1 ve agiklamalari

Grup Grup aciklamasi

K Kontrol grubu, herhangi bir uygulama yapilmamis grup

PHI1 Kontrol kosullar1 altinda sadece 1 g L™ fosfit uygulamas: yapilan
grup

PHI2 Kontrol kosullar1 altinda sadece 3 g L™ fosfit uygulamasi yapilan
grup

S Kontrol kosullar1 altinda sadece 100 mM NaCl stresi uygulamasi
yapilan grup

S+PHI1 100 mM NaCl stresi ve 1 g L fosfit uygulamalar1 yapilan grup

S+PHI2 100 mM NaCl stresi ve 3 g L fosfit uygulamalar: yapilan grup

Stres ve biyouyarict uygulamalarmin misir bitkilerinde baslica etki alanlarinin
kokler odugu goriilmektedir. Bu amagla belirledigimiz analizleri kok drnekleri iizerinde

tamamladik. Hasat 6ncesinde uygulama gruplariin misir fide ve koklerine ait fotograflar

asagida sunulmustur (Cizelge 3.1).
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Sekil 3. 2. Misir (Zea mays L.) uygulama gruplarinin hasat dncesi gévde ve kok goriintiileri ((a) Kontrol
grubu govde (b) Kontol grubu Kok (¢) Stres grubu govde (d) Stres grubu kok (Bakiniz Cizelge 3.2).

Tezimizin amaci olan tuzluluk stresi altinda misir koklerinde disaridan fosfit
uygulamasinin olas1 koruyuculuk rollerini saptayabilmek i¢in fizyolojik ve biyokimyasal
analizler yapilmistir.

Fizyolojik analizler igerisinde;
e Bagil suigerigi (RWC)
Biyokimyasal parametreler igerisinde,
e Antioksidan enzim/izozim aktivite tayinleri (SOD, CAT, POX)
e ROS miktar1 (H202 miktari)
e Lipid peroksidasyonu (TBARS miktar1)
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e Prolin analizi

e Protein miktari

3.3. Bagil Su i¢eriginin (RWC) saptanmasi

Uygulama siiresi olarak 2 giin se¢ilmistir. Uygulama sonrasinda orneklemeler
yapilmistir. Kok oOrneklerinin yas agirliklar1 belirlenmis ve deger YA olarak
kaydedilmistir. Orneklemeler arasindaki degisim oranlarini belirleyebilmek icin tekrarl
calisilmig her bir gruptan 5 tekrar 6rnek kaydedilmistir. Formiilde kullanilmak iizere yas
agirliklarinin yani sira turgorlu agirliklart da dlciilmiistiir. Bu amagla 50 ml deiyonize su
icerisinde yaklasik 20 dakika bekletilmis ve agirliklar1 tartilarak deger TA olarak
kaydedilmistir. Bu tartim sonrasinda 6rnekler 70°C etiivde 3 giin siiresince tutulmus ve
tartilmistir. Deger KA olarak kaydedilmistir. Smart ve Bingham (1974) kismi su igerigi
(RWC) hesaplamasinda asagida da gosterilen formiilii kullanmistir ve birimini de %

olarak hesaplanmustir.

RWC (%) = [(YA — KA) / (TA - KA)] X 100

3.4. Enzim ve izozim aktivitelerinin saptanmasi icin ekstraksiyon yapim

Ornekleme sonrasinda kokler tartilarak derin dondurucuda kisa siire bekletilmis
daha sonra antioksidan enzim/izozim aktivite tayin analizlerinde kullanilmigtir. Kok
orneklerinde analiz yapabilmek icin (0.5 gr) sogutulmus havan igerisine konulan kok
orneklerinin iizerine 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7.8), 1 mM EDTA ve
polyvinylpolyprolidone (PVPP) iceren homojenizasyon tamponu eklenmistir. Soliisyon
icerisindeki kok ornekleri parga kalmayacak sekilde ezilmistir. Sogutmali santrifiij ile 30
dakika siiresince 14000 g’de santrifiij edilmistir. Ependorfun iist kisminda kalan
slipernatant temiz bir ependorf icerisine alinmis ve enzim analizlerinde kullanilmak iizere

ayrilmistir.
3.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) izozim/enzim aktivitesinin saptanmasi:
SOD izozim analizleri densiyometrik olarak yapilmis ve Laemmli (1970)

tarafindan verilen metotla tamamlanmistir. SOD izozim tayininde kok ornekleri, 9 mM

Tris HCI (pH 6.8) ve %13.6 gliserol ile homojenizasyon yapilmis ve 14.000 g’de 5 dakika
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stiresince santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatantlarin protein miktar1 belirlenmistir.
Protein miktarinin belirlenmesi, bovin serum albiiminin standart olarak kullanilmasiyla
Bradford (1976) tarafindan verilen metot temel alinarak yapilmistir. Protein miktarina
bagli olarak her bir gruptan esit miktarda protein (30 pg) yiiklemesi yapilarak SOD
izozim tayini belirlenmistir. Izozimlerin bant yogunluklar1 Bio-1D yazilim programi
kullanilarak densiyometrik olarak yapilmistir. Ayrica total SOD aktivite tayini, daha dnce
verilen ekstrakt tizerinden tamamlanmistir. Bu tayin i¢in Beauchamp ve Fridovich (1971)

ile gosterilen yontem izlenmistir.

3.4.2. Katalaz (CAT) izozim/enzim aktivitesinin saptanmasi:

Woodbury ve ark. (1971) ile tanimlanan metota gére CAT izozimlerin analizleri
yapilmustir. Her bir gruptan 30 pg protein olacak sekilde yiikleme yapilmistir. Total CAT
enzim aktivitesi i¢in Bergmeyer (1970) tarafindan tanimlanan yéntem kullanilmis ve 50
mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0), %0.3 H202, EDTA ve enzim 6rnegi kuvartz kiivetlere
eklenmistir. Orneklerin aktivite analizleri, 240 nm dalga boyundaki H>O,’nin ii¢ dakika

siiresince tiiketilmesi temel alinarak tamamlanmustir.
3.4.3. Peroksidaz (POX) izozim/enzim aktivitesinin belirlenmesi:

Peroksidaz (POX) izozim bant yogunlarinin belirlenmesi amaciyla elektroforetik
olarak Seevers ve ark. (1971) tarafindan verilen metot kullanilmistir. Total POX
aktivitesinde Herzog ve Fahimi (1973) tarafindan tanimlanan metottan yararlanilmistir.
3’-3’-diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB), H2O> varliginda okside olmaktadir ve
bunun 465 nm’de absorbans artig1 temel alinarak total POX aktivite hesaplanmustir.

3.5. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarinin saptanmasi

3.5.1. Hidrojen peroksit (H202) miktarinin saptanmasi

Hidrojen peroksit (H202) miktarinin belirlenmesi amaciyla Liu ve ark. (2010)

tarafindan verilen yontem kullanilmigtir. Bu yontem 0.5 gr kok ornekleri sivi azotta
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pargalanmis ve aseton ile homojenize edilmistir. Siiziintii, 3.000 g’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda silipernatant ayrilmig ve titantum tetraklorid igeren soliisyon ilave
edilmistir. Amonyum hidroksit eklenerek 16.000 g’de santrifiij edilmistir. Pellet kismi1
aseton ile yikanarak elde edilen pellet H2SOs soliisyonuyla ¢oziilmiistiir. Olusan
soliisyonun 410 nm’de absorbansi izlenmistir. Bilinen H2O2 miktarina bagli standart egri

temel alinarak H2O2 miktar1 hesaplanmigtir.

3.6. Lipit peroksidasyonun saptanmasi

Malondialdehit (TBARS miktar1) birikimi lipid peroksidasyonun bir
gostergesidir. Stres kosulunda koklerin hasar diizeyini veya fosfit uygulamalarmin bu
hasar tizerine olumlu rollerini belirleyebilmek i¢in TBARS miktar1 tayin edilmistir. Bu
nedenle Rao ve Sresty (2000) tarafindan gosterilen yonteme gore 0.1 gr kok ornekleri
tiokloroasetik asit (TCA) ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonrasinda karigim
10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda, silipernatant ayrilmis ve 2-
Tiobarbitiirik asit (TBA) ve trikloroasetik asit (TCA) karisimi eklenmistir. Karigim
tiiplere alinmis ve sicak su banyosunda yarim saat tutulmustur. Miktar tayini i¢in 532 nm

ve 600 nm iki farkli araliktaki absorbans degisimleri degerlendirilmistir.

3.7. Prolin miktarinin saptanmasi

Ornekleme yapilan koklerdeki prolin miktarinin izlenmesi Bates ve ark. (1973)
tarafindan yontem temel alinmistir. Her bir bir gruptan 0.1 gr kok 6rnekleri alinmis ve
stilfosalisilik asit eklenerek homojenize edilmistir. Elde edilen karisim filtre kagidindan
stiziiliip asit ninhidrin ve glasiyal asetik asit eklenmistir. Olusan soliisyon sicak su
banyosunda bir saat bekletilmis ve sonrasinda buz banyosuna alinmistir. Sogutmadan
sonra karisima toluen eklenmis ve 1iist kisim alinarak 520 nm’de absorbansi

kaydedilmistir.
3.8. Total protein miktarinin saptanmasi
Elektroforetik olarak yapilan izozim belirlenmesi ve enzim aktivitelerinin

saptanmasi amaciyla protein miktart izlenmistir. Bu nedenle Bradford (1976) ile

gosterilen protein tayin yontemi kullanilmistir. Bovin serum albumin (BSA) iceren ve
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belirlenen miktar araliginda standartlara gére drneklerin protein miktar: hesaplanmaigtir.

Hazirlanan 6rnekler ve kor, sprektrofotometrik olarak 595 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir.

3.9. istatistiksel Analizler

Fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerdeki elde edilen verilen her bir gruptan
bes tekrar yapilarak degerlendirilmistir. Bulgular one-way ANOVA analiziyle (tek yonlii
varyans analizi) yorumlanmistir. Uygulama gruplar arasindaki karsilastirma TUKEY
post-test (SPSS yazilimi, versiyon 28.0) ile yapildi. Karsilastirma sonunda deger P<0.05
bulunuyorsa gruplar arasindaki degisimde istatistiksel olarak farkli olarak yorumu
yapilmistir. Calismamizdaki grafik olarak verilen tiim sonuglarimizdaki hata ¢cubuklari

standart hata temel alinarak yapilmistir.

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
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Tez ¢aligmamizda bir biyouyarici tiirevi olan farkli miktarlarda uygulanan fosfitin
tuz stresine maruz kalan misir koklerindeki biyolojik siireclere olan, olas1 koruma rolleri
arastirilmaya ¢alisilmis ve bu amagla bu olasi koruma su i¢eriginde, antioksidan savunma
sisteminde ve lipid peroksidasyonu iizerinde olusan degisimlerle gosterilmeye
calisilmigtir. Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar ve degerlendirmesi asagida
verilmistir.

4.1. Tuz stresine maruz kalan misir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin
Kismi su igerigi iizerine etkisi

Tuz stresine maruz birakilan misir koklerinde farkli konsantrasyonlarda
uygulanan fosfitin su iliskileri {izerine etkisini belirleyebilmek i¢in uygulama gruplarinda

kismi su igerigi (RWC) (Sekil 4.1) analiz edilmistir.
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Kontrol PHI1 PHI2 S S+PHI1  S+PHI2
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Sekil 4. 1. 100 mM NacCl toksisitesine maruz kalan misir kdklerinde disaridan fosfit uygulamalarinin
(L ve 3 g LY kismi su igerigi (RWC) iizerine etkisi

Tuz stresi uygulamasi beklendigi gibi musir koklerinin su igeriginde (RWC)
azalmaya neden olmustur. Diger yandan kontrol kosullari altinda uygulanan fosfitin
RWC degerlerinde artisa neden oldugu grafikte goriilmektedir. RWC’de gézlenen bu artis
uygulanan tim fosfit uygulamalarinda izlenmistir. Tuz stresinin olusturdugu misir

koklerinin RWC’sindeki bu azalma disaridan uygulanan fosfit uygulamasi ile
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Onlenmistir. Yiiksek fosfit uygulamasi tuz stresine kars1 koklerdeki su igerigini korumada
daha uygun olmustur.

Tuzluluk stresi ekilebilir tarim arazilerinin biiyiik bir kism1 i¢in olumsuz bir stres
faktorudir (Van Zelm ve ark.,, 2020). Bitki biiylime ortamlarma cklenen tuz
konsantrasyonlar1 bitkide iki 6nemli hasara neden olmaktadir. Bunlardan biri ozmotik
stres digeri ise iyon toksisitesidir (Sandhu ve ark., 2017). Misir koklerinde tuz
uygulamasina bagli olarak Na ve Cl iyonlarinin bitki i¢in gerekli besleyici elementlerin
alinmasiyla iligkili tasiyicilarin ve su kanallariin yapisini bozdugu bildirilmistir. Bu
durumda da tuz stresine maruz kalan bitkilerde su igeriginde azalmalar saptanmistir (El
Moukhtari vd., 2021). RWC degerlerinde stres altinda gozledigimiz azalmalar, misir
koklerince absorplanan su miktart ile transpirasyon sonucu kaybedilen su miktari
arasindaki dengesizligi de gostermektedir.

Biyouyaricilar tuz stresinin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak igin
kullanilabilmektedir. Biyouyaricinin kaynagi, liriinler ve bunlarin bitki tiirleri iizerindeki
etkileri arasinda karsilastirma yapmak i¢in bize daha fazla arag¢ saglayabilir. Biyouyarici
uygulamalarindan elde edilen sonuglar, kullanilan doz, uygulama modu, uygulama
zamanlamas1 ve bunlarin bir ila birka¢ biyomolekiil ve/veya mikroorganizma bilesimi
gibi bir dizi faktore bagli olarak degisir. Biyouyaricilarin kuraklik toleransini ve su
kullanim etkinligin artirma durumu, bahge bitkileri ve meyve agaglarinin tarimsal agidan
onemli oldugu ancak su mevcudiyetinin kentlesme ve iklim degisikligi nedeniyle daha az
giivenilir hale geldigi kurakliga egilimli bolgeler i¢in biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bitki
biyouyaricilarinin ¢ogu, besin maddelerinin alimim1 kolaylastirmak i¢in rizosfere
eklenebilir ve bunlarin birgogunun su eksikligi, toprak tuzlanmasi ve optimal olmayan
biiyiime sicakliklarina maruz kalma gibi ¢evresel strese karsi da koruyucu etkileri vardir
(du Jardin, 2015). Biyouyaricilar kendi baglarina besin degildir; bunun yerine besinlerin
alimin1 kolaylagtirirlar veya biiylimenin desteklenmesine veya stres direncine faydali bir
sekilde katkida bulunurlar. Deniz biyoaktif maddelerinin (mikroalglerden izopropanol
ozleri, bir gesit biyouyarici) iiziim bitkilerine (Vitis vinifera L.) yapraktan uygulanmasi,
kuraklik stresi altinda yaprak su potansiyelini ve stoma iletkenligini arttirdi (Mancuso ve
ark., 2006). Son arastirmalar, organik ve biyo-giibre olarak uygulanan biyouyaricinin,
kimyasal gilibre uygulamasina kiyasla kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde besin
kullanim etkinligini artirabilecegini gostermistir (El Moukhtari ve ark., 2021). Benzer
sekilde ¢alismamizda fosfit uygulamasi tuz stresi altinda misir kdklerinin su miktarinda

artiglar saglamistir. Bu olumlu etkinin nedeni olarak hem su aliniminin stres altinda
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yeniden diizenlenmesi hem de transpirasyonun kontrolii ve stoma hareketlerinin
dengelenmesi  sonucunda su igerigindeki artiglar olarak  sOylenebilir. K*
ozmoregiilasyonda rol alan bir element olup, tezimizde tuz stresi altindaki muisir
bitkilerine uygulanan fosfit igsel K oranin1 da artirarak RWC degerlerinin artisini

saglamis olabilir.

4.2. Tuz stresine maruz kalan musir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin

antioksidan enzim aktivitesi iizerine etkisi

4.2.1. Tuz stresine maruz kalan misir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin total

SOD enzim/izozim aktivitesi iizerine etkisi

Tuz stresine maruz birakilan misir kdklerinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan
fosfitin total antioksidan enzim sistemi lizerine etkisini arastirmak i¢in uygulama
gruplarinda total siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 4.2) .

Uygulama gruplarinda yapilan densiyometrik analizlere goére SOD enzimine ait
total enzim aktivitesi ve izozim profillemesi sekil 4.2’de verilmistir. Buna gore, deneme
siiresince SOD izoziminin 5 bandi izlenmistir. Bunlardan iki tanesi Mn-SOD, ii¢ tanesi
de Cu/Zn-SOD izozimlerine aittir. Caligmamizda uygulamalara bagli olarak Fe-SOD
izozimi gozlenmemistir. Misir koklerine disaridan uygulanan tuz stresi total SOD
aktivitesini artirmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda total aktiviteye paralel olarak
Mn-SOD1-2 ve Cu/Zn-SOD1-2-3 izozimlerin yogunlugunda artiglar izlenmistir.
Disaridan uygulanan fosfit, kontrol kosullar1 altinda total SOD aktivitesini artirmistir.
Ayn1 zamanda stresin SOD aktivitesi lizerinde olusturdugu artiglarin {izerinde, sadece
stres grubuna gore fosfit uygulamalariyla SOD aktivitesi daha da artmustir. Bu artiglarin
en yiiksek diizeyi S+PHI2 grubunda izlenmistir. Bu gruptaki (S+PHI2) SOD artislar
baslica Mn-SOD2 ve Cu/ZnSOD3 izozimlerinin bant yogunluklarina baghdir.
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Sekil 4. 2. 100 mM NacCl toksisitesine maruz kalan misir koklerinde disaridan fosfit uygulamalarinin

(1 ve 3 g L) total SOD aktivitesi ve SOD izozimlerinin band yogunlugu iizerine etkisi

Bitkilerde tuz stresi neden oldugu iyonik strese bagli olarak enzim aktivitesinde
bozulmalara neden olmaktadir. Na* iyonlari, enzim aktivitesi igin gerekli olan bazi
elementlerin yerine gegerek enzim aktivitesini azaltabilmektedir (Roychoudhury ve ark.,
2011). Tuz stresi fotosentez ve solunum gibi temel biyolojik siiregleri elimine ettigi i¢in

radikal birikimine ya da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olmaktadir.
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Radikal birikiminin temel nedenleri arasinda oksijenin yiiksek enerjili elektronlar
tarafindan indirgenmesi ya da membranda ya da sitoplazmada lokalize olan NADPH
oksidaz gibi baz1 enzim aktiviteleri sayilabilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010). ROS’un
hiicreler ya da yasamsal molekiiller tizerindeki yikic etkilerini ortadan kaldirabilmek igin
enzimatik ya da enzimatik olmayan bilesenler kullanilir. SOD enzim bu adimdaki ilk
enzimdir. SOD enzimi siiperoksit anyon radikalini, H>O>’ye doniistiirerek toksisitesini
azaltmaktadir (Sarafraz-Ardakani ve ark., 2014). Calismamizda tuz stresi altinda misir
koklerindeki SOD aktivitesi artmis ve siiperoksit anyon radikalinin katalizlenmesi
saglanmistir. Daha once ElSayed ve ark., (2021) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
Phaseolus vulgaris bitkilerine uygulanan tuz (NaCl) stresine bagli olarak SOD
izozimlerinin (Cu/Zn-SOD) ekspresyonlarinda artiglar izlenmistir. Stres ile gbzlenen
SOD aktivitesindeki artis, disaridan uygulanan fosfit uygulamasiyla da stirdiirtilmustiir.
Bazen tarimsal biyouyaricilar olarak adlandirilan bitki biyouyaricilari, bir bitkinin
etrafindaki ¢evreye eklenebilen ve bitki biiyiimesi ve beslenmesi iizerinde, ayrica abiyotik
ve biyotik stres tolerans1 iizerinde olumlu etkileri olan maddelerin ¢esitli bir
siniflandirmasidir (Feldman ve ark., 2020). Bir biyouyarici olan silimarinin tuz stresine
kars1 disaridan uygulamalarinda SOD aktivitesini uyararak tolerans sagladigi
gosterilmistir (Alharby ve ark., 2021). Bu durumda c¢alismamiza paralel olarak bulunan
bu sonug, biyouyaricilarin radikallerin siipiiriilmesinde etkili olabicegini gostermektedir.
Caligmamizda artan SOD aktivitesiyle fosfit uygulamasi stres ile olusan siiperoksit anyon
radikalini ortadan kaldirarak onun H>O>’e donilismesini katalize etmis olabilir. Siiperoksit
anyon radikalinin 6zellikle membranlar iizerine olumsuz etkileri diisiiniildiigiinde fosfit
uygulamasinin zar biitiinliiglinlin de korunmasinda etkili olabilecegi sonucuna

ulasabiliriz.

4.2.2. Tuz stresine maruz kalan misir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin

total CAT enzim/izozim aktivitesi lizerine etkisi

Tuz stresine maruz birakilan misir koklerinde farkli konsantrasyonlarda
uygulanan fosfitin total antioksidan enzim sistemi iizerine etkisini arastirmak igin

uygulama gruplarinda total katalaz (CAT) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3. 100 mM NaCl toksisitesine maruz kalan musir koklerinde disaridan fosfit uygulamalarinin

(1 ve 3 g L") total CAT aktivitesi ve CAT izozimlerinin band yogunlugu iizerine etkisi

Deneme stiresince musir koklerinde uygulama gruplarinda 4 tane CAT bandi
(CAT1-4) izlenmistir. Native-page analizlerinde CAT izoformlar1 bakimindan elde edilen
degisimler total CAT aktivitesiyle benzerlik gostermektedir. Spektrofotometre
analizlerinde total CAT aktivitesinde tuz stresine baglik olarak bir artig gdzlenmistir. Bu
degisim ayrica stres altinda misir koklerindeki CAT1-2-4 izozim bantlarinin artan
yogunluklariyla da iligkilidir. Diger yandan, tuz stresine maruz kalan misir bitkilerine
fosfit eklenmesi, koklerdeki CAT aktivitesini artirmistir. Bu artis orani, S+PHI2
uygulama grubunda en yiiksek diizeyde olup 6zellikler CAT1-2 izozim densiteleri ile

uyumluluk gostermektedir. Fosfit hem kontrol hem stres kosullar1 altinda total CAT
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aktivitesini uyarmaktadir. Total CAT aktivitesindeki artigin orani, en yiiksek fosfit miktar
uygulamasinda maksimum (1.4 kat artisla) diizeydedir.

SOD enzim aktivitesiyle birlikte olusan H2O2’nin toksik diizeyleri, CAT enzim
aktivitesiyle suya doniistiiriilerek ortadan kaldirilmaya ¢alisilmaktadir. Tez ¢alismamizda
tuz stresi uygulamalariyla olusan H2O2 birikimleri CAT aktivitesi ile siipiiriilmeye
calisilmigtir. Daha Once yapilan calismalarda stres altindaki piring bitkilerindeki CAT
artiglarinin tuz stresine toleransta bir belirteg oldugu rapor edilmistir (Mishra ve ark.,
2013). Sonuglarimiza benzer olarak, kuraklik ve tuzluluk stresleri altinda bitkilerde CAT
genlerinin ekspresyon seviyeleri artmistir (Puyang ve ark., 2015). SOD aktivitesinde
oldugu gibi disaridan uygulanan fosfitin hem stres hem de kontrol kosullari altinda
antioksidan enzim aktivitesini (CAT) olumlu yonde diizenlemistir. Banakar ve ark.
(2022), tarafindan biyouyarici olarak kirmizi yosun ekstraktlarinin geltik bitkilerine
uygulanmasiyla birlikte mantar stresine karst CAT aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir.
SOD aktivitesinin olusturdugu H>O, miktarinin CAT aktivitesinin artisiyla birlikte
ortadan kaldirildigini sdyleyebiliriz. Disaridan uygulanan fosfit ile H2O2 miktarinin

azaltilmasinda, artan CAT enzim aktivitesinin katki sundugu diisiiniilebilir.

4.2.3. Tuz stresine maruz kalan misir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin

total POX enzim/izozim aktivitesi lizerine etkisi

Tuz stresine maruz birakilan misir koklerinde farkli konsantrasyonlarda uygulanan
fosfitin total antioksidan enzim sistemi iizerine etkisini arastirmak i¢in uygulama
gruplarinda total peroksidaz (POX) aktivitesi analiz edilmistir (Sekil 4.4).

Deneme siiresince uygulanan gruplarda 3 POX izoformu izlenmistir. Tuz stresine
maruz kalan misir koklerinde total POX aktivitesi artmistir. Bu POX artisindan 6zellikle
POX izoformumun yogunlugu sorumludur. Bununla birlikte sadece stres grubuyla
karsilastirildiginda, fosfit uygulamasi stres uygulanan misir koklerinde POX aktivitesini
uyarmistir. En yiiksek POX aktivitesi S+PHI2 grubunda %78 oraninda artisla izlenmistir.
Bu grupta (S+PHI2), POX1 ve POX3 izozimlerinin bant yogunluklar1 bu artisa paralellik
gostermektedir. Benzer olarak stresin uygulanmadigi kosullarda misir koklerine disaridan
eklenen fosfit artan POX aktivitesine neden olmustur. Bu degisimde tiim POX

izozimlerinin etkisi bulunmaktadir.
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Sekil 4. 4. 100 mM NacCl toksisitesine maruz kalan misir kéklerinde digaridan fosfit uygulamalarinin

(1 ve 3 gL?) total POX aktivitesi ve POX izozimlerinin band yogunlugu iizerine etkisi
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Katalaz gibi POX enzim aktivitesiyle birlikte H2O2’nin toksik etkileri ortadan
kaldirilabilir (Ahammed ve ark., 2013). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada Cicer arietinum
bitkisine uygulanan tuz uygulamasi POX aktivitesini artirmistir. Diger yandan daha 6nce
de belirttigimiz gibi poliamin uygulamasi stres altindaki bitkilerde antioksidan sistemi
uyarici yonde etki etmektedir. Tuz stresi altinda yetistirilen Cucumis sativus bitkilerine
uygulanan spermin eklenmesi, kloroplastlarda POX aktivitesini artirmigtir (Shu ve ark.,
2013). Bu ¢alismada, strese bagli olarak olusan ROS tiirlerinin toksik etkilerini notralize
etmek i¢in antioksidan metabolitlerinin ekspresyon diizeyinde sentezinin biyouyarici
maddeler tarafindan uyarilmasi rapor edilmistir. Stres altindaki bitkilere disaridan fosfit
uygulamasinin, artan POX ve diger antioksidan enzim aktivitesine bagli olarak siiperoksit
anyon radikalinin azalmasinda ve membranlardaki peroksidasyon durumlarinin
indirgenmesinde etkili oldugunu diisiinebiliriz. Daha sonra da ifade edecegimiz gibi bu
sonuglar azalan TBARS miktar1 (lipid peroksidasyon diizeyini gosteren analiz) ile

uyumludur.

4.3. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) miktarinin belirlenmesi

4.3.1. Tuz stresine maruz kalan misir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin
hidrojen peroksit (H202) miktari iizerine etKisi

Tuz stresine maruz birakilan misir koklerinde farkli konsantrasyonlarda
uygulanan fosfitin ROS birikimi {izerine etkisini aragtirmak i¢in uygulama gruplarinda
hidrojen peroksit (H202) miktari analiz edilmistir (Sekil 4.5).

Beklendigi lizere tuz stresi misir koklerinde ROS birikimini tetikleyerek H20:
miktar1 %25 oraninda artirmistir. Sadece stres grubuyla kiyaslandiginda, disaridan fosfit
uygulamasi, stresin uyardig yiiksek H20> diizeylerini azalmistir. H2O2 diizeylerindeki
azalmanin oram1 S+PHI2 grubunda daha belirgindir. Ayrica stres uygulamadan kontrol
kosullarinda disaridan uygulanan fosfit HoO, miktarinda herhangi bir degisime neden

olmamustir.
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Sekil 4. 5. 100 mM NacCl toksisitesine maruz kalan misir koklerinde disaridan fosfit uygulamalarinin (1

ve 3 g L) hidrojen peroksit (H202) miktar1 {izerine etkisi

Normal kosullar altinda belli miktarda ROS birikimi saptanmistir. Tuz stresi ise
bitkilerde enzimatik ya da enzimatik olmayan yolla yiiksek diizeylerde ROS birikimine
neden olmaktadir. Stresle birlikte solunum ya da fotosentez siireclerinin zara bagl
reaksiyonlarinda bozulmalar goriilebilmektedir. Enerji  diizeyleri yiiksek kalan
elektronlarin  oksijeni indirgemesi sonucunda ROS olusabilmektedir. Ayrica
peroksizomlarda gergeklesen reaksiyonlar esnasinda ya da NADPH oksidaz ve amin
oksidaz gibi baz1 enzimatik reaksiyonlarda ROS olusumu rapor edilmistir. ROS
tirlerinden olan H202 tam olarak bir radikal yapisinda degerlendirilmemektedir.
H202’nin miktar1 agisindan iki yonlii rolii bulunmaktadir. Diisiik dozlarinda sinyalleme
rolii bulunmakta ve strese cevap mekanizmalarinin aktive edilmesinde diger sinyalleme
molekiilleri ile etkilesime gecebilmektedir. Ancak yiiksek H2O> dozlarinda ise hiicresel
molekiillerin yap1 ve fonksiyonunda hasar olugsmaktadir. Calismamizda tuz stresi altinda
misir koklerinde artan SOD aktivitesine bagl olarak H2O: diizeyleri artmistir. Buna
karsilik H202’yi siipiiren enzimler CAT ve POX aktivitesi artmis ancak enzim aktiviteleri
H20.’yi ortadan kaldirilmasinda etkin olamamistir. Bu durumda misir koklerinde yiiksek
H20:> diizeyleri izlenmistir. Tuz stresiyle es zamanl olarak disaridan eklenen fosfit, her
iki konsantrasyonda da CAT ve POX aktivitelerindeki ciddi artiglarla H2O, miktarini
azaltmistir. Biyouyaricilarin serbest radikalleri temizlemek i¢in antioksidan enzim
molekiillerine baglanarak, stres kaynaklt NADPH oksidazlarin ve NADPH'ye bagh

stiperoksit anyon radikali olusumunun aktivasyonuna kars1 koyabilir (Patel ve ark., 2018).
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Daha Once yapilan g¢alismalarda disaridan uygulanan deniz yosunu ekstraktlarinin
(biouyaric1 olarak) kuraklik stresi altinda yetisen fasulye bitkilerin fotosentetik
parametrelerinde ve prolin miktarinda iyilesmeler sagladigi gosterilmistir (Carvalho ve
ark., 2018). Biyouyaricilarin (melatonin gibi) klorofil yapisindaki ve fotosentetik
aygitlardaki bozulmalar1 ortadan kaldirarak strese karsi hasar1 korumada rol oynadigi
ifade edilmistir (Arnao ve Hernandez-Ruiz, 2020). Tezimizde tuz stresine karsi
fotosentetik aparatlardaki disaridan fosfit uygulamasina bagli iyilesme ve gelismeler

azalan ROS olusumuna neden olmus olabilir.

4.4. Lipit Peroksidasyonun Belirlenmesi

4.4.1. Tuz stresine maruz kalan misir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin

TBARS (Tiobarbitiirik asit reaktif maddeleri) miktar iizerine etkisi

Tuz stresine maruz birakilan misir koklerinde farkli konsantrasyonlarda
uygulanan fosfitin lipid peroksidasyonu iizerine etkisini arastirmak i¢in uygulama
gruplarinda TBARS miktar1 analiz edilmistir (Sekil 4.6).

Tuz stresi altinda yetistirilen misir koklerinde lipid peroksidasyon diizeyini
gosteren TBARS analizleri incelendiginde, TBARS miktarinda stres altinda 1.3 katlik bir
artisin oldugu saptanmistir. H2O2 miktarindaki degisime benzer olarak, stresin uyardigi
TBARS miktarindaki artis, disaridan fosfit uygulamasi ile 6nlenmistir. TBARS daki en
diisiik seviyeleri sadece stres grubuyla karsilastirildiginda stres ile birlikte uygulanan en
yilksek konsantrasyonda fosfit grubunda (S+PHI2) 932 oraninda azalmayla
gozlenmistir. Kontrol kosullar1 altinda uygulanan fosfit, TBARS miktar1 lizerine herhangi

bir etki olusturmamustir.
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Sekil 4. 6. 100 mM NaCl toksisitesine maruz kalan musir koklerinde disaridan fosfit uygulamalarinin

(1 ve 3 g L) TBARS miktart iizerine etkisi

Tuz stresi membranlarda lipid peroksidasyonuna neden olmakta ve hiicre
membraninin biitiinliigiinii bozmaktadir (Che-Othman ve ark., 2017). Bu durum sadece
hiicre zarlarinda degil ayn1 zamanda kloroplast, mitokondri ve ER gibi organel zarlarinda
da gorilmektedir. Bu sonug, musir koklerindeki TBARS diizeylerindeki artisla
uyumludur. Ancak fosfit uygulamasi stresin olusturdugu bu hasarlart ortadan kaldirmistir
ve membranlardaki iyon sizintisin1 ve malondialdehit birikimini azaltmistir. Fernandes
(2021) tarafindan su eksikligi altinda fasulye fidelerine uygulanan biouyaricilarin zar
biitiinliiglini ve  peroksidasyon durumlarini  kontrol ederek besleyicilerin
tyilestirilmesinde etkili oldugu bildirilmistir. Calismamizda, fosfit ve tuz stresinin es
zamanl olarak uygulandigi misir koklerindeki TBARS diizeylerindeki azalma, fosfit
aracili antioksidan sisteminin uyarilmasiyla ve ROS’larin etkin olarak ortadan

kaldirilmasiyla iliskili olabilir.

4.5. Tuz stresine maruz kalan misir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin prolin

miktari lizerine etkisi

Tuz stresine maruz birakilan misir koklerinde farkli konsantrasyonlarda
uygulanan fosfitin osmoregiilasyon tizerine etkisini arastirmak i¢in uygulama gruplarinda

prolin miktar1 analiz edilmistir (Sekil 4.7).
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Tuz stresi misir koklerinin prolin miktarini artirmistir. Strese bagli olarak olusan
prolin miktarindaki bu degisim stresle birlikte fosfit uygulamasiyla da siirdiiriilmiistiir.
Tuz stresine maruz kalan misir kdklerine uygulanan diisiik konsantrasyondaki fosfit (3 g
L) en yiiksek prolin miktarin olusmasina (1.6 kat artisla) neden olmustur. Ayn1 sekilde

kontrol kosullar altinda uygulanan fosfit konsantrasyonlar1 prolin miktarini artirmistir.

=
o

Prolin miktari (Pro, pmol g 1YA)
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Sekil 4. 7. 100 mM NacCl toksisitesine maruz kalan misir koklerinde disaridan fosfit uygulamalariin

(1 ve 3 g L) prolin miktari iizerine etkisi

Bitki hiicrelerinde prolinin yiiksek birikimleri hiicresel dengenin, su aliniminin,
ozmotik diizenlemenin ve redoks durumunun korunmasinda ve oksidtif hasarin ortadan
kaldirilmasinda etkilidir (Ghosh ve ark., 2022). Stres altindaki bitkilerde sentezlenen
prolin ile hiicre turgor durumu korunarak stres altinda bitkilerin biiylime ve gelismelerinin
devamlilig1 saglanmaya calisilmaktadir. Prolinin stres altindaki ¢oklu rolleri i¢inde
molekiiler saperon olarak protein biitlinliigliniin ve enzimlerin aktivitesinin korunmasinda
sayilmaktadir (Lugan ve ark., 2010). Prolinin bu koruma fonksiyonunu yaparken
fitohormonlar, kalsiyum ve mitojenle aktive edilmis protein kinazlar gibi farkli stres
sinyalleme bilesenleriyle de etkilesim gostermektedir (Feng ve ark., 2016). Prolin
miktarindaki artis, strese karsi tolerans olarak ifade edilmekte ve ¢alismamizda da bu
durum tuz stresine maruz kalan koklerde izlenmistir. Prolin miktarinda gozledigimiz
artiglarla misir bitkilerinde su igeriginde (RWC) artislar saglanmaya galisilmis ancak

stresin siddetinden dolay1 bu tam olarak basarilamamaistir. Biyouyaricilarin igsel poliamin
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miktarin1 diizenleyerek osmoregiilasyonda rol aldigi ve prolin miktarin1 da bu yolla
artirdig1 saptanmistir (Simon-Sarkadi ve ark., 2006). Calismamizda da izlenen sonuglara
paralel olarak, tuz stresi altinda yetisen bugday fidelerine organik biyouyaricilarin
uygulamasi prolin miktarmi artirmistir (Rady ve ark., 2018). Bu ¢alismada disaridan
uygulanan Moringa oleifera ekstraktlarinin yiiksek RWC igeriginin korunmasinda
ozmoregiilasyondan sorumlu igsel prolin miktarinin artisinin da etkili oldugundan
bahsedilmistir. Tezimizde elde ettigimiz S+PHI grubundaki prolin artiglari, TBARS
miktarindaki azalmalarla da baglantili olabilir, ¢iinkii prolinin bir membran koruyucu roli

de bulunmaktadir.

4.6. Tuz stresine maruz kalan misir koklerinde disaridan uygulanan fosfitin

protein miktari iizerine etkisi

Tuz stresine maruz birakilan misir koklerinde farkli konsantrasyonlarda
uygulanan fosfitin protein miktari iizerine etkisi incelenmis ve deneme sonucunda elde

edilen veriler Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4. 8. 100 mM NacCl toksisitesine maruz kalan misir koklerinde disaridan fosfit uygulamalarinin
(1 ve 3 g L?) protein miktari iizerine etkisi
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Beklentilerimize paralel olarak tuz stresi, misir koklerinde protein miktarinda
azalmalara neden olmustur. Tuz stresinin proteinler {izerine bu olumsuz etkisi disaridan
fosfit uygulamasiyla ortadan kaldirilmis ve her iki fosfit konsantrasyonu da protein
miktarinda artis saglamistir. Stres uygulanmadigi kontrol kosullarinda misir koklerine
eklenen fosfit uygulamasi protein miktarinda artislara neden olmustur.

Tuz stresi altindaki bitkilerde ¢6ziinebilir protein miktarinin azaldigina dair
raporlar daha 6nce yayinlanmistir (Santos ve ark., 2001). Bu azalmanin nedeni olarak
protein sentezi i¢in gerekli olan potasyum aliminin tuzluluk stresi altinda bozulmasi
yatmaktadir. Ayrica protein sentezi lizerine Na ve Cl iyonlarinin olusturdugu olumsuz
etki ve bu iyonlarin diger yararli ve kofaktor olarak gorevli elementlerin yerini almasina
bagli olarak meydana gelen enzimatik reaksiyonlardaki bozulmalar da gosterilebilir.
Ancak fosfit uygulandigi takdirde stresin protein miktari {izerine bu olumsuz durum
ortadan kaldirilmaktadir. Ozellikle kontrol kosullarinda ya da stresli kosullar altinda fosfit
uygulanan gruplardaki protein miktarindaki artiglar1 poliaminlerin azot dongiisii lizerine
olan etkilerine baglayabiliriz. Ayrica Rady ve ark. (2018) tarafindan tuz stresi altinda
yetisen bugday bitkilerinde organik biyouyaricilarin ¢dziinebilir seker ve protein lizerine
pozitif etkilerini bildirilmistir. Ottaino ve ark. (2021) stres altindaki marul fidelerinde
disaridan uygulanan bitki temelli biyouyaricinin (triacontanol) azot metabolizmasinda
yer alan enzimlerin aktivitelerini diizenledigi gosterilmistir. Baltazar ve ark. (2021)
tarafindan yayinlanan raporda biyouyaricilarin protein sentez basamaklarinda diizenleyici
olarak rol aldig: ifade edilmistir. Hem azot metabolizmasi hem de protein sentezindeki
olumlu etkilerine bagli olarak disaridan uyguladigimiz fosfitin protein miktarin

artirdigin1 soyleyebiliriz.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Tuzluluk stresi bitki bilylimesini ve gelisimini etkileyen onemli bir ¢evresel
strestir. Bitkiler yliksek tuzlu ortamlara uyum saglamak i¢in uygun mekanizmalar
gelistirmek zorundadir. Tuz stresi, hiicre i¢i ozmotik basinci arttirir ve sodyumun toksik
seviyelere birikmesine neden olabilir. Bu nedenle, tuz stresi sinyallerine yanit olarak
bitkiler, iyon homeostazini diizenlemek, ozmotik stres yolunu aktive etmek, bitki
hormonu sinyallemesine aracilik etmek ve hiicre iskeleti dinamiklerini ve hiicre ¢eperi
kompozisyonunu diizenlemek dahil olmak {izere gesitli mekanizmalar yoluyla uyum
saglar. Bitkilerde tuz stresine bagli olarak besin aliminda azalma goriilmekte ve bu durum
azalan kok hidrolik iletkenligine, kok uzunluguna, kok yiizey alanina ve absisik asit
kaynakli stoma kapanmasina neden olmaktadir. Bu anlamda ¢alismamizin sonuglart su
iligkileri anlaminda degerlendirildiginde, bu ifadeler tuz stresinin misir kdklerinde azalan
RWC (su igerigi) degerleri ve kismi biiylime orani (raporlanmayan sonuglarimiz) ile
desteklenmektedir. Strese bagli biiytimedeki azalmalar, diisiik protein igerigimizle de
uyusmaktadir. Iyon tasiyicilarin, proton pompalarinin ve prolin, glisin betain vb. gibi
ozmotik bilesenlerin aktif katilimiyla vakuole bolmelendirilmesi topraktaki fazla Na ve
Cl'ye Kkars1 tolerans mekanizmalarina katkida bulunur. Prolin, tuzluluk dahil olmak {izere
cesitli  abiyotik  stresler altinda birikken en yaygin endojen ozmolittir.
Prolinin siddetli stres altindaki fidelerde daha yiiksek su icerigini koruma yetenegi, hem
dogrudan igsel prolin igerigini artirarak ozmotik diizenlemeye katkisina baglanabilir.
Prolinin bu koruyuculuk rolii diisiiniildiiglinde, ¢alismamizda, tuz stresi misir kdklerinin
prolin miktarim1 artirmig ancak bu degisim stres grubunda RWC degerlerini
indiikleyebilmek i¢in yeterli olmamistir.

Molekiiler oksijen, yiiksek konsantrasyon da bitki hiicrelerine zararli olan reaktif
oksijen tiirleri (ROS) iiretmek icin yiiksek enerji seviyesinden elektronlar alir. Siddetli
stres kosullar1 altinda, ROS iiretim hizi, hiicresel savunma sisteminin temizleme
potansiyelini asarak oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres, hiicresel bilesenlere zarar
vererek islev bozukluklarina ve nihayetinde hiicre 6liimiine neden olur. ROS, DNA dabhil
her hiicresel makromolekiil iizerinde bitki metabolizmasi icin toksik olan hidrojen
peroksit (H202), stiperoksit anyon radikali ve hidroksil radikali gibi bilesenleri igerir.

Reaktif tiirlerin toksisitesini azaltmak i¢in antioksidan sistem gorev yapar. Bu savunma
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mekanizmasinda ilk adim siiperoksit anyon radikalini katalize eden siiperoksit dismutaz
(SOD) enzimidir. Calismamizda tuz stresi altindaki misir koklerinde artan SOD
aktivitesiyle siiperoksit anyon radikali ortadan kaldirilmis buna karsilik H2O» diizeyleri
artis gostermistir. Total SOD enziminin densiyometrik analizi degerlendirildiginde ise
strese uyartlan Mn-SOD ve Cu/Zn-SOD isoformlari tuz stresinin musir koklerinin
Ozellikle mitokondrilerinde hasar olusturdugu sdylenebilir. Stres ile olugan H20O2’nin
yiiksek diizeyleri antioksidan sistem i¢inde yer alan CAT, POX ve AsA-GSH dongiisiinde
bulunan APX ya da GR gibi diger enzimlerce ortadan kaldirilir (Ramezani ve ark., 2017).
Misir koklerine tuz stresi maruziyetinden sonra total CAT ve POX aktiviteleri artig
gostermis, ancak yiiksek H>O> diizeyleri stres grubunda izlenmistir. Bu durumda stresin
indiikledigi antioksidan sistemin yeterli diizeyde uyarilamadigi anlasilmaktadir.
Antioksidan enzim aktivitesinin basarisina bagl olarak hiicrelerde lipid peroksidasyon
Onlenebilir. Tuz stresi altinda yetisen musir koklerinde lipid peroksidasyonun belirteci
olan TBARS miktarinda ciddi diizeyde artis izlenmistir.

Fosfat (P1) anyonunun bir analogu olan fosfit (PHI), potansiyel bir biyouyarici, ve
cevreye dost bir bilesen olarak ortaya ¢ikmaktadir. Fosfor asidinin tuzlar1 olan fosfit,
bitkiler tarafindan kullanilamaz, ancak toprak bakterileri tarafindan yavasca fosfata
oksitlenebilir ve daha sonra fosfor besin maddesi olarak kokler tarafindan emilebilir
(Huang ve ark., 2018). Molekiiler, fizyolojik ve biyokimyasal yaklagimlardaki ileri
arastirmalar, PHI'nin ¢esitli bitki tiirlerinin biiylimesini, gelismesini ve Kkalitesini
artirmadaki kilit rol onaylamistir. PHI’nin dogrudan etki tarzinin aksine, PHI'nin diisiik
konsantrasyonlari, indiiklenmis diren¢ olarak bitki savunma tepkilerini artirmak igin
dolayli eylemle iliskilidir. PHI kaynakli direng ¢alismalar1, PHI'nin bitkilerde birden fazla
sekilde ¢alistigin1 gostermektedir. PHI'nin dolayl etkilesimleri, patojenleri baskilamak
icin dogrudan etkilerinden daha faydalidir (Daniel ve Guest, 2006). PHI'nin etkileri
tizerine yapilan arastirmalar, genel olarak, yiiksek ekzojen PHI konsanstrasyonunun
bitkinin normal biiylime ve gelismesinde bir diisiisle iliskilendirilebilecegini gostermistir
(Trejo-Téllez ve Gomez-Merino, 2018). Cilekte PHI uygulamasi, kontrole kiyasla
meyvelerin biiylimesini, kokiinii ve kalitesini iyilestirmektedir (Estrada-Ortiz ve ark.,
2012). Bu sonuglara paralel olarak stres uygulanan misir koklerine PHI eklenmesi misir
koklerinin hem su iceriginde hem de kismi biiylime oranlarinda (raporlanmayan sonug)
bir iyilesmeye neden olmustur.

PHI ile disaridan uygulama yapilmis (uygun dozlarda) bitkilerde biyotik streslere

kars1 yiiksek diizeyde bir direncin, bitki hiicrelerinde antioksidan ve savunma
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enzimlerinin uyarilmasindan kaynaklandigi gosterilmistir (Oyarburo ve ark., 2015). PHI
uygulamasi, hizli bir antioksidan olugumu ve hiicre oliimiinii programlayan ROS
tiretimine kars1 yiiksek bir azalma hassasiyeti yaratarak salatalik bitkisinin kiif stresine
kars1 direncini artirmistir (Ramezani ve ark., 2017). SOD, APX ve CAT aktiviteleri,
Pseudoperonospora infestans ve Pseudoperonospora cubensis stresi altindaki patates ve
salatalik fidelerinde PHI uygulamasiyla 6nemli 6l¢iide gelistirilmistir (Mohammadi ve
ark., 2021). Benzer sekilde stresin artirdigit SOD, CAT ve POX aktiviteleri, stresle es
zamanl olarak disaridan PHI eklenmesiyle bu enzim aktivitelerini daha da indiiklenmesi
saglanmistir. Ek olarak, antioksidan igerigin arttirilmasi, yiiksek NADP" diizeylerini
koruyarak ve toksik radikallerin bilesimini inhibe ederek fotosistemlerdeki elektron
tasima zincirinin gelisimine katki saglamis olabilir. Feldman ve ark. (2020) patojen stresi
altindaki bitkilerde PHI uygulamasindan sonra ozellikle sinyal iletimi ve savunma
tepkilerinde yer alan 172 genin ifade edildigi gosterilmistir. Calismada da PHI
uygulamasiyla antioksidan aktivitelerin artmasinda enzimlerin sentezinden sorumlu gen
ekspresyonlarinin da arttirildigr sdylenebilir. Bulgular, sicaklik stresine karsi daha iyi
bitki performansi i¢in, PHI disaridan uygulamasinin yalnizca oksidatif stres ve DNA
hasarini azaltmada gerekli olmadigini, ayn1 zamanda olumsuz termal kosullara maruz
kalma durumunda osmolitlerin ve savunma metabolitlerinin biyolojik sentezini
iyilestirdigini gostermistir (Xi ve ark., 2020). Bu ifade dogrultusunda, ¢alismamizda
PHI+stres gruplarinda prolin iizerine elde ettigimiz sonuglar, stresin olusturdugu
membranlardaki hasarin fosfit uygulamasiyla iyilestirebildigini gostermektedir. Bu
lyilesme, fosfit uygulamasiyla mitokondrinin kristalarinda gerceklesen hiicresel solunum
reaksiyonlariin pozitif yonde diizenlenebildigini de gosterebilir. Tuz stresine karst misir
koklerinde disaridan uygulanan fosfitin su iligkileri ve antioksidan sistem lizerine olumlu
etkilesimleri sayesinde hiicrelerdeki lipid peroksidasyon diizeylerinin azaltilmasi (azalan

TBARS miktar1) saglanabilmistir.
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5.2 Oneriler

Tuz stresinin tarimsal alandaki olumsuz etkilerinin giderilmesinin 6nemi
yadsimmamaz. Tuzluluk toksisitesiyle karsi karsiya kalan bolgelerde yetisen bitkilerin,
Ozellikle de misir gibi ekonomik degeri olan ve tliretim diizeyi yiiksek olan bitkilerde, tuz
stresine karsi tolerans mekanizmalarinin gelistirilmesi ve bdylece verim ve kalitesinin
Iyilestirilmesi 6nemlidir. Tuz stresiyle basa ¢ikmada kullanilan stratejilerin ekosistemle
ve bitkilerle dost olmasi ve yasama ortamlarinda birikmemesi degerli bir 6zelliktir.
Bir¢ok ¢alismada fosfitin tarimdaki faydasi, bir bitki glibresi olmaktan ziyade hastaliklar1
onleme lizerindeki etkisi ile ilgili olarak incelenmistir. Biyouyarici olarak siniflandirilan
fosfit uygulamalarinin zirai anlamda genis diizeyde kullanimi avantajli goriinmektedir.
Fosfit topraga uygulandiginda, fosfitin fosfota oksidasyonuna aracilik eden
mikroorganizmalarla temas eder. Bodylece, bu dolayli yontemle fosfit, mikrobiyal
oksidatif reaksiyonlardan sonra bitki i¢in bir fosfor besin maddesi olarak kullanilabilir
hale gelebilir.

Fosfitin mahsul verimini ve kalitesini iyilestirmesinin yani sira bitkilerde ¢evresel
stres tepkilerini uyardigi da gosterilmistir. Fosfitin stres kosullarina maruz kalan
bitkilerdeki savunma mekanizmalarimin etkinlestirmeyle ilgili biyolojik siirecleri
incelemeye degerdir. Fosfitin alimi, tasinmasi ve subselliiler lokalizasyonu alaninda
onemli ilerlemeler kaydedilmis olmasina ragmen, fosfitin bitki metabolizmasi iizerindeki
etkilerinin ardindaki temel siireglerin daha derinlemesine anlasilmasi hala eksiktir.
Tezimizdeki sonuglarin degerlendirmesiyle yeni bir biyouyarici olarak fosfitin etkisine

iliskin arastirmalardaki mevcut gelismelere yeni bilgilerin saglanmasi beklenmektedir.
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