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ON ALFA TOKOFEROL UYGULAMASININ TUZ STRESi ALTINDA
SOYA (GLYCINE MAX L.) KOKLERI UZERINDEKI ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

OZET

Bu calismada iki haftalik soya fasiilyesi (Glycine max L.) yapraklarina disaridan
uygulanan alfa-tokoferoliin tuz stresi altinda koklerdeki etkileri, bliylime parametreleri,
prolin, malondialdehid (MDA), hidrojen peroksit (H,0,), siiperoksit anyonu, kalsiyum
(Ca2+) ve fosfor (P) iyon miktari, i¢sel oksin (IAA) diizeyleri ve antioksidan enzimler
olan siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), peroksidaz (POX),
glutatyon reduktaz (GR), glutatyon-s-transferaz (GST) enzim ve izoenzim aktiviteleri

dikkate alinarak tespit edilmistir.

Digaridan uygulanan alfa-tokoferol, tuz stresinin azalttigi bagil su igerigi (BSI)
ve bagil biiylime oraninda (BBO) iyilesmeye neden olurken; tuz stresi ile artan prolin,
hidrojen peroksit, siiperoksit anyon iretimi ve MDA degerlerinde azalmaya neden
olmustur. Tuz stresi uygulanan soya koklerinde SOD, APX ve GST enzim aktiviteleri
azalirken, POX ise aktivitesi artmigtir. Bununlar beraber alfa-tokoferol uygulamast SOD
enzim aktivitesini azaltmig, POX ve GST enzim aktivitelerini arttirmis ancak APX
aktivitesini degistirmemistir. Ayrica kalsiyum ve fosfor miktari ile igsel oksin diizeyleri

alfa-tokoferoliin etkisi ile artig gostermistir.

Elde edilen sonugclar, alfa-tokoferol uygulamasinin soya koklerinde tuz stresi ile
olusan oksidatif hasar1 hem bazi antioksidan enzimlerin gorevlerini iistlenerek hem de
uyarict etki yaparak azalttigi ve yapraklardan gelen uyartinin iyilesme siirecinde

koklerde sinyal olusturdugunu diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: alfa-tokoferol, tuz stresi, soya fasulyesi



INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF PRE-TREATMENT OF
ALPHA TOCOPHEROL IN SOYBEAN (GLYCINE MAX L.) ROOTS UNDER
SALINITY

ABSTRACT

In this study, the effects of exogenously applied alpha- tocopherol on (Glycine
max L.) leaves under salt stress was determined in wiev of growth parameters, proline,
malondialdehyde, hydrogen peroxide, superoxide anion production, calcium and
phosphorus ion contents, auxin level and activities of antioxidant enzymes such as
superoxide dismutase, ascorbate peroxidase, peroxidase, glutathione reductase,

glutathione-s-transferase in two weeks old (Glycine max L.) roots.

Exogenously applied alpha-tocopherol increased relative water content and
relative growth rate but reduced proline, hydrogen peroxide, superoxide anion radical
and MDA content. Salt stress decreased SOD, APX, GST and increased POX activity.
However, alpha-tocopherol application reduced SOD enzyme acitivity and increased
POX, GST but did not change APX activity. Otherwise, calcium and phosphorus and

internal auxin level were increased by alpha-tocopherol.

This findings suggested that alpha-tocopherol application alleviated the salt
induced oxidative damage by simulating the some antioxidant enzyme or stimulating

them and it also may have produced signal from leaves to roots.

Key words: alpha-tocopherol, salt stress, soybean
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1. GIRIS

Bitkiler yasamlarini1 siirdiirdiikleri alanlarda, gelisimlerini kisitlayict ¢esitli
olumsuz kosullara maruz kalmaktadirlar. Bitkilerde biiyiime, gelisme ve metabolizmay1

etkileyen ya da engelleyen durumlara stres adi verilmektedir.

Bitki tiir ve gesitlerine gore ¢ok degisik fizyolojik ve biyokimyasal tepkiler ortaya
cikabilmekte, tolerans seviyelerinde ise farkliliklar gostermektedir. Serbest oksijen
radikallerinin sentezlenmesi ve bu zararli kimyasallarin hiicre zarlarinda tahribat
yapmast ile sonuglanan tuzluluk ve kuraklik stresi kosullarinda, i¢sel antioksidan
enzimlerini yiiksek diizeyde sentezleyebilen bitkiler ve cesitleri de daha iyi dayaniklilik
sergilemektedirler (Yasar ve ark., 2008).

Stresin algilanmas1 ve stres sinyal iletiminde bitkilerin ozmotik stresi algilama
mekanizmasi, ozmosensorlerin heniiz belirlenememesi nedeni ile netlik kazanmamuistir.
Bununla birlikte farkli molekiillerin birbirleri ile iligkileri ve kompleks sinyal iletisim
aginda yer aldig1 pozisyonlar1 agiklik kazanmamasina ragmen sinyal iletiminin gesitli
bilesenleri belirlenmistir (Bartels ve Sunkar, 2005). Bunlarin basinda ise; fosfolipit
sinyali (kalsiyum gibi ikincil mesajcilar), protein kinazlar, fosfatazlarin pek ¢ok sinifi

gibi ozmotik stres sinyal ileticileri yer almaktadir.
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Sekil 1.1. Bitkilerde stres sinyalinin algilanmasi ve iletimi (Mahajan ve Tuteja, 2005)



Fosfolipit sinyali; membran fosfolipitleri inositol 1,4,5 trifosfat (IP3), diagil
gliserol (DAG), fosfotidik asit (PA) gibi ¢oklu sinyal molekiillerinden olusan bir
sistemdir (Zhu, 2002). Fosfolipaz C, fosfotidilinositol 4,5 bifosfatt (PIP2) hidroliz
yoluyla, ikincil mesajc1 olarak gorev yapan IP3 ve DAG’a katalizler. IP3, Ca*®u serbest
birakir. Sitozolik Ca*? seviyesindeki degisim, Ca*? sensorii olarak da bilinen kalsiyum
baglayici1 proteinler tarafindan algilanir ve fosforilasyon kaskadlar, kinazlar ve
fosfatazlar gibi sensor proteinler temel stres cevap genleri veya bu genlerin
transkripsiyon faktor kontrolleri ile etkileserek strese fizyolojik cevabin olusmasini

saglarlar (Sekil 1.1).

Tuz stresi hiicresel diizeyde oksidatif bir hasar olarak ortaya ¢ikan kurak ve yari
kurak bolgelerde verimi etkileyen énemli bir faktordiir. Kok rizosferinde tuz miktarinin
artmasiyla birlikte ilk olarak ozmotik stres olugsmaktadir. Olusan bu digsal ozmotik stres,
kullanilabilir su miktarinin da azalmasina sebep olur ve bu olay “fizyolojik kuraklik”
olarak da adlandirilir (Tuteja, 2007). Kullanilabilir su miktarinin azalmasi, hiicre
genislemesinin azalmasina ve siirglin gelisiminin yavaslamasin neden olur. Ozmotik
stresin devaminda ortaya c¢ikan iyon stresi evresinde, ortamda artan Na® ve CI
iyonlarmm K* , Ca™ ve NO™ gibi gerekli besin elementleri ile rekabete girmesiyle
bitkilerde, besin eksikligi veya besin dengesizligi meydana gelir (Hu ve Schmidhalter,

2005).

Tuzluluk, bitkiler tizerindeki dogrudan etkisini 0zmotik ve iyon stresi olusturarak
gosterirken, dolayli etkisini (sekonder etki) bu stres faktorleri sonucu bitkide meydana
gelen yapisal bozulmalar ve toksik bilesiklerin sentezlenmesi ile gdsterir. NaCl’nin
sebep oldugu baslica sekonder etkileri; DNA, protein, klorofil ve zar fonksiyonuna zarar
veren aktif oksijen tiirlerinin (AOT) sentezi; fotosentezin inhibisyonu; metabolik

toksisite; K™ alimmin engellenmesi ve hiicre 6limii olarak sayilabilir (Moyle ve ark.,
2000).

Bitki yetisme ortamindaki fazla tuz bitkinin gelismesini 6nemli dl¢iide sinirlar.

Tuzlar bitki biiylimesine ti¢ sekilde etki ederler;

1. Fiziksel etki: Ozmotik basincin yiikselmesi sonucu bitkinin su alimi ve
dolayisiyla beslenmesi yavaglar veya tamamiyla durur. Bitki su aliminda gii¢liik

¢eker. Buna ‘‘ozmotik basing etkisi’’ de denir.



2. Kimyasal etki: Bir kisim tuzlar, bitki besin maddelerinin alimini zorlastirip,
metabolizmay1 bozarak bitkinin biinyesine zarar verirler. Buna 6zel iyonlarin
toksisitesi de denir.

3. Dolayl etkiler: Tuzlulugun toprak iizerinde meydana getirdigi degisiklikler,
bitkilerin gelismesine etki eder. Ornegin su alimmin saglanmasi i¢in metabolik

enerjinin kullanilmasi ve verimde diisme meydana gelmesi gibi.

Tuz stresinde iyonik sinyal bakimindan SOS (Salt Overly Sensitive) genlerini
temel alan bir sinyal yolunun bulundugu kanitlanmistir. SOS sinyal yolunun
muhtemelen baslangici, Ca®" sinyalini tetikleyen hiicre i¢i ya da hiicre dist Na*
fazlaligidir. Bu yolda tuz stresi sonucu ortaya ¢ikan sitosolik Ca®* sinyali, Ca?* baglayan
SOS3 proteini tarafindan algilanir. Ca?* bagli SOS3 proteini bir serin/treonin kinaz olan
SOS2 ile etkileserek SOS2’yi aktive eder ve SOS3-SOS2 kompleksini olusturur.
Aktiflesen SOS2 kinaz daha sonra sodyumu sitozolden pompalayacak olan Na* /H”
tastyicist SOS1°i fosforiller. SOS3-SOS2 kinaz kompleksi SOS1 ve diger genlerin
transkripsiyon seviyesini diizenler. Ayrica SOS3-SOS2 kinaz kompleksi NHX1 aktive
ederek sodyumun vakuolde tutulmasini saglayabilir ve plazma membraninda sodyum
tastyicist HKT1 aktivitesini inhibe ederek sodyumun hiicre igersine girmesini

siirlayabilir (Sekil 1.2). (Zhu, 2002; Hirt ve Shinozaki, 2004).
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Sekil 1.2. Tuz stresi altinda iyon homeostasisinin diizenlenmesinde SOS yolu (Hirt ve
Shinozaki, 2004)

Tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltmak amaciyla bitkilere disaridan antioksidan
uygulamalarinin  yapilmasi olduk¢a Onemlidir. Bitkilerde  enzimatik olmayan
antioksidanlar; vitamin E, vitamin C, glutatyon ve karotenoidler olurken; enzimatik
antioksidanlar ise superoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), glutatyon
rediiktaz (GR), katalaz (CAT), peroksidaz (POX)’dur.

Tokoferoller direk olarak AOT’lart etkisizlestirir; Ozellikle singlet oksijeni
tokoferoliin geri doniisiimsiiz oksidasyonu ile etkisizlestirirler. Alfa tokoferol, lipit faz
zincir kiran bir antioksidan olarak zincirleme sekilde ilerleyen lipit peroksidasyonu gibi
serbest radikal {ireten basamaklara etki ederek reaksiyonlart adeta kirar (Baskin Sl ve
ark.,1997). Ayrica membranlarin  akicihgmi ve gecirgenligini  diizenleyerek
stabilizasyon da saglar. Ozellikle tokoferollerin membranlardaki yag asitleri ve

lizofosfolitlerle kompleks olusturmasi membranlar zararl etkilere kars1 korumaktadir.

Alfa tokoferol dogada yaygin olarak bulunan E vitamini ailesinin ana bilesenidir.
Ozellikle kloroplastlarn tilakoid membranlarinda yogun olarak bulunur. Molekiiler
yapilarinda {i¢ metil grubu icermeleriyle en yliksek antioksidan aktiviteye sahip olan
alfa tokoferoldiir. Bu antioksidan fotosentez kaynakli reaktif oksijen tiirlerini (O2,
H20,, OH") devre dis1 birakir ve tilakoid zarlarinda lipit peroksidasyonun yayilmasini

onler (Munne-Bosch ve ark., 2005).



Calismada soya bitkisi (Glycine max L.) yapraklarina 6n deneme sonucunda
belirlenen konsantrasyonda disaridan uygulanan alfa tokoferoliin (2.5 mM) tuz stresi
altinda kokte meydana getirdigi etkileri fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde

aydinlatmaktir.

Alfa tokoferol ile ilgili yapilan ¢alismalar incelendiginde, bitkilerde yapraklara
disaridan yapilan uygulamalarin etkileri arastirilmis olmasina karsin kokteki etkilerin
incelendigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismanin sonuglar1 disaridan
alfa tokoferol uygulamasinin koklerde yaptigi etkileri ilk defa incelemesi agisindan

onem kazanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Tuzluluk, bitkinin morfolojisi ve anatomisini kapsayan tiim metabolik
faaliyetlerini etkileyen bir faktordiir (Levitt, 1980). Toprak ¢ozeltisindeki tuz
konsantrasyonu arttiginda ve su potansiyeli azaldiginda, bitki hiicrelerinin ozmotik
potansiyeli diiser ve bitki hiicrelerinin boliinmesi ya da uzamasi birden yavaglar. Bu
stres kosullart altinda genellikle stomalar kapanir ve sonug olarak fotosentez azalir.
Stres kosullarinin devam etmesi halinde bitki biiyiimesi tamamen durabilir (Ashraf,
1994). Tuzluluga en fazla duyarlilik gdsteren organlarin yapraklar oldugunu bildiren
Munns ve Termaat (1986)’1n agiklamalarindan sonraki yillarda yapilan bagka calismalar
sonucunda misirda (Cromer ve ark., 1988) ve domateste (Snapp ve Shennan, 1992) kok
biiylimesi ve gelismesinin de tuzluluktan benzer bigimde etkilendigi ortaya konmustur.
Tuz stresi bitkinin Oliimiine neden olabildigi gibi tolerans durumuna baglh olarak
biliylimeyi engellemekte, kloroz, nekrotik lekelerin olusumuna yol acabilmekte, verim
ve kalitenin azalmasina neden olmaktadir (Hasegawa ve ark., 1986). Pandya ve ark.
(2005) tuzun toksik etkisinin ilk Once yasl yapraklarda goriilmeye basladigini, bu
yapraklarin uglarindan baglaylp yaprak ayasina ve sapina dogru ilerleyen kloroz
seklinde kendini gosterdigini, daha sonra bu kisimlarin nekroze oldugunu
belirtmektedirler. Tuzlu kosullarda biiyiiyen bitkilerin biiyiime hiz1 diisiik olup bodur bir
yap1 sergilemektedir. Yapraklar ise ¢ogunlukla kii¢iik ve rengi de koyu yesildir. Tuz
stresinde hiicre bliylimesi ve boliinmesindeki yavaslamanin, sitokinin miktarmin
azalmasi sonucu ortaya c¢iktigi ileri siiriilmektedir. Hormon dengesinde ortaya ¢ikan
degisikliklerin tohum ¢imlenmesi lizerinde de etkide bulundugu, azalan sitokinin
sentezlenmesinin sonucu olarak ¢imlenme oraninda azalma olustugu iddia edilmektedir
(Mangal ve Lal, 1990). Tuzlu kosullarda ¢imlenmenin engellenmesi ve ¢imlenme
yiizdesinin diismesi, beklenen bir tepkidir (Demir ve ark., 1992).

Bitkiler ve tiim aerobik canlilar i¢in atmosferik oksijen (O;) diizeyi oldukca
onemlidir. O, normal kosullar altinda bitki biliylimesi ve gelismesi icin gerekli iken,
konsantrasyonu gereginden fazla arttigi zaman, 6liim ile sonuglanabilecek hiicresel
hasarlar olugmasina neden olabilir. Bunun nedeni, molekiiler oksijenin hiicrede siirekli

indirgenerek c¢esitli aktif oksijen tiirlerini olusturmasidir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Antioksidan enzim aktivitesi

AOT’lar *singlet oksijen (Oy), siiperoksit molekiili (O;”), hidrojen peroksit
(H202) ve elektron transferinin gerceklestirdigi indirgenme reaksiyonlarinin ara
triinleridir (Apel ve Hirt, 2004). Stres kosullar1 altinda artan AOT’lar; zarda lipit
peroksidasyonuna,  protein  oksidasyonuna, enzim inhibisyonuna,  klorofil
par¢alanmasina, DNA ile RNA’da hasarlara ve hiicre 6liimlerine neden olurlar (Mittler,
2002). Ayrica AOT’lar; bitki gelisiminde Onemli rol oynayan hormonal sinyal
tiretiminde, hiicre duvari polimer yapisinin degisiminde, bitkinin ¢evreyi algilamasiyla
iligkili mekanizmalarda, gen ekspresyonlarinda, metabolik ve fizyolojik diizenlemelerde
kritik fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle “oksidatif sinyal molekiilii”’ olarak da gorev

alirlar (Swanson ve Gilroy, 2010).

SOD; AOT’lara karsi koruyucu sistemin ilk adimini olusturmaktadir ve iki
molekiil Oy ile reaksiyona girerek birer molekiil H,O, ve O, sentezlenmesini saglar
(Asada, 1999). O, H,0, gibi zarlardan difiize olabilme 6zelligine sahip olmadigindan,
bu molekiiliin sentezlendigi hiicresel boliimlerde ortadan kaldirilmasi i¢in SOD enzimi
bulunur (Alscher ve ark., 2002). Metalo enzimler grubunda yer alan SOD, mangan SOD
(Mn SOD), bakir-¢cinko SOD (CuZn SOD) ve demir SOD (Fe SOD) olmak iizere
icerdigi metal gruplarina gore ii¢c farkli izoenzim ¢esidine sahiptir. Bu izoenzimlerden
Fe SOD kloroplastlarda, Mn SOD mitokondri ile peroksizomda ve CuzZn SOD ise
kloroplast, peroksizom, sitozol ve hiicreler arasi boslukta bulunur (Alscher ve ark.,
2002). Stres kosullar altinda SOD aktivitesinin artmasi ve bu diizeyin korunmasi gen

ifadesinin ve SOD transkripsiyonunun artmasina baglidir (Ivan ve ark., 1999).

Yiiksek katalitik aktiviteye fakat diisiik substrat afinitesine sahip CAT
kloroplastta bulunmadigi i¢in buradaki tiol-diizenleyici enzimlerin korunmasinda goérev
alamaz. Bu enzimin yerine ortamdaki H,O;’leri detoksifiye eden ve H2O,’e karst daha

yiiksek ilgi gosteren POX’lar bulunur (Noctor ve Foyer, 1998). POX, fenolik bilesikler



ve/veya antioksidanlar gibi yardimci substratlarla H,O;’1 suya doniistiiriir (Meloni ve
ark., 2003).

APX, H;0, detoksifikasyonunda yer alan diger bir enzim olup bu enzimin
izoenzim gruplari, kloroplast stromasi ile tilakoid zari, mitokondri, sitozol ve
peroksizom olmak {izere dort farkli yerde bulunur. APX, H,O;’i suya doniistiirtirken,
askorbat1 (AsA) spesifik elektron vericisi olarak kullanir ve bu reaksiyona AsA’in tek
degerlikli oksidant formu olan monodehidroaskorbat (MDA, MDASA olarak da
kullanilmaktadir) olusumu eslik eder. MDA direkt olarak NADPH-bagli MDA rediiktaz
(MDAR) enziminin aktivitesiyle AsA’ya indirgenebilir (Mittler ve ark., 2004). Ayrica
MDA bir enzimatik reaksiyon olmaksizin kendiliginden dihidroksiaskorbata (DHA) da
indirgenebilir (Sairam ve Tyagi, 2004). DHA’dan AsA sentezlenmesine DHAR enzimi
aracilik eder ve bu reaksiyonda itici giic olarak GSH (rediikte glutatyon)’in GSSH

(okside glutatyon)’a oksidasyonu kullanilir.

Glutatyon reduktaz (GR), NAD(P)H’1 indirgeyici ajan olarak kullanip GSH’1n
GSSH’dan tekrar sentezlenmesini saglar (Sekil 2.2.) APX’in H,O,’i detoksifiye etmek
icin ihtiya¢ duydugu ve AsA ile GSH’1in yeniden sentezlendigi bu dongii askorbat-
glutatyon dongiisii veya Halliwell-Asada dongiisii olarak adlandirilir (Secenji ve ark.,
2008). Ayrica, H,O, gibi glutatyon ve AsA da zarlardan kolayca diffiize olabilir ve

farkli boliimler arasinda taginabilirler.

Glutatyon-s-transferazlar (GST), her biri iki alt birimden olusmus bir enzim
ailesidir. Katalitik ve katalitik olmayan ¢ok sayida fonksiyona sahiptirler. Antioksidan
savunma mekanizmasi agisindan Onemleri, ksenobiyotiklerin (yabanci maddeler)
biyotransformasyonu ve detoksifikasyonunda rol almalar1 ve basta arasidonik asit ve
linoleat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlere karsi selenyumdan bagimsiz

GSH-Px aktivitesi gostermeleridir (Akkus, 1995).
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Sekil 2.2. Oksidatif strese kars1 enzimatik savunma mekanizmalari

Eslesmemis Elektron

Antioksidan

e - =
< P, . rm——ee .
' . Elektron .
a 4 ' Axtarim

o
o o

LY St ° o

Serbest Redikal

Sekil 2.3. Antioksidan tarafindan serbest radikalin notralize edilmesi

Alfa tokoferol, E vitamini ile es anlamli hale gelmistir. E vitamini yagda ¢6ziinen

vitaminlerdendir. Bu yiizden hiicre zarinda bol miktarda bulunur. E vitamininin

etkilerini gosteren 8 tokoferol ve tokotrienol vardir. Alfa tokoferol yapisindaki icerdigi

3 metil grubuyla diger tokoferoller i¢inde en etkili olanidir. a-tokoferol ve daha ¢ok

kullanilan o-tokoferil asetat; hafif sari, kokusuz, yagimsi berrak ve olduk¢a yapiskan

maddelerdir. Dogada bulunan dekstro sekli fizyolojik olarak en etkili izomeridir. Suni

rasemik a-tokoferol (DL-a-tokoferol) ve esteri, tekabiil eden dekstro izomerinin %70-75

etkisine sahiptir. B ve y tokoferoller, o izomerinin yaris1 kadar, & izomeriyse ancak % 1'i

kadar etkilidir (Vikipedia).
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Sekil 2.4. E vitamin biyosentetik yolu (Hofius ve ark.)

Bitkilerde dogal olarak olusan 4 tokoferol tiirevi koyu boélimde vurgulanmistir
(Sekil 2.4.). Tokoferol biyosentezi mevalonat olmayan yoldan tiireyen fitil pirofosfat ve
sikimat yoldan tiireyen homojenizatin yogunlasmasi aracilifiyla gergeklesir. Bunun
sonucunda 2-metil-6-fitilplastokinon olusur. Olusan bu madde biitiin tokoferollerin
onciil maddesidir. Daha sonraki halka siklizasyon ve metilasyon reaksiyonlari, 4 ana
tokoferol tiirevinin olusumu ile sonug¢lanmaktadir (Sekil 2.4.). y ve o tokoferoliin ortak

bir siklaz araciligiyla gerceklesmesi muhtemeldir. Benzer sekilde a ve B tokoferolde
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elde edilen son metilasyon reaksiyonu sirasiyla ayni metiltransferaz ile katalize edilmesi

beklenmektedir.

In vivo ve in vitro calismalar a-tokoferol ile glutatyon peroksidazin serbest
radikallere kars1 birbirini tamamlayic1 etkisi oldugunu gostermistir. GSH-Px olusmus
peroksitleri ortadan kaldirirken, a-tokoferol peroksitlerin olusumunu engeller (Seven ve
Candan, 1996; Akkus, 1995).

Tokoferoller billuri sekilde elde edilemez.

Oksijensiz ortamda 200 °C'ye kadar dayanur.

Organik asitlerden100 °C'ye kadar etkilenmez.

Oksidasyonla biyolojik etkisini hizla kaybeder.

Isik ve bilhassa ultraviyole (morétesi) 1sinlara karsi dayaniksizdir.

Vitamin E (alfa-tokoferol) selliiler ve organel zarlar arasina girer ve Serbest
radikalleri daha az reaktif bilesiklere ¢evirerek zarlari lipid peroksidasyona karsi korur.
Alfa-tokoferol zar fosfolipidleri yapisinda bulunan arasidonik aside baglanarak etkisini
gosterir (Burton ve ark., 1985; Kavutcu ve ark.,, 1996; Engle ve ark., 1998;
Koveshnikov ve Pikaliuk, 1993; Maiorano ve ark., 1999; Grobas ve ark., 2002).

Soya fasulyesi binlerce yildir Asya tilkelerinin en degerli besin kaynag1 olmustur.
Besin degeri, mineraller ve vitaminler agisindan oldukga zengin bir bitki olan soyanin
gerek insan sagligina bilimsel olarak kanitlanmis yararlari gerekse 400’den fazla
endiistriyel iirlin yapiminda kullanilmas1 soyay1 tarimsal iiriinler arasinda onemli bir

yere getirmektedir.

Soya fasulyesi (Glycine max L.) 5000 y1l 6nce Dogu Asya ovalarinda kesfedilmis,
Asya halkinin beslenme aligkanliginda devrim yaratmistir. Cin halkinin bes kutsal
(celtik, soya, bugday, arpa ve dar1) ekininden biri olarak kabul edilmis ve Cinlilerin
saglik kaynagi olmustur. Viicudumuza ve zihnimize olan faydasi saymakla bitmeyen
soya, Dogu Asya ililkelerinin en 6nemli tarimsal irlinlerinden biridir. Bugiin diinya
lizerinde iiretimi yapilan en 6nemli bitkisel iirinlerden biri olmasina karsin soya 100 yil

oncesine kadar Uzakdogu disinda pek fazla bilinmiyordu.

““Mucize bitki’’ olarak bilinen soya hem insan ve hayvan beslenmesinde, hem de

sanayide son derece Onemlidir. Soya baklagiller familyasindan, dikine boylanabilen,
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yetisme sartlarina bagli olarak uzunlugu 1-1.5 m arasinda degisebilen, ¢ok dalli, az ¢ok
sarilict otsu, kazik kokli yazlik bir baklagil 5 bitkisidir. Yapisindaki yag orani
yiiksekligi sebebiyle soya tarimsal iiriinlerin siiflandirilmasi sirasinda yagli tohumlu

bitkiler igerisinde gosterilmektedir (Wikipedia).

Soya fasulyesi, besin degeri ile i¢erdigi mineral ve vitaminler agisindan oldukga
zengindir. I¢eriginde yiiksek miktardaki protein yaninda soya fasulyesi lif, kalsiyum ve
magnezyum bolca bulunmaktadir. Tohumlarinda % 18-24 yag, % 35-45 protein, % 30
karbonhidrat ve % 5 oraninda da mineral, ¢ok sayida vitamin ve degerli aminoasitler
iceren ve topraga organik madde ile azot saglayan bir bitki olan soya fasulyesi
tlkemizde hem ana Urin hem de ikinci urin olarak kullanilmaktadir. Akdeniz,
Gilineydogu Anadolu ve Dogu Anadolunun bazi kisimlarinda soya fasulyesi daha fazla
tiretilmektedir (Sekil 2.4.). Bu bolgelerde verim kalitesi daha yiiksektir (Sekil 2.5.)(
Anag ve ark., 2003)
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Sekil 2.5. Tiirkiye’de soya fasulyesinin illere gore dagilimi (2002)
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Sekil 2.6. Tiirkiye‘de soya fasulyesi veriminin illere gore dagilimi (2002)

Diinyada toplam soya fasulyesi ekim alan1 yaklasik 105 mha olup Sekil 2.5.’te
goriildiigli tizere bu ekim alanlarinin biiyiik boliimii 7 {lilkede bulunmaktadir. Soya
tiretimi yapan iilkelerin baginda Brezilya ve ABD gelmektedir (Sekil 2.7.).Tiirkiye’de

soya tiretim miktar1 son yillarda artig gostermistir (Sekil 2.8.)

(lkeler 2002 2003 20M4 2005 200 2007 Pl 2009 000 11

ABD 20339 | 29330 | 29930 | 2E.E35 | 300190 | 25959 | 30.223 | 30907 | 31003 | 29790 | 30.799
Brezilya 16365 | 183525 | 21,539 | 22949 | 22047 | 20,565 | 21.246 | 21750 | 23327 | 23.9%69 | 24975
Arjantin 11405 | 12420 | 14305 | 14.032 | 15130 | 15981 | 16387 | 16.771 18.131 1B.765 | 17577
Hindistan 6.106 6,355 7.571 T.70R | B334 | BEED | 9511 0.735 9.554 Q950 | 10800

Cin 8722 9313 | 9582 | 9.5%4 | 9304 | BT754 | 912 | 9.190 8.516 7.650 6.750
Paraguay 1.445 1474 1.870 1.970 | 2200 240 | 2464 | 2570 2671 2805 3.000
Kanada 1.024 1.049 1.174 1.165 1201 1171 1.195 | 1383 1477 1.542 1668
Diinya TROST | 836,358 | DLA08 | 91561 | DE308 | MOLIS3 | B64S1 | 99324 | 1026014 | 103590 | 104997

Sekil 2.6. Soya fasulyesi tiretimi yapan iilkelerin ekim alanlari
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Ulkeler 200910 2010/11  2011/12 2012/13 2013/14 Ocak 2013/14 Subat

Brezilya 69,000 | 75,300 | 66,500 | 82,000 89,000 Q0,000
ABD 91417 90,605 84,192 | 82,561 89,507 89,507
Arjantin__ | 54,500 | 49000 | 40,100 | 49,300 54,500 54,000
Cin 1498 | 15080 14485 | 13,050 12,200 12,200
Hindistan | 9,700 | 9,800 | 11,000 11,500 11,800 11,800
Paraguay 6,462 | 7.128 | 4,043 9,367 9,000 9,300
Kanada 3581 | 4445| 4298 5,086 5.200 5,200
Diger 10,763 | 12,546 | 14,539 15406 15,621 15,686

Toplam 260,403 263,904 239,157 268,270 186,828 287,693

Sekil 2.7. Soya fasulyesi iiretimi yapan iilkelerin tiretim miktarlar1 (Bin Ton)

Yullar Ekim Alam Uretim Miktar Verim Degeri
{Ha) (Tomn) {Kg/Da)
2002 25.500 75.000 294
2003 27.000 85.000 315
2004 14.000 50.000 357
2005 B.600 29.000 337
2006 11.918 47.300 397
2007 B.675 30.666 354
2008 9444 34 461 365
2009 10.512 38442 366
2010 23472 86.540 367
2011 26421 106.722 387
2012 31.599 115.000 364

Sekil 2.8. Tiirkiye’de soya fasulyesi ekim alanlari, liretim miktarlar1 ve verim degerleri
(2002-2012)

Tirkiye ‘deki soya fasulyesi ithalat miktar1 ve degeri Sekil 2.9°da verilmistir.
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Sekil 2.9. Tiirkiye nin soya fasulyesi ithalat miktar1 ve degeri (2002-2012)
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Tiirkiye’nin tiikettigi miktarda soya fasulyesini liretme potansiyeli olmasina
ragmen pazarlama, depolama, kurutma ve islemede gerekli altyapinin saglanamamasi
ile yerli soya fasulyesi iiretimi artan i¢ piyasa talebini karsilayamamaktadir. Yagl

tohumlarda yeterlilik saglanamamakta, yem sektorii ihtiyacini karsilayamamaktadir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Bitki Materyali ve Deneme Diizenegi

Denemede soya (Glycine max L.) tohumlar1 plastik saksilara toprak ortaminda her
saksiya 5 adet olmak iizere ekilmistir. Daha sonra 23+ 1°C’de 5 giin boyunca karanlik
ortamda ¢imlenmeye birakilmistir. Cimlenen tohumlar 16 saat aydinlik/8 saat karanlik

fotoperiyotta yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Soya fasulyesi genel goriiniimii

Bitkiler uygulama asamasma kadar Hoagland besin ¢ozeltisi ile sulanmigtir. Iki
haftalik soya fasulyesi (Glycine max L.) yapraklarina yapilan 6n denemeler sonucunda

uygun konsantrasyonlar tespit edilmistir.
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0. giin hasati: On deneme sonuglar1 dikkate aliarak 1 giin ara ile 3 kez (2.5 mM) 6n

alfa tokoferol uygulamasi sonrast 0. giin hasati yapilmistir.

3. giin hasati: Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonras1 tuz stresine maruz birakilan

bitkiler 3. giin sonunda hasat edilmistir.

Kok genel goriiniimii Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3.2. Soya fasiilyesine ait kok genel goriintimii

Deneme diizenegi
1. 0. giin Kontrol
2. 0. giin Tokoferol
3. 3. giin Kontrol
4. 3. glin Tokoferol
5. NaCl

6. Alfa Tokoferol + NaCl
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Sekil 3.3. Farkli tuz konsantrasyonlarinin soya (Glycine max L.) kdkleri tizerine etkisi

MDA (nmol gr -1YA)

aT (mM) + 200 mM Nacl

m 0,50
=1,00
m1,50
H 2,00
m 2,50

3,00
W 3,50

4,00

Sekil 3.4. Farkli alfa tokoferol konsantrasyonlarin tuz sttesi altindaki soya (Glycine

max L.) kokleri {izerine etkisi

3.2. Biiyiime parametreleri

3.2.1. Uzunluk Ol¢iimii

Alfa tokoferol uygulamasi sonrasi tuz uygulamasinin 3. giiniinde her gruptan bitki

ornekleri alinarak kok ve govde uzunuklar 6l¢tilmiistiir.
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3.2.2. Bagil Bilyiime Oram

Alfa tokoferol uygulamasi sonrasi tuz uygulamasinin 3. giintinde baslangi¢ ve son
kuru agirlik degerleri (70°C de 72 saat kurutulmus) Olciilerek bagil biiyiime oranlari

hesaplanmistir (Venus ve Causton, 1979).
BBO=(Kuru agirlik 2-Kuru agirlik1) / (t2-t1) t2: son hasat zamanu, t1: ilk hasat zamani
3.2.3. Bagil Su Icerigi

Tuz uygulamasinin 3. gilinlinde tiim gruplar icin 6‘li 6rnek alinmis ve yas
agirhiklart Olgilmistir (Smart ve Binghan, 1974). 6 saat boyunca dI-H,O iginde
petrilerde bekletilerek turgorlu hale gelmeleri saglanmistir. Daha sonra turgorlu halleri
Olgiilmiistiir. 70°C de 72 saat bekletilerek kurutulduktan sonra kuru agirliklari

saptanmistir.
Bagil su igerikleri % olarak (YA-KA)/(TA-KA)*100 bagitisina gore hesaplanmustir.
3.3. Lipit Peroksidasyonu (MDA)

Lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA) miktar1 Madhavo
ve Stresty (2000) yontemine gore belirlenmistir. Her gruptan 0.5 g kok ornekleri TCA
(Trikloroasetik asit) ile homojenize edilmistir. Santrifiijjden sonra slipernatanta TBA
(Tiobarbitiirik asit) ve TCA igeren reaksiyon karigimi pipetlenmistir. Tiim deney tiipleri
95°C’de 30 dakika 1sitilmistir. Karisim 10.000 X 15 dakika santrifiijlenmistir. Olusan
siipernatantin 532 ve 600 nm’deki absorbans degerleri okutulmustur. MDA

konsantrasyonu, ekstinksiyon katsayisi (£=155 mMcm’) kullanilarak hesaplanmustir.
3.4. Hidrojen Peroksit (H,0O;) Miktar

H,0, diizeyi, Velikova ve ark. (2000) yontemine gore belirlenmistir. Her gruptan
0.1 g kok 6rnegi 5 ml TCA (trikloroasetik asit) ile homojenize edilmistir. 12.000 rpm’de
15 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Siipernatant 0.5ml, tampon (potasyum fosfat 10
mM, pH: 7) ¢ozeltisi 0.5 ml ve 1 ml, 1M KI tampon maddesi ile karigtirilmistir. UV-

VIS spektrofotometrede 390 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.
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3.5. Prolin Miktar

Alfa tokoferol ve tuz stresi uygulanmis soya bitkisi koklerinde ki serbest prolin
miktart Bates ve ark.’min (1973) saptadigi yonteme gore belirlenmistir. Taze bitki
materyalinin 0.5 g’1 tartilmis ve % 3(w/v)’lik 5 ml siilfosalisilik asit kullanilarak
homojenize edilmistir. Homojenatlar filtre kagidindan siiziilmistiir. Elde edilen
stipernatan 1 ml ninhidrin ve 1 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek karistirilmigtir. Bu
karisim 100°C’de 1 saat su banyosumda bekletilmistir. Bu siire sonunda tiipler alinarak
buz i¢ersine sokulmus ve reaksiyon sonlandirilmistir. Reaksiyon karisimi 4 ml toluen ile
ekstrakte edilmis ve 15-20 saniye tiip karistiricida (vorteks) galkalanmustir. Toluen
iceren renkli s1vi oda sicakliginda bekletilmis ve karigimin toluen igeren iist faz1 520 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okuma yapilmistir. Bitki dokularindaki prolin

miktarlar kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmistir.
3.6. I¢sel Kalsiyum ve Fosfor Miktar

Bitki koklerinde igsel kalsiyum ve fosfor miktar1 Hanlon (1998) (AAS), Johnson
ve lIsaac, (1998) (ICP-OES) yontemine gore Johnson ve Ulrich (1959) nitrik ve
perklorik asit kullanilarak belirlenmistir. Pellet 0.1 N perklorik asit ile sulandirilip
atomik absorbsiyon spektrofotometresinde tespit edilmistir.

ICP okuma (ppm)*SF(100)
3.7. Siiperoksit Anyon Uretimi Miktar1

Stiperoksit anyon tiretimi miktar1 Rosa (1979) yontemine gore yapilmistir. 0.05 M
sodyum karbonat tamponu (pH: 10.5) 1.2 ml, 3 mM’lik ksantinden 0.1 ml, 3 mM
EDTA’dan 0.1 ml %0.15’lik bovin serum albiiminden 0.1 ml, 0.75 mM’lik nitroblue
tetrazoliumdan 0.1 ml ve 6rnekten 0.1 ml konulup 25°C ‘de 10 dakika bekletilmistir.
Reaksiyon 6 mM ksantin eklenerek baslatilmis 20 dakikadan sonra 6 mM CuCl’den 0.1

ml eklenerek durdurulmustur. Sonuclar 560 nm’de okunmustur.
3.8. i¢sel Tokoferol Miktar

Orneklerde yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi ile alfa tokoferol
miktar1 tayin edilmistir. Analizler Hewlett Packard 1100 (HP 1100) serisi HPLC

sisteminde ger¢eklestirilmistir.
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3.9. Indol Asetik Asit (IAA) Hormon Diizeyi

IAA hormon seviyesine Flores ve ark. (2011) yontemine uygun olarak UHPLC-
MS/MS cihazi ile yapilmistir. Bilesiklerin stok standart ¢ozeltileri (200 ile 300 mg/L
arasinda degisen konsantrasyonlarda) ayr1 ayri tartilarak hazirlanmistir. Bitki materyali

Sigma’dan alinan metanol (HPLC-igin) i¢erisinde ¢oziindiirilmistiir.
3.10. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

3.10.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1.) Enzim ve Izoenzim
Aktiviteleri

SOD aktivitesi, Beauchamp ve Fridowich (1971)’e gore, SOD’un fotokimyasal
olarak nitro blue tetrazolium’un (NBT) indirgenmesini inhibe etme yeteneginin
Olgiilmesiyle tayin edilmistir. 3 ml reaksiyon karigimi; 50 mM fosfat tamponu (pH:7,8),
33 mM NBT, 10 mM L-metionin, 0,66 mM EDTA. Na,, 0,0033 mM ribofilavin

icermektedir.

Siipernatant seyreltildikten sonra karisim 10 dk 300 mmol m?s! 1s1k siddeti altinda
bekletilmis ve daha sonra reaksiyon karigiminin 560 nm’de verdigi absorbans degerleri
okunmustur. SOD i¢in 1 enzim birimi; 1s1kla indirgenmenin %50 engellenmesine neden
olan protein miktar1 (mg) olarak tanimlandigindan, yaprak orneklerindeki SOD

aktiviteleri buna gore belirlenmistir.

SOD izoenzim aktivitesi; Laemli (1970)’e gore esit miktarda protein igerigi,
sodyum dodesil siilfat disinda denatiire edici olmayan poliakrilamit jel elektroforez
(PAGE)’e yiiklenmigtir. SOD izozimlerinin ayrimi igin; %4.5 staking ve %12.5
sepereting soliisyonlar1 kullanilmis ve sabit akimda (60 mA), 0-4°C‘de jeller
yuritiilmiistir. SOD aktivitesinde jeller Beauchamp ve Fridowich (1971)’e gore
riboflavin ve NBT ile fotokimyasal boyama yapilarak tespit edilmistir. Boyanmis olan
jeller; Software (4.6.00.0; UVP Biolmaging systems, UK) programina gore
goriintiilenmistir. SOD aktivitelerinin densitometrik analizleri icin; kontrol gruplari
%100 olarak alinmis ve elde edilen degerler % olarak gosterilmistir. Elde edilen veri;

birbirinden bagimsiz 3 jelin ortalamasi alinarak elde edilmistir.
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3.10.2. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Enzim ve izoenzim
Aktivitesi

APX aktivitesinin tayini Nakano ve Asada (1981)’ya gore yapilmistir. Askorbat
okside oldukga spektrofotometreden 290 nm’deki absorbansta olusan azalma okunmus
ve hesaplamalar askorbatin ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak (2.8 mM™* Cm'l)
yapilmigtir. Reaksiyon karisgimi 50 mM sodyum fosfat tamponu (pH: 7), 0.5 mM
askorbat, 0.1 mM EDTA Nayve 1.2 mM HzOz’den olugmustur. Askorbatin oksidasyonu,
enzim ekstraktinin ek ilave edilmesiyle baslatilmis ve absorbanstaki diisiis 180 sn
boyunca izlenmistir. 1 birim APX aktivitesi dakikada okside olan 1 mmol ml™ askorbat

ifade edilmistir.

Askorbat peroksidaz izoenzim aktivitesi; Mittler ve Zilinkas (1993)’1n yontemine
gdre belirlenmistir. Ornekler yiiklenmeden &nce jeller 2 mM askorbat igeren tamponda
4°C’de 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Daha sonra 35 pl protein igeren Ornekler jellere
yiiklenerek sabit akim altinda (60 mA) yiiriitiilmistiir. Yiiriitme isleminden sonra jeller
2 mM askorbat igeren 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH: 7) 20 dakika inkiibe
edilmis ve sonra 4 mM askorbat ve 2 mM hidrojen peroksit iceren 50 mM potasyum
fosfat tamponunda (pH: 7.8) 20 dakika bekletilmistir. Ardindan jeller tamponla 1 dakika
yikanmig ve 28 mM TEMED ve 2.5 mM NBT igeren 50 mM potasyum fosfat

tamponuna alinmis ve 1s1kta 10-20 dakika bekletilmistir.

3.10.3. Glutatyon S-Transferaz (GST; EC 2.5.1.18) Enzim ve Izoenzim
Aktivitesi

Glutatyon S-transferaz aktivitesi (Habig ve ark. (1974) yontemine gore
belirlenmistir.  Glutatyon  S-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile
glutatyonun —SH grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 340 nm’de
GSH ve CDNB kullanilarak dakikada olusan S-2,4-dinitrofenilglutatyonun 1 mikro
moliinii katalizleyen enzim miktarinin 6l¢iilmesiyle belirlenir. GST aktivitesi, CDNB

ekstinksiyon katsayis1 (€= 9.6 mmol Lt em '1) kullanilarak hesaplanir.

Glutatyon S- transferaz izoenzim aktivitesi; GST izoenzimi %10 native PAGE’de

esit oranda protein ylikleyerek Laemmli (1990) yontemine gore yapilmaistir.
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3.10.4. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

POX aktivitesi Herzog ve Fahimi (1973)’ye gore belirlenmistir. Aktivite 465
nm’de 3,3-diaminobenzidin tetrahidrokloroid (DAB)’in oksidasyonuyla absorbansta
meydana gelen artis izlenerek hesaplanmistir. Polystren kiivetteki reaksiyon karigimi,
DAB soliisyonu, %0.6’lik H,0,, dI-H,O ve enzim ekstraktindan olusmaktadir.
Reaksiyon H,O;’nin ilave edilmesiyle baslatilmis ve 180 sn boyunca absorbans artisi
izlenmistir. Spesifik enzim aktivitesi dakikada tiiketilen pmol mlt H,0, olarak ifade

edilmistir.

POX izoenzim aktivitesi Seevers ve ark. (1971)’na gore yapilmustir. 75 pg protein
iceren ornekler % 10’luk denatiire olmayan akrilamid jelde (PAGE) sabit akim altinda
(120 mA) yiiriitiilmiistiir. Elektroforezden sonra olusan bantlar1 gérebilmek icin jeller
karanlikta 30 dakika boyunca, benzidin ve hidrojen peroksit iceren 200 mM Na-asetat
tamponunda (pH: 5.0) inkiibe edilmistir.

3.10.5. Glutatyon Reduktaz (GR; EC 1.6.4.2) Enzim Aktivitesi

Glutasyon rediiktaz aktivitesi, 340 nm’deki absorbanstaki diisiis g6z Oniine
alnarak hesaplanmistir (Foyer ve Halliwell., 1976). NADPH varliginda, okside
glutasyon miktarindaki azalma, kuvartz kiivette, kore karst okunarak 180 saniye
boyunca takip edilmistir. Hesaplamalar glutasyon redilktaz enziminin ekstinksiyon
katsayis1 kullanilarak (6.2 mM™cm™) yapilmistir. Spesifik enzim aktivitesi, dakikada

indirgenen 1 mmol mlI™ GSSG miktar1 olarak ifade edilmistir.
Istatistik Analizler

Elde edilen veriler Tek-Yo6nlii Varyans Analizi (One-way ANOVA) ile analiz
edilmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar Lowest Standard Deviations (LSD) test, ile

karsilastirilmistir. P< 0.05 olan degerler istatistiksel bakimdan anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Biiyiime Parametrelerinin Sonuclari

4.1.1. Kok ve Govde Uzunluklar:

Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan bitkiler

3. giin sonunda hasat edilmis kok ve govde uzunluklarindaki degisimler Cizelge 4.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda kok ve govde uzunluklarinda (cm) goézlenen

degisimler
UZUNLUK
Kontrol 29.5+1.3%
Alfa Tokoferol 30+1.032
b
Givde NacCl 27+1.05
Alfa Tokoferol+NacCl 29.5+1.04%
Kontrol 12+1.10°
Alfa Tokoferol 18+0.8°
Kok
NaCl 6+1.0°
Alfa Tokoferol+NaCl 9+1.0¢

Alfa tokoferol uygulamasi, kontrol grubuna gore kok uzunlugunda %50 lik bir

artig gosterirken, govde uzunlugunda herhangi bir degisiklik gostermemistir.

Tuz uygulamasi kontrol grubuna goére govde uzunlugunda %8’lik bir azalma

gosterirken, gdvede uzunlugunda bir degisiklik gostermemistir.
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Alfa tokoferol+NaCl uygulamasi, NaCl gruplarina gore govde uzunlugunda

%9’luk bir artis gosterirken, kok uzunlugunda %50°1ik bir artisa neden olmustur.

4.2. Bagil Biiyiime Oram ve Bagil Su Icerigi

Bagil bliytime orani Cizelge 4.3°te gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda bagil biiyiime oraninda (mg™d™) gdzlenen degisimler

BBO
Kontrol 0.035 +0.008?
Alfa Tokoferol 0.049 +0.004°
NaCl 0.030 £0.001°¢

Alfa Tokoferol+NaCl 0.046 +0.001¢

Alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore bagil biiyiime oranini %40
oraninda arttirdig1 gézlenmistir.
NaCl uygulamasinin, kontrol grubuna goére bagil biiylime oranin1 %14 oraninda
azalttig1 gézlenmistir.
Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin, NaCl grubuna gore bagil biiyiime oranini

%53 oraninda artirdig1 gozlenmistir

Bagil su icerigi Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda bagil su igeriginde (%) gozlenen degisimler

BSi
Kontrol 39 +0.05°
Alfa Tokoferol 34 +0.03°
NacCl 28 +0.05°
Alfa Tokoferol+NaCl 38 +0.03¢

Alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore bagil su igerigini %13

azalttig1 gbézlenmistir.

NaCl uygulamasinin, kontrol grubuna gore bagil su igerigini %28 azalttig

gozlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin, NaCl grubuna gore bagil su igerigini %36

artirdig1 gézlenmistir.
4.3. Lipit Peroksidasyonu (MDA)

Lipit peroksidasyonunda meydana gelen degisimler Sekil 4.1°de gosterilmistir.

2,5 -
C
2 [
g
-
80 1,5 - mK
g maT
< 1 NaCl
)
S m aT+NaCl
0,5 -
0 - )
0. giin 3. gilin
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Sekil 4.1. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda malondialdehit miktarinda (nmol/g™ YA) gozlenen
degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasi, kontrol grubuna gére MDA miktarini
degistirmemistir.

3. gilin alfa tokoferol uygulamasi, kontrol grubuna gére MDA miktarini
degistirmemistir.

NaCl uygulamasimin kontrol grubuna gére MDA miktarini1 %16 oraninda artirdigi

gbzlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin NaCl grubuna gére MDA miktarmi %26

oraninda azalttig1 tespit edilmistir.
4.4. Hidrojen Peroksit (H,0,) Miktar:

Hidrojen peroksit miktarinda meydana gelen degisimler Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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=
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:I:N W aT+NaCl

o

o

(9]
I

0. giin 3. giin

Sekil 4.2. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasat1 sonrasinda hidrojen peroksit miktarinda (umol/g™ YA) gozlenen
degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasi, kontrol grubuna goére H,O, miktarinda bir

degisiklik gostermemistir.

28



3. giin alfa tokoferol uygulamasi, kontrol grubuna gére H,O, miktarinda bir

degisiklik gostermemistir.
NaCl uygulamasi kontrol grubuna goére H,O, miktarint %19 arttirmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin NaCl grubuna gore H,O, miktarin1 %41

oraninda azalttig1 tespit edilmistir.
4.5. Prolin Miktar1

Prolin miktarinda meydana gelen degisimler Sekil 4.3’te gosterilmistir.

70 -

60 - bI
§ 50 A
i\
£
%” 40 - =K
£ maT
£ 30 1 NaCl
S
§ 20 - m oT+NaCl
a

10 -

0 - )

0. giin 3. giin

Sekil 4.3. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasat sonrasinda prolin miktarmda (umol/g™ YA) gozlenen degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasinin kontrol grubuna gore prolin miktarin1 2 kat

arttirdig1 goézlenmistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasimin kontrol grubuna gore prolin miktarini %40

arttirdiglr gozlenmistir.

NaCl uygulamasinin kontrol grubuna goére prolin miktarint %31 arttirdigi

gozlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin NaCl grubuna goére prolin miktarini %40

oraninda azalttig1 tespit edilmistir.
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4.6. T¢sel Kalsiyum (Ca) ve Fosfor (P) Miktar

I¢sel kalsiyum ve fosfor miktarinda meydana gelen degisimler Cizelge 4.5’te

gosterilmistir.

Gruplar K aoT NaCl aT+NaCl
Ca

0. giin 1.04+0.02° 0.97+0.03

3. giin 0.86+0.02 0.78+0,04° 0.64+0.011° 0.67+0,04°
P

0. giin 0.44+0.02 0.45+0.01°

3. giin 0.52+0.02° 0.56+0.005% 0.61+0.005" 0.65+0.02°

Cizelge 4.5. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda igsel kalsiyum ve fosfor miktarinda (%) gozlenen
degisimler

0. giin alfa tokferol uygulamasi kontrol grubuna gore igsel kalsiyum miktari

oraninda %7’lik azalma gosterirken fosfor miktarinda %3’liik artis gdstermistir.

3. gilin alfa tokoferol uygulamasi kontrol grubuna gore igsel kalsiyum miktar

oraninda %9’luk bir azalma gosterirken fosfor oraninda %8’lik bir artig gostermistir.

NaCl uygulamasi kontrol grubuna gore igsel kalsiyum miktar1 oraninda %2611k

bir azalma gosterirken fosfor miktarinda %17°lik bir artis gostermistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasi NaCl grubuna gore igsel kalsiyum miktari

oraninda %35’lik bir artig gosterirken fosfor oraninda %7°1ik bir artig gostermistir.
4.7. Siiperoksit Anyon Uretimi Miktar

Stiperoksit anyon iretimi miktarinda meydana gelen degisimler 4.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasat1 sonrasinda siiperoksit radikalinde (%) gozlenen degisimler

0. glin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore siiperoksit anyon
tiretimi miktarin1 degistirmedigi gézlenmistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore siiperoksit anyon

tretim miktarint %19 azalttigi gézlenmistir.

NaCl uygulamasinin kontrol grubuna gore siiperoksit anyon liretimi miktarini

%10 arttirdig1 goézlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasimin NaCl grubuna gore siiperoksit anyon {iretimi

miktarini % 10 oraninda azalttig: tespit edilmistir.

4.8. i¢sel Alfa Tokoferol Miktari

Gruplar K aoT NaCl aT+NaCl
oT
(mg/per 1009)
0. giin 0.13+0.05% 0.25+0.07°
3. giin 0.12+0.08 0.3740.05 0.1420.012 0.23+0.05°

Cizelge 4.6. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasat1 sonrasinda alfa tokoferol miktarinda gozlenen degisimler
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0. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore igsel alfa tokoferol

miktarint %92 oraninda arttirdigi gozlenmistir.

3. glin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore igsel alfa tokoferol

miktarini 3 kat arttirdigl gézlenmistir.

NaCl uygulamasmin kontrol grubuna gore igsel alfa tokoferol miktarini %16

oraninda arttirdig1 gozlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin NaCl grubuna gore igsel alfa tokoferol

miktarini1 %64 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir.
4.9. Indol Asetik Asit (IAA) Hormon Diizeyi (Oksin)

IAA hormon diizeyinde meydana gelen degisimler Sekil 4.5°te gosterilmistir
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Sekil 4.5. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasat sonrasinda IAA miktarinda (pg/mg™ YA) gozlenen degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna goére oksin hormon diizeyini

4 kat arttirdig1 gozlenmistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna goére oksin hormon diizeyini

yaklasik 5 kat artirdig1 gézlenmistir.

NaCl uygulamasimin kontrol grubuna gore oksin hormon diizeyini 4 kat artirdigi

gozlenmistir.
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Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin NaCl grubuna gore oksin hormon diizeyini

yaklasik 4 kat artirdig: tespit edilmistir.
4.10. Antioksidan Enzim Aktiviteleri
4.10.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ile ilgili veriler Sekil 4.6’da

gosterilmigtir.
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Sekil 4.6. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda SOD enzim aktivitesinde (iinite/mg™ protein)
gozlenen degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore SOD enzim aktivitesini

%12 oraninda azalttig1 gbzlenmistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore SOD enzim aktivitesini

%S5 azalttig1 gozlenmistir.

NaCl uygulamasinin kontrol grubuna gére SOD enzim aktivitesini %71 oraninda

azalttig1 gézlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin NaCl grubuna gére SOD enzim aktivitesini

%40 oraninda azalttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda SOD izoenzim aktivitesinde (iinite/mg™ protein)
gozlenen degisimler

On alfa tokoferol uygulamasi sonrasi tuz stresine maruz birakilan soya kokii
izozimlerinde meydana gelen degisimde 8 izoenzim (SOD 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8)

belirlenmistir.

0. giin tokoferol uygulamasi kontrol grubuna goére SOD 1, 3, 4, 5, 6 ve 7
izoenzimlerinde azalma gosterirken SOD 2 izoenziminde artis gostermistir. SOD 8

izoenzimi gézlenmemistir.
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3. gilin tokoferol uygulamasi kontrol grubuna goére SOD 1, 2, 3, 5 ve 7
izoenzimlerinde artis gosterirken SOD 6 izoenziminde azalma gostermistir. SOD 4 ve 8

izoenzimlerinde 6nemli bir degisim gostermemistir.
NaCl uygulamasi kontrol grubuna gore biitiin izoenzimlerde azalma gostermistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasi NaCl grubuna gére SOD 1 ve 2 ‘de artmus 3, 4,
6 ve 7 de azalmig SOD 5’te bir degisiklik olmamustir.

4.10.2 Askorbat Peroksidaz(APX) Enzim ve Izoenzim Aktivitesi

Askorbat Peroksidaz (APX) enzim aktivitesi ile ilgili veriler Sekil 4.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda APX enzim aktivitesinde (iinite/mg™ protein)
gozlenen degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gore APX enzim aktivitesini

%94 oraninda arttirdig1 gézlenmistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasinin kontrol grubuna gére APX enzim aktivitesini

%26 oraninda arttirdig1 gozlenmistir.

NaCl uygulamasinin kontrol grubuna gore APX enzim aktivitesini degistirmedigi

gozlenmistir.
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Alfa tokoferol+NaCl uygulamasimin NaCl grubuna gére APX enzim aktivitesini

degistirmedigi gozlenmistir.
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Sekil 4.9. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda APX izoenzim aktivitesinde (iinite/mg™ protein)
gozlenen degisimler

On alfa tokoferol uygulamasi sonrasi tuz stresine maruz birakilan soya kokii

izozimlerinde meydana gelen degisimde 1 izoenzim (APX 1) belirlenmistir.

0. gin alfa tokoferol uygulamasinda APX 1 izoenziminde bir degisim

gerceklesmezken 3. giin alfa tokoferol uygulamasinda %25 azalma tespit edilmistir.
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NaCl uygulamasinda APX 1 izoenziminde %29 artis gozlenirken alfa

tokoferol+NaCl uygulamasinda APX 1 izoenziminde %58 azalma gézlenmistir.
4.10.3. Glutatyon S-Transferaz (GST) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

Glutatyon s-transferaz enzim aktivitesi ile ilgili veriler Sekil 4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Alfa tokoferol uygulamas: (2.5 mM) sonras1 tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasnda GST enzim aktivitesinde (iinite/mg” protein)
gozlenen degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gére GST enzim aktivitesini

1.5 kat arttirdig1 gézlenmistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gére GST enzim aktivitesini

2 kat artirdig1 gézlenmistir.

NaCl uygulamasinin kontrol grubuna gére GST enzim aktivitesini %21 azalttig

gozlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasimin NaCl grubuna gore GST enzim aktivitesini
%47 oraninda arttirdig tespit edilmistir.
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Sekil 4.11. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonrasi tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda GST izoenzim aktivitesinde (iinite/mg™ protein)
gozlenen degisimler

On alfa tokoferol uygulamasi sonrasi tuz stresine maruz birakilan soya kokii

izozimlerinde meydana gelen degisimde 3 izoenzim (GST 1,2,3) belirlenmistir.

0. giin alfa tokoferol uygulasi kontrol grubuna goére GST 1, 2 ve 3

izoenzimlerinde artis gostermistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasi kontrol grubuna gore GST 1 izoenziminde artig

gosterirken GST 2 ve 3 izoenziminde azalma gostermistir.

NaCl uygulamasi kontrol grubuna gore biitiin izoenzimlerinde azalma

gostermistir.
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Alfa tokoferol+NaCl uygulamasi NaCl grubuna gore GST 1 ve 3 te artisa GST 2

de ise bir degisim gostermemistir.
4.10.4. Peroksidaz (POX) Enzim ve izoenzim Aktivitesi

Peroksidaz (POX) enzim aktivitesi ile ilgili veriler Sekil 4.12°de gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Alfa tokoferol uygulamas: (2.5 mM) sonras1 tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda POX enzim aktivitesinde (iinite/mg™ protein)
gozlenen degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasi, kontrol grubuna gére POX enzim aktivitesini

degistirmemistir.

3. gilin alfa tokoferol uygulamasinin kontrol grubuna gore POX enzim aktivitesini

%62 oraninda arttirdig1 goézlenmistir.

NaCl uygulamasinin kontrol grubuna gére POX enzim aktivitesini %15 oraninda

arttirdig1 goézlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin NaCl grubuna gore POX enzim aktivitesini

%93 oraninda arttirdig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.13. Alfa tokoferol uygulamasi (2.5 mM) sonras1 tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasati sonrasinda POX izoenzim aktivitesinde (iinite/mg™ protein)
gozlenen degisimler

On alfa tokoferol uygulamasi sonrasi tuz stresine maruz birakilan soya kokii

izozimlerinde meydana gelen degisimde 4 izoenzim (POX 1, 2, 3, 4) belirlenmistir.

0. glin alfa tokoferol uygulamas: kontrol grubuna gore POX 1, 2, 3 ve 4

izoenzimlerinde 6nemli bir artis géstermemistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasi, kontrol grubuna gére POX 4 izoenziminde artig

gostermistir.

NaCl uygulamasi kontrol grubuna gore POX 1 ve 2 izoenziminde artig

gosterirken POX 3 ve 4’te degisme olmamustir.
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Alfa tokoferol+NaCl uygulamas1 NaCl grubuna gére POX 2 ve 3 izoenziminde

artis gostermistir.
4.10.5 Glutatyon Reduktaz (GR) Enzim Aktivitesi

GR enzim aktivitesi ile ilgili veriler Sekil 4.14’te gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Alfa tokoferol uygulamas: (2.5 mM) sonras1 tuz stresine maruz birakilan
bitkilerin 3. giin hasat1 sonrasinda GR enzim aktivitesinde (iinite/mg™ protein) gozlenen
degisimler

0. giin alfa tokoferol uygulamasinin, kontrol grubuna gére GR enzim aktivitesini

%19 oraninda azalttig1 gdzlenmistir.

3. giin alfa tokoferol uygulamasimi kontrol grubuna gére GR enzim aktivitesini

degistirmemistir.

NaCl uygulamasmin kontrol grubuna gore GR enzim aktivitesini %42 oraninda

azalttig1 gézlenmistir.

Alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin NaCl grubuna gore GR enzim aktivitesini

%17 oraninda azalttig1 tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Bitkilerde kok uzunlugu tuz konsantrasyonunun artmasiyla azalmaktadir. Tuz
stresinden dolay1 hiicre béliinmesi ve uzamasinin engellenmesinin, tuz stresinin toksik
etkisinden kaynakli oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte kok ve govde uzamasindaki
azalma, tuz stresinin neden oldugu hormon seviyelerindeki degisim ile de agiklanabilir

(Delgado ve Sanchez-Raya 2007).

Calismamizda tuz uygulamasi yapilan grupta kok ve gévde uzunlugunda kontrol
grubuna gore belirgin bir azalma gozlenmistir (Cizelge 4.1). Buna paralel olarak Sobhanian
ve ark.’nin (2010) yilinda yapmis olduklari ¢alismada, 0, 20, 40 ve 80 mM NacCl
uygulanan soya fasulyesi tohumlarinda kok ve hipokotil uzunlugunun sirasiyla %28 ve

%60 oraninda azaldig1 gozlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore, hem alfa tokoferol uygulamasi, hem de alfa tokoferol
uygulamasi altinda yapilan tuz uygulamasi kok ve govde uzunlugunu arttirmistir. (Cizelge
4.1). Buna sonuca paralel olarak bugday bitkisinde sicaklik stresi altindaki alfa tokoferol
uygulamasinin kok ve gévde uzunlugunu arttirdigi tespit edilmistir (Kumar ve ark., 2012).
Bu sonuglar degerlendirildiginde, alfa tokoforoliin soya koklerinde tuz stresinin

olusturdugu hasari iyilestirdigi diisiintilmektedir.

Tuzlu topraklarda osmotik basincin yiikselmesiyle bitkinin su alimi giiclesmekte ve
boylece yaprak oransal su igerigi de diismektedir (Katorji ve ark., 2001; Romono ve ark.,
2013). Calismamizda tuz stresiyle azalan BSI degerleri, alfa tokoferol altinda uygulanan
tuz stresiyle artis gdstermistir. Benzer sekilde, tuz stresi altindaki biber bitkisinde % BSI
degerlerinin azaldigini ve ilave besin elementi takviyesiyle bu degerlerde diizelme oldugu

bildirilmistir (Kaya ve Higgs, 2003).

Stres kosullarinda iiretilen aktif O, radikalleri membranlarda lipit peraksidasyonuna
(MDA) neden olmakta ve bu durum membranlarin hasariyla sonu¢lanmaktadir (Kendall ve
Mc Kersie, 1989). Bitkilerde tuz stresi altinda lipit peroksidasyonunun arttigi yoniinde
birgok calisma yapilmistir (Hodges ve ark., 1999; Li ve ark., 2000). Buna benzer sekilde
caligmamizda, NaCl uygulamasi ile soya koklerinde lipit peroksidasyonunda artis
gdzlenmistir (Sekil 4.1). Ote yandan alfa tokoferol+NaCl uygulamasinin MDA miktarimi
azaltarak oksidatif hasar1 indirgedigi tespit edilmistir. MDA miktarinda goriilen bu azalma

alfa tokoferolun bir ya da daha fazla mekanizmayla membranlarin strese Kkarsi
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dayanikliligina katkida bulunduguna isaret etmektedir. Bu sonuclara paralel olarak bakla
(Vicia faba L.) bitkisine disaridan uygulanan tokoferoliin yapraklarda antioksidan savunma
sistemini uyardig1r ve deniz suyunun olusturdugu lipit peroksidasyonuna karsi koruma

sagladig1 tespit edilmistir (Orabi ve ark., 2014).

Hidrojen peroksit, bitkilerde Fenton ve Haber-Weiss gibi ¢ok sayida metabolik
yollarla OH" gibi radikallere doniiserek niikleik asit, lipit ve protein gibi hiicresel
molekiillerde oksidatif zarara neden olmaktadir (Argun, 2007). Ayn1 zamanda, oksidatif
stres altinda hidrojen peroksit miktarindaki degisim, bitkilerde AOT giderici durumun iyi
bir gostergesidir (Vaidyanathan ve ark., 2003). Bu galismada, NaCl uygulamasi soya
koklerinde hidrojen peroksit miktarimi arttirmistir (Sekil 4.2). Alfa tokoferol altinda yapilan
tuz uygulamasi, hidrojen peroksit miktarini sadece tuz uygulanan gruba gore azaltmistir
(Sekil 4.2). Bu sonug, alfa tokoferoliin antioksidan enzim sistemini uyararak hidrojen

peroksit miktarini azalttigin1 gostermektedir.

Prolin, NaCl stresi altindaki bitkilerde protein biitlinliigiiniin saglanmasi ve
enzimlerin aktive edilmesinde gorev yapan dnemli bir ozmoregiilatordiir. Bu bilesigin
tuz ve su stresi altindaki bitkilerde 6nemli oranlarda yiikseldigi bu sayede bitki savunma
mekanizmasin1  harekete gecirerek bitkinin strese karsi koyma mekanizmasini
destekledigi goriisii hakimdir (Oglesby,1997). Stres faktorleri bitkilerdeki igsel prolin
miktarinda artisa neden olmaktadir (Mehde, 2014).

Calismamizda, stres ortaminda soya yapraklarinda prolin diizeyinin kontrol
gruplarina gore Onemli bir oranda artmistir (Sekil 4.3). Buna karsin alfa tokoferol
alinda tuz stresi uygulanan gruplarda prolin miktarindaki azalma uygulanan
tokoferoliin prolin aminoasidinin gorevini {istlendigini diisiindiirmektedir. Bu sonuca
paralel olarak, disaridan yapilan tokoferol uygulamasmin tuz stresi altindaki bakla

bitkisinde prolin miktarini azalttig1 tespit edilmistir (Semida ve ark., 2014).

Kalsiyum (Ca®") iyonunun, bitkilerde stresin algilanmas1 esnasinda sinyal
molekiil olarak hareket ederek hasari iyilestirmede rol oynadig bildirilmistir (Elliott,
2000). Ca*" hiicre zarinda adeta cimento gorevini goren bir element oldugu icin stresten
kaynaklanan hiicre zar1 hasarimi onleyebildigi bilinmektedir (George, 1995; Dogan,
2003). Fosforun kok gelisimini hizlandirdig, giiglii bir kok gelisimi meydana getirdigi

bilinmektedir. Calismamizd Ca** ve P iyon miktarlar1 dikkate alindiginda, tokoferol
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uygulamasinin kokteki kalsiyum ve fosfor miktarlarini arttirdigi bulunmustur. Bu sonug
keten ( Linum utitatissimum L.) bitkisine uygulanan tokoferoliin tuz stresi altinda fosfor
ve kalsiyum iyon miktarini arttirmasi ile uyum igerisindedir. Koklerde meydana gelen
bu degisimin stres esnasinda kok savunmasinin biiyliimeyi destekler nitelikte oldugunu

gostermektedir (Dawood ve Sadak, 2014).

Siiperoksit radikali, tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron
olarak indirgenmesi sonucu olusur. Bu radikal anyonun 6nemi, H,O, kaynagi ve gegis
metalleri iyonlarini indirgeyici olmasidir. O, ile perhidroksil radikal birbiriyle
reaksiyona girince biri okside olurken digeri indirgenir. Bu ters degisim (dismutasyon)
reaksiyonunda O, ve H,O, meydana gelir (Ahmad ve ark., 2010). Calismamizda alfa
tokoferol uygulamalar1 kontrol gruplarina gore siiperoksit radikalini azaltmistir (Sekil
4.4). Tuz uygulamasi altinda bu miktar kontrol grubuna gore artarken, alfa tokoferol +
NaCl uygulamasi, NaCl grubuna gore azalmistir. Bu sonuglar, MDA sonuglari ile uyum

igerisindedir.

Oksinler, hiicre biiyiimesi ve hiicre boliinmesi, kok olusumu, tomurcuk
inhibisyonu ve apikal dominansiye neden olma gibi fizyolojik etkilere sahiptir (Unyayar
ve Topguoglu, 1998). Calismamizda tokoferol uygulanan gruplarda tuz stresi altinda
oksin diizeylerinde 6nemli bir artis gozlenmistir (Sekil 4.5). Bu sonug, tokoferol
uygulamasinin koklerde tuz stresine karsi koruma sagladigini biiyiime ve gelismeyi
olumlu yonde destekledigini kanitlar niteliktedir. Buna benzer olarak Arabidopsis
tokoferol eksik mutantlariyla yapilan bir calismada tuz stresi altinda etilen sinyalinin
gen ifadesinin indirgendigi tespit edilmistir (Cela ve ark., 2010). Bu sonuglar,

tokoferoliin bitkilerde i¢sel hormon seviyeleri ile etkilesebildigini kanitlar niteliktedir.

Siiperoksit dismutaz enzimi (SOD), siiperoksitin oksijen ve Hy0,’ye
dismutasyonunu katalizler ve bir hiicre icinde AOT’a kars1 savunmanin ilk basamaginin
olusturur (Alscher ve ark., 2002). SOD enzim aktivitesindeki degisiklikler tuz stresinin
iistesinden gelmek igin anahtar bir AOT savas¢isi olarak is gordigiinii gostermektedir
(Zhao ve ark., 2013). Calismamizda, tuz stresi altindaki soya koklerinde SOD enzim
aktivitesi azaldig1 goriilmiistiir. Buna benzer olarak Dogan ve ark. (2010)’da yaptig1 bir
caligmada hassas domates genotiplerde SOD enzim aktivitesinin azaldigini tespit

etmislerdir.

44



Bununla birlikte ¢calismamizda, alfa tokoferol altinda uygulanan tuz stresi, SOD
enzim aktivitesini sadece tuz uygulanan gruba gore % 40 oraninda azaltmistir (Sekil
4.6). Literatiir taramasi yapildiginda alfa tokoferoliin direk olarak tekli oksijeni
savusturma Ozelligi oldugu ve lipit peroksidasyonu indirgedigi bildirmistir (Miret ve
Munne-Bosh, 2015). Bu bilgiye dayanarak c¢alismada, uygulanan tokoferoliin
antioksidan olma 06zelligini kullanarak SOD enziminin yerini aldig1 ileri siiriilebilir.
Ancak uygulamanin yapraklardan piiskiirtme yoluyla yapildig1 g6z oniline alindiginda,

koklerde yapilan SOD enzim aktivitesinin azalmasi oldukga ilgi ¢ekicidir.

SOD izoenzimi; yiiksek bitkilerde SOD’un bitki hiicrelerinin farkli bélmelerinde
yer alan birden fazla izoenzimi bulunmaktadir (Pan ve ark., 2006). Mn-SOD genel
olarak mitokondri ve peroksizomlarda bulunurken Fe-SOD ve Cu/Zn SOD kloroplast ve
sitoplazmada yerlesmistir (Bowler, 1992; Shinozaki ve ark., 2008). SOD izoformlar1 her
bitki tiiriinde farklilagabilirler (Bowler ve ark., 1992). Calismamizda, SOD izoenzim
aktiviteteleri total SOD enzim aktivitesi ile uyum icerisindedir (Sekil 4.7). Literatiir
taramas1 yapildiginda bitkilerde alfa tokoferol uygulamasi altinda SOD enzlerinin

degisimine ait herhangi bir veriye rastlanmamustir.

APX enzimi, bitki hiicrelerinin sitosoliinde ve kloroplastlarinda H,O;,’nin yok
edilmesini saglayarak bitkinin oksidatif strese karsi savunmasinda temel rolil
oynamaktadir (Asada, 1992). Tuzluluk ve kuraklik gibi farkli abiyotik streslerin APX
aktivitesi tizerindeki etkisinin incelendigi birgok ¢alismada, APX enzim aktivitesinde
artis oldugu rapor edilmistir (Mitler ve Zilinska, 1993; Hernandez ve ark., 1995).
Calismamizda, sadece alfa tokoferol uygulanan gruplarda, APX enzim aktivitesinin
arttif1 goriilmiistiir (Sekil 4.8). Ote yandan hem sadece tuz stresi altindaki hem de alfa
tokoferol altinda uygulanan tuz stresinde, APX enzim aktivitesinde bir degisiklik
olmamistir. Bu sonug, disaridan uygulanan alfa tokoferoliin APX enzim aktivitesi

tizerinde olumlu bir etkisi olmadigin1 gostermektedir.

APX’un bitkilerde bir ya da daha fazla izozimi bulunmaktadir (Perez-Lopez ve
ark., 2009). Bu calismada tuz stresi altindaki soya koklerinde sadece 1 APX izoenzimi
belirlenmis olup, total APX enzim aktivitesi sonuclari ile uyum igerisindedir.
Calismamiza paralel olarak, 1spanak bitkisiyle yapilan baska bir ¢aligmada tuz stresinin
APX izoenzim seviyeleri lizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi belirlenmistir

(Yashimura ve ark., 2000).
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Glutatyon-s-transferaz; dimerik yapida ve ¢ok fonksiyonlu bir enzim grubudur.
Glutatyon (GSH) detoksifikasyonu icin ksenobiyotik bilesikler ile konjugasyona girerek
onlar1 katalize eder (Tausz ve ark., 2004). Calismamizda alfa tokoferol uygulamasinin
GST enzim aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.10). Bu sonugla uyumlu
olarak GSTI, 2 ve 3 izoenzimleri de kontrol gruplarina gore artis gostermistir (Sekil
4.11). Buna karsilik NaCl uygulamasi yapilan soya koklerinde, GST enzim aktivitesinin
azaldig1 gozlenmistir. Bu sonuca zit olarak tuz stresi altinda domates bitkisinde yapilan
bir caligmada, GST enzim aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Gapinska ve ark., 2008).
Ote yandan NaCl+alfa tokoferol uygulamasmin, GST enzim aktivitesini tuz uygulanan
gruplara kiyasla arttirdigi gézlenmistir. Bu sonug, APX enzinin aksine disaridan
uygulanan alfa tokoferoliin koklerdeki GST enzim aktivitesini normal kosullarda

uyarabildigi gibi tuz stresinin altinda da uyarici etkisi oldugunu gostermektedir.

Peroksidaz savunma mekanizmasmin isleyisinde etkin olarak yer alan Onciil
enzimdir. Bitkilerdeki ¢oklu savunma sisteminin 6nemli bir boliimiini olusturmaktadir
ve cogunlukla kloroplastlarda sentezlenmektedir (Malolepsa ve Urbarek, 1994).
Yapilan bir¢ok arastirmada NaCl’ nin peroksidaz (Jaleel, 2008) aktivitesini arttirdig1 ve
lipit peroksidasyonunun artisina neden oldugunu bulunmustur (Sairam, 2002).
Calismamizda, POX aktivitesinin NaCl stresinde ve alfa tokoferol altinda uygulanan tuz
stresinde artmis olmasi bununla paralellik gostermektedir. Bu sonuca benzer sekilde
Semida ve ark.’nin (2014) yilinda yaptiklar1 bir calismada, tuz stresi altinda bakla
bitkisine disaridan uygulanan tokoferolin, POX enzim aktivitesini arttirdig1 tespit

edilmistir.

Peroksidaz izoenzimlerinin bitkilerin tuz toleransinda rol oynadiklari
bilinmektedir (Sreenivasulu ve ark., 1999). Calismamizda her grupa ait 4 izoenzim
tespit edilmistir (POX1, POX2, POX3 ve POX4). Tespit edilen bu enzimlerden sadece
tuz uygulamasi grubunda POX1 ve POX 2 izoenziminde bir artis gozlenmistir ancak
diger gruplarda ve izoenzimlerde bir degisim gozlenmemistir. Radic ve ark. (2006),
Centaurea ragusina L. tiiri lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada tuz stresine bagl olarak
izozimlerin yogunluklarmin degistigini rapor etmislerdir. Ote yandan alfa tokoferol
altinda yapilan tuz uygulamasi ile artan POX 2 ve POX 3 izoenzim aktivitesi ile uyum

igerisindedir.
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Glutatyon rediiktaz, hidrojen peroksitin detoksifikasyon siirecinde okside
glutatyonun indirgenmesinden sorumludur. GR enzim aktivitesinin tuz stresi altinda
artt1igi daha once yapilan bazi arastirmalarda kaydedilmistir (Lin ve Kao, 2002,
Karanlik, 2001). Calismamizda tuz stresinde azalan GR enzim aktivitesi, alfa tokoferol
uygulamasi sonrasi uygulanan tuz stresiyle azalmaya devam etmistir (Sekil 4.14). Bu
sonu¢, MDA degerlerindeki iyilesme de gz Oniine alindiginda, SOD enzim

aktivitesinde oldugu gibi alfa tokoferoliin GR enzimin yerini aldigini diisiindiirmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Elde edilen veriler, disaridan uygulanan a-tokoferoliin azalan hidrojen peroksit
ve lipit peroksidasyon {iriinii olan malondialdehid (MDA) miktarlar1 dikkate alindiginda
tuz stresinin olusturdugu oksidatif hasar1 hem antioksidan enzimlerin gorevlerini
istlenerek hem de uyarici etki yaparak iyilestirdigini ortaya koymustur. Ayrica, tuz
stresi altinda yapraklar yapilan a-tokoferol uygulamasinin, koklerde igsel IAA
diizeylerinin birikimini uyarmasi, kalsiyum ve fosfor iyonlarinin miktarlarini arttirmasi
stres esnasinda yapraklardan koklere iletilmek iizere sinyal gorevi iistlenebilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle bitkilerde stres esnasinda alfa tokoferoliin yapmis
oldugu sinyallemenin ve hormonlar ile olan etkilesimlerinin daha iyi aydinlatilmasi i¢in

biyokimyasal ve molekiiler diizeyde ¢alismalar yapilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
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